immuno
P concepts

Fluorescent nDNA
Test System

For Professional Use

Pour I'Usage Professionnel
Per Uso Professionale

Para El Uso Profesional

Fur Professionellen Gebrauch
For yrkesmassigt bruk

English 2
Francais 5

Italiano 11

Espanol 16
Deutch 21
Svensk 26

Bibliography 31
Bibliographie/Riferimenti
Bibliografici/Bibliographie/Bibliografi



FLUORESCENT NDNA TEST SYSTEM
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE

INTENDED USE: This is an indirect fluorescent antibody
test for the semi-quantitative detection of anti-nDNA
antibody in human serum. This test system is fo be used
as an aid in the diagnosis of systemic lupus erythema-
fosus.

SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST
Antinuclear antibody (ANA) is a general term used to
describe autoantibodies against various cell nuclear
proteins. Early studies of these autoantibodies, using
immunofluorescent fechniques, revealed a select few
nuclear protein specificities (1). Because of the high
correlation of positive ANA with systemic lupus erythe-
matosus (SLE), a negative ANA essentially ruled out the
disease (2).

Although antibodies specific fo DNA continue to show
a high disease correlation with SLE (3), in recent years a
number of nuclear (4) and cytoplasmic (5-7) macromol-
ecules have been detected and associated with other
connective fissue diseases (8-10). Because a number
of these antibodies appear to be of diagnostic and/or
prognostic use in progressive systemic sclerosis (11-12),
mixed connective fissue disease (13-15), Sjégren’s
syndrome (16-17), polymyositis (18), and rheumatoid
arthritis (19), ANA testing is now recognized as a general
screening fool for connective fissue disease (20).

SLE patients may produce antibodies to a variety of
nuclear antigens, but antibodies directed against Sm
(Smith antigen) and nDNA show the highest correla-
tion with disease (20). Antibodies directed against Sm
demonstrate a speckled ANA staining pattern while
antibodies directed against nDNA generally demon-
strate a homogeneous ANA staining pattern. Although
low levels of NDNA antibodies may be present in the
serum of patients with rheumatoid arthritis, Sjdgren’s
syndrome, progressive systemic sclerosis, dermatomyosi-
fis, discoid lupus erythematosus, and mixed connective
tissue disease (21), high levels of NDNA antibodies are
seen almost exclusively in SLE. Antibodies against nDNA
are thought to be involved in the pathogenesis of the
most severe variants of SLE when deposited as immune
complexes (22). Antibodies to NDNA occur in high titer,
and, because they correlate with disease activity (23),
their detection is important in the management of SLE
patients.

Several assays are available for the detection of NDNA
antibodies. The most commonly used methods include
indirect immunofluorescence, radioimmunoassay,
counterimmunoelectrophoresis, and immunodiffusion
(24-27). The Immuno Concepts nDNA test system is

an indirect fluorescent antibody (IFA) method. Serum
antibody, reactive to nDNA, is detected by staining of
the kinetoplast within the organism Crithidia luciliae (34).
C. lucilice is a parasite of the blowfly and is non-patho-
genic to humans. The kinetoplast of these hemoflagel-
lates is part of the large mitochondrion in which the
helical nDNA is concentrated (33-34). In electron micro-
graphs, the kinetoplast appears as a slightly concave,
disc-shaped structure containing mitochondrial cristae
and a fibrous DNA mass (35). The kinetoplast is found
between the centrally located nucleus and the basal
body of the flagellum. Because the kinetoplast nDNA
contains no single-stranded DNA (ssDNA) contaminants,
potential problems of ssDNA false-positive reactions,
which may occur with calf thymus DNA radioimmuno-
assay, are virtually eliminated (28-33).

PRINCIPLE OF THE TEST

The IC nDNA test uses the indirect fluorescent antibody
technique first described by Weller and Coons (36).
Patient samples are incubated with antigen substrate to
allow specific binding of autoantibodies fo kineto-

plast nDNA. If nDNA antibodies are present, a stable
antigen-antibody complex is formed. After washing

to remove non-specific antibodies, the substrate is
incubated with an anti-human antibody reagent conju-
gated to fluorescein. When results are positive, there is
the formation of a stable three-part complex consisting
of fluorescent antibody bound to human anti-nDNA
antibody which is bound to nDNA antigen. This
complex can be visualized with the aid of a fluorescent
microscope. In positive samples, the kinetoplast or the
kinetoplast and nucleus will show a bright apple green
fluorescence within the Crithidia luciliae organisms. If
the sample is negative for nDNA, the kinetoplast will
show no fluorescence.

SYSTEM COMPONENTS (MATERIALS PROVIDED)

Use: All components come ready o use with no

aliquoting or reconstitution required (except the PBS
buffer which must be dissolved in deionized or distilled
water before use).

Storage: All components can be stored under refrigera-
tion at 2-10°C. After reconstitution, PBS buffer should

be stored in screw cap containers under refrigeration
at 2-10°C.

Stability: All components remain stable at least 12
months from date of manufacture. Do not use any
component beyond its expiration date.

REACTIVE REAGENTS

Substrate Slides: *Catalog No. 3007 (seven-well); 3013
(thirteen-well). Seven or thirteen well NDNA substrate
slides using Crithidia luciliae stabilized directly on the
test wells. Unique moat slide design minimizes cross
contamination of wells during testing. Slides include
control wells designated positive, negative, and PBS to
aid in proper interpretation of results.

Positive Control: Catalog No. 3021. Ready-to-use
dropper vial containing 1.0 ml positive human control
serum with antibody specific to NDNA antigens. This
serum demonstrates a bright positive staining reaction
on the kinetopast on IC's Crithidia luciliae substrate. This
reagent contains 0.1% sodium azide as

a preservative.

Titratable Control Serum: Catalog No. 3026. Ready-to-
use vial containing 1.0 ml positive human control serum
to be treated as an undiluted patient sample. This
reagent contains 0.1% sodium azide as a preservative.
See vial label for titer value.

Negative Control Serum: Catalog No. 3031. Ready-
to-use dropper vial containing 1.0 ml negative human
control serum. The negative control serum will not show
any specific staining of the kinetoplast on IC’s Crithidia
luciliae substrate. This reagent contains 0.1% sodium
azide as a preservative.

Fluorescent Antibody Reagent: Catalog No. 3009 (9.0
ml), 3075 (23 ml). Goat anti-human IgG (heavy and
light chains) conjugated to fluorescein isothiocyanate
(FITC). Reagent comes ready-to-use in precision drop-
per bottles with 9.0 ml for each 10 slides in complete
test kits. This reagent contains 0.1% sodium azide as a
preservative.

*This slide is protected by one or more of the following
U.S. and foreign patents: 4387979; D-274261; D-273261;
Canadian patent 1171302 and other patents pending.

NON-REACTIVE REAGENTS

PBS Buffer Powder: Catalog No. 1011. Phosphate-buff-
ered saline powder (0.01 M, pH 7.4 £0.2). Each pouch
contains sufficient buffer powder to make 1 liter. (One
pouch of buffer powder is supplied for each five slides
in complete test kits.)

Preparation: Dissolve one pouch of buffer powder in

1 liter of deionized or distiled water, cover, and store
refrigerated at 2-10°C for up to four weeks or until signs
of contamination or other visible changes occur.

Semi-Permanent Mounting Medium: Catalog No. 1111.
Ready-to-use dropper vial containing 5.0 ml glycerol-
based mounting medium, pH 9.1 £0.2. This reagent
contains 0.1% sodium azide as a preservative.

Coverslips: Catalog No. 1041. Each packet contains
ten 24x60 mm No. 1 glass coverslips.

ADDITIONAL MATERIALS REQUIRED (BUT NOT
PROVIDED)

Volumetric pipettes to deliver 20-25 ul volumes

Coplin jars or staining dishes

Squeeze bottle or Pasteur pipettes

Serological pipettes

Deionized or distilled water

Test fubes to prepare serum dilutions

Bibulous paper or paper towels

Disposable latex gloves

One-liter screw cap containers (for PBS buffer)

Lab fimer

Fluorescent microscope equipped with 495 nm
exciter filter and 515 nm barrier filter.

PRECAUTIONS

1. Allhuman source material used in the preparation
of controls for this product has been tested and
found to be negative (not repeatedly reactive) for



antibody to human immunodeficiency virus-1 and
human immunodeficiency virus-2 (HIV-1 & HIV-2),
antibody to hepatitis C virus (HCV), and for hepatitis
B surface antigen (HBsAg) by an FDA approved
method. No test method can offer complete assur-
ance that HIV-1, HIV-2, hepatitis C virus, hepatitis B
virus, or other infectious agents are absent. Thus, all
control sera should be handled in the same manner
as potentially infectious materials.

2. All patient samples should be handled at the Bio-
safety Level 2 as recommended for any potentially
infectious human serum or blood specimen in the
Centers for Disease Control/National Institutes of
Health Manual: Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories, 1984 Edition.

3. Dilution of the components or substitution of com-
ponents other than those provided in this system
may yield inconsistent results.

4. Sodium azide (0.1%) is used as a preservative. So-
dium azide may react with lead or copper plumb-
ing and form explosive metal azide salts. When
disposing of reagents, flush with ample volumes of
tap water to prevent potential residues in plumb-
ing. Sodium azide is a poison and may be toxic if
ingested.

5. This kit is for in vitro diagnostic use.

6. In the event hemolyzed or lipemic sera must be
used, heat inactivate sera 30 minutes at 56°C for
optimal results. Microbially contaminated sera
should not be used.

7. The fitratable control serum is intended for use in
monitoring lot to lot and run to run reproducibility.
Itis not infended as a measurement of overall
sensitivity or specificity of the assay.

8. Do not smoke, eat, or drink in areas where speci-
mens or kit reagents are handled.

9. Avoid splashing or generation of aerosols at all
times.

10. Incubation times and temperatures other than
those specified may give false results.

11. Cross contamination of reagents or samples may
give false results.

12. Reusable glassware must be washed and thor-
oughly rinsed free of detergents prior to use. All
glassware must be clean and dry before use.

13. Bring all reagents, slides, and specimens to room
temperature (18-24°C) prior to use.

14. Wear disposable latex gloves when handling speci-
mens and reagents, and wash hands thoroughly
afterwards.

15. Microbial contamination of reagents or samples

may give false results.

. Never pipette by mouth and avoid contact of
reagents and specimens with skin and mucous
membranes. If contact occurs, wash with a germi-
cidal soap and copious amounts of water.

o~

SPECIMEN COLLECTION

Collection: Serum is the preferred specimen. Approxi-
mately 5 ml of whole blood should be collected asepti-
cally by venipuncture using a sterile vacuum collection
tube or other suitable collection system. Allow blood to
clot at room temperature (18-24°C). Serum should be
separated from the clot by centrifugation as soon as
possible to minimize hemolysis.

Interfering Substances: Sera exhibiting a high degree
of hemolysis, icterus, lipemia, or microbial growth should
not be used because these conditions may cause false
results. Specimens containing visible particulate matter
should be clarified by centrifugation before testing.

Storage: Sera may be stored at 2-10°C up to one week.
If testing is further delayed, sera should be stored frozen
at-20°C or lower. Serum should not be stored in a self-
defrosting refrigerator or freezer.

CAUTION: Repeated freeze/thawing of patient samples
may yield false positive or false negative results.

INTERPRETATION OF RESULTS

Proper interpretation of results depends on clear
recognition of the various morphologic features of the
Crithidia luciliae organism.

Flagellum
Basal Body

Nucleus

Cytoplasmic

Organelle Kinetoplast

The outer covering on most protozoa consists of a
pelicle layer composed of lipoprotein. Inside the
peliicle lies the plasma membrane. The plasma

membrane encloses the cytoplasm consisting of a)

an outer ectoplasm layer containing the basal body
and flagellum and b) the endoplasm, a very fluid inner
cytoplasm containing the nucleus, kinetoplast, and
other organelles.

The peliicle, plasma membrane, basal body, and flagel-
lum are generally considered permanent fixtures within
the organism with little variability in location from cell

to cell. Although the kinetoplast is generally located
closer to the basal body than the nucleus, the exact
location of this organelle may vary from cell to cell due
to the fluid nature of the endoplasm.

In order to clearly differentiate the kinetoplast from the
nucleus, view the positive control well. The kinetoplast
will always be located nearer the flagellum (illus-
trated above). The negative control well will show no
kinetoplast staining while the positive control will show
kinetoplast staining.

READ ONLY SINGLE, WELL-DEFINED ORGANISMS WITHIN
EACH FIELD. MORPHOLOGY MAY VARY FROM ORGAN-
ISM TO ORGANISM DUE TO FIXATION DURING LOG
PHASE GROWTH.

QUALITY CONTROL

Positive, negative, and PBS controls should be run in the
wells provided for quality control on each slide. The
positive control should show bright apple-green fluores-
cence in the kinetoplast of the Crithidia luciliae, with or
without staining of the nucleus. The negative control
will show no staining of the kinetoplast. The PBS control
is used to observe non-specific staining by the antibody
reagent, and should not exhibit any green fluores-
cence. If the controls do not appear as described, the
test is invalid and should be repeated.

OPTIONAL TITRATABLE CONTROL

When reading titers, many laboratories begin reading
with the well that contains the most dilute sample and
read “backwards” to the 1:10 dilution. The first well in
which clearly discernible kinetoplast staining is visible is
the titer end-point. We recommend this technique for
determining titer end-points.

The mean titer and titer range (+ one dilution on either
side of the mean) determined for this lot number were
established in our laboratory and are stated as a guide.
This control is provided to allow each laboratory to
assess the reproduciblity (precision) of its NDNA testing.
Since this control is not intended to be an indicator

of titer accuracy, each laboratory should establish its
own mean titer end-point for this sample, and should
use this information to assess run-to-run reproducibility
(precision).

Through multiple testing of this titratable control, using
the Immuno Concepfs Fluorescent nDNA Test System,
a mean fiter value has been established for each lot
number. The lot number, mean titer and fiter range (+
one twofold dilution on either side of the mean) are
stated on the vial label and should be used as a guide
for the test system performance.

The values obtained in our laboratory may differ from
your values. Some of the many factors that can affect
your results

may include, but are not limited to:

1. The type of light source used. Mercury light sources
will produce greater excitation energy at 495
nm than Quartz/Halogen. The 50-watt, 100-watt,
and 200-watt Mercury light sources differ little
in excitiation energy at 495 nm. The 100-watt
Quartz/Halogen light sources will produce greater
excitation energy at 495 nm than 50-watt Quartz/
Halogen.

2. The condition and age of the light source. This is
particularly true for Mercury light sources which
generally exhibit a gradual reduction in excitation
energy at 495 nm prior to burning out. This graduall
reduction in excitation energy can result in a
significant loss in sensitivity over several weeks. This
problem can be avoided by keeping a time log.
For best results, replace 50-watt mercury bulbs at
100 hours, and 100 or 200-watt mercury bulbs at 200
hours. Quartz/Halogen light sources generally do
not exhibit a gradual reduction in excitation energy
prior to burning out.

3. The type of exciter filter used. Interference exciter
filters provide greater sensitivity over a much nar-
rower wavelength than absorption exciter filters.
Refer to your fluorescent micro-scope manual or
sales representative for more information.

4. Proper alignment of the microscope light path.
Refer to your fluorescent microscope manual for



instructions.

5. The numerical aperture of the objective. With
incident light fluorescence (Epi), fluorescence is
increased exponentially as the numerical aperture
(NA) of the objective is increased additively. This
may cause a 40X objective with a NA of 0.65 to
read one or more dilutions lower than a 40X objec-
tive with a NA of 0.85. The numerical aperture is
printed on the side of the objective.

6. Supression filters. Supression filters reduce specific
wavelengths of excitation and may be used in
reducing sensitivity. Refer to your fluorescent mi-
croscope manual or sales representative for more
information.

7. Precision and accuracy of dilution technique,
equipment, and performance of the test proce-
dures.

INTERPRETATION OF PATIENT RESULTS
400X total magnification is recommended for viewing
the Crithidia.

Negative: A serum is considered negative for antibod-
ies to NDNA if kinetoplast fluorescence is less than or
equal fo the negative control well. Nuclear staining,
without kinetoplast staining, is also considered negative
for antibodies to NDNA.

Positive: A serum is considered positive if the kinetoplast
shows clearly discernible staining with fluorescence
greater than the negative control well.

Titers: When reading fiters, many laboratories begin
reading with the well that contains the most dilute
sample and read “backwards” fo the 1:10 dilution.
The first well in which clearly discernible staining of the
kinetoplast is visible is the fiter end-point. We recom-
mend this technique for determining titer end-points.

FLUORESCENT INTENSITY

Fluorescent intensity may be semi-quantitated by fol-
lowing the guidelines for fluorescent antibody reagents
established by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, Georgia (CDC).

4+ Briliant yellow-green (maximal fluores
cence)
3+ Less briliant yellow-green fluorescence
2+ Definite cell pattern but dim fluorescence
1+ Very subdued fluorescence

A standard slide for the determination of these fluores-
cent intensities, FITC QC Slide™, catalog number 1900,
is available from Immuno Concepts N.A., Ltd.

REPORTING OF RESULTS

Screening: Results should be reported as positive or
negative at the 1:10 dilution.

Titering: Results should be reported as the last serial
dilution in which clearly discernible staining of the
kinetoplast is seen. Results with a strong reaction at the
1:640 dilution should be reported as greater than 1:640.

STAINING CHARACTERISTICS

Kinetoplast: A smooth or peripheral staining of the
kinetoplast located near the flagellar region of the
organism.
Result: Positive for antibodies to NDNA.
Antigens: nDNA.
Disease Association: High titers suggestive of active
SLE (20) orin the case of previously diagnosed SLE,
recurrent disease, or lack of response to therapy
(21-23).

Nucleus: A smooth, peripheral, or speckled staining of

TABLE 1

the nucleus.
Result: Negative for anfibodies to nDNA.
Antigens: Nuclear associated antigens (21-23).
Disease Association: Non specific connective tissue
disease may be indicated by the positive nuclear
staining.
NOTE: Positive ANA results by HEp-2 or other
substrates do not normally give the corresponding
nuclear staining on C. luciliae, e.g. a speckled ANA
by HEp-2 does not demonstrate speckled nuclear
staining on C. luciliae.

Basal Bodies: A smooth staining of two spheres located
where the body of the organism attaches to the flagel-
lum in the ectoplasm.

Synonyms: Basal feet.

Results: Negative for antibodies fo nDNA.

Antigens: Basal body associated antigens.

Disease Association: Reported in SLE patients not

exhibiting kinetoplast or nucleus staining (37).

Flagellum: Staining of the flagellum of the organism.
Synonyms: Tail region of the organism.
Results: Negative for antibodies to nDNA.
Antigens: Unknown flagella-associated antigens.
Disease association: Unknown.

LIMITATIONS OF THE TEST

. Diagnosis cannot be made on the basis of anti
NDNA antibody detection alone. The physician
must interpret these results in conjunction with the
patient’s history and symptoms, the physical find-
ings, and other diagnostic procedures.

2. Treatment should not be initiated on the sole basis
of a positive test for anti NDNA antibodies. Clinical
indications, other laboratory findings, and the
physician’s clinical impression must be considered
before any treatment is initiated.

3. Certain drugs, including procainamide and
hydralazine, may induce a lupus erythematosus-like
disease. Patients with drug-induced LE may dem-
onstrate positive ANAs commonly directed against
nuclear histones, although antibody to nDNA has
also been reported (38-39).

4. Although a high-titered nDNA may be highly
suggestive of SLE, it should not be considered di-
agnostic but rather viewed as a part of the overall
clinical history of a patient. Low titers of NDNA
antibodies are often present in the sera of patients
with rheumatoid arthritis, Sjogren’s syndrome, pro-
gressive systemic sclerosis, dermatomyositis, discoid
lupus erythematosus, and mixed connective tissue
disease (21).

5. Because of the many options available in fluores-
cent microscopes, it is recommended that light
sources, filters, and optics be standardized when
comparing patient titers between laboratories.

6. Patients undergoing steroid therapy may have
negative results for NDNA antibody (40).

EXPECTED VALUES

The expected value in the normal population is nega-
tive at a 1:10 screening dilution. Certain drugs, such as
hydralazine, may induce nDNA antibody production
(38-39).

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The Immuno Concepts nDNA test system was evaluated
in comparison with two other fluorescent antibody tests
in commercial distribution (41). The study employed
103 serum samples from normal individuals as well as
from patients with diagnoses including systemic lupus
erythematosus (SLE), mixed connective fissue disease
(MCTD), Raynaud's-progressive systemic sclerosis-CREST
variant (PSS-CREST), rheumatoid arthritis (RA), juvenile
rheumatoid arthritis (JRA), as well as other connective
fissue disease. Sera were tested at the recommended
screening dilutions for each manufac-turer. Study results
are summarized in table 1.

Number Immuno Manufacturer Manufacturer
of Concepts
) . patients Positive Positive Positive
Diagnosis 1:10 1:10 1:10
SLE 30 13 13 11
MCTD / Overlap o o o
Raynaud PSS-CREST 17 o o o
RA o o o
JRA o o o
Other connective tissue disease =] o (¢] o
Hospital controls 11 1 1 1
Normal controls 24 o o o

The hospitalized control who was positive on all Crithidia lucilice NDNA tests had immune complex renal disease

which did not meet criteria for diagnosis of SLE.
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FLUORESCENT nDNA TEST PROCEDURE

RECONSTITUTE BUFFER (PBS)

Dissolve contents of one buffer pouch in 9.
one liter of deionized or distiled water. The

PBS buffer may be covered and stored at
2-10°C up to four weeks.

DILUTE PATIENT SAMPLES
Screening: Dilute patient samples to 1:10
by adding 0.1 ml (100 pl) serum to0 0.9 ml

reconstituted PBS. 10.

Semi-Quantitative Titering: To make two-
fold serial dilutions of screening samples
(e.g. 1:20, 1:40, 1:80...1:640), remove 0.5 ml
of the 1:10 dilution and mix with 0.5 ml of

PBS to achieve a 1:20 dilution, and continue  11.

serial dilutions in this fashion.

DILUTE OPTIONAL TITRATABLE CONTROL
Treat the optional titratable control as

an undiluted patient sample. Dilute the
control 1:10 by adding 0.1 ml (100 pl) of the
control serum to 0.9 ml of reconstituted PBS.

Make two-fold serial dilutions of the titrat- 12.

able control as outlined above.

PREPARE SUBSTRATE SLIDES (20-25 pl/well)
Remove slide(s) from pouch(es) and place
control sera on control wells as follows:
Invert control dropper bottle and squeeze
gently until drop is visible at the tip. Gently
touch the drop to appropriate confrol well
while avoiding direct contact of dropper
fip with slide surface. Place positive control
on well marked “+", negative control on
well marked “-", and one drop of PBS buffer
on well marked “PBS”. Add 1 drop (20-25
ul) patient sample to the numbered wells.
CAUTION: DIRECT CONTACT OF DROPPER
TIP WITH SLIDE SURFACE MAY RESULT IN DAM-
AGE TO THE ANTIGEN SUBSTRATE.

INCUBATE SLIDES (3015 minutes at room
temperature, i.e. 18-24°C)

Place slide(s) into a moist covered cham-
ber (a petri dish with moistened paper
toweling will be adequate). Incubate, with
lid in place, for 30 minutes (5 minutes) at
room temperature (18-24°C).

PBS RINSE

Remove slide(s) from incubator fray and
rinse briefly with PBS using a squirt bottle,
Pasteur, or serological pipette. Do nof squirt
buffer directly on the wells.

NOTE: To avoid cross contamination on 13-
well slides, direct PBS stream along midline
of slide, filting first toward wells 1-5 followed
by filting toward wells 6-10.

PBS WASH (10 minutes)

Wash slide(s) 10 minutes with PBS in a slide
staining dish or Coplin jar. Gentle agita-
fion is recommended at slide immersion,
midpoint, and removal. This wash may be
extended 10-30 minutes with no variability
in final test results. Discard PBS wash solu-
fion after use. For optimal results, change
PBS at midpoint and use a magnetic stirrer.

FLUORESCENT ANTIBODY REAGENT (Cover
the wells with 10-12 drops)

Remove one slide at a time from PBS and
dip 3-5 times in deionized or distilled water.
Tap slide on its side against bibulous paper
or paper toweling to remove excess water.
Immediately return slide to the incubation
chamber and cover the wells completely
using fluorescent antibody reagent; begin
by placing a drop over each well. Repeat
for eachslide. Fluorescent antibody re-
agent has been fitfered fo compensate for
residual deionized or distilled water remain-
ing on the slide affer rinsing.

NOTE: It isimportant that slide wells do not
dry during this procedure or damage to the
substrate may occur.

DO NOT BLOT OR DRY THE SLIDE IN ANY
MANNER OR ALLOW SLIDE TO SIT WITHOUT
FLUORESCENT ANTIBODY REAGENT FOR
LONGER THAN 15 SECONDS.

INCUBATE SLIDES (3015 minutes at room
temperature, i.e. 18-24°C)

Place lid on incubation chamber and cov-
er with a paper towel to prevent exposure
to light if the chamber is not opaque. Allow
slide(s) to incubate 30 minutes (5 minutes)
at room temperature (18-24°C).

PBS RINSE

Remove slide(s) from incubator fray and
rinse briefly with PBS. Do not squirt buffer
directly on the wells.

PBS WASH (10 minutes)

Wash slide(s) 10 minutes with PBS in a slide
staining dish or Coplin jar. Genfle agito-
tion is recommended af slide immersion,
midpoint, and removal. This wash may be
extended 10-30 minutes with no variability
in final test results.

MOUNT COVERSLIP

Remove one slide at a time from PBS and
dip 3-5 times in deionized or distilled water.
Tap slide on its side against bibulous paper
or paper toweling to remove excess water.
DO NOT BLOT OR DRY THE SLIDE IN ANY
MANNER OR ALLOW TO SIT WITHOUT COV-
ERSLIP FOR LONGER THAN 15 SECONDS.
Add 4-5 drops of semi-permanent mounting
medium along midline of each slide. Care-
fully place coverslip in position, avoiding air
pockets, by gently lowering coverslip from
one end of the slide to the other.

NOTE: Excess mounting medium on slide
may result in high background fluores-
cence, due fo light scattering, or lack of
clear resolution of cells (blurred image).
Excess mounting medium may be removed
from slide by gently blotting coverslip with
bibulous or lens paper while avoiding any
direct movement of the coverslip.

For Technical Assistance:
1-800-251-5115 (Toll Free) or e-mail:
techservice@immunoconcepts.com



SYSTEME DE TEST ADN natif FLUORESCENT
POUR UTILISATION DIAGNOSTIQUE IN VITRO

UTILISATION PREVUE : Il s'agit d'un test
d'immunofluorescence indirecte pour la détection
semi-quantitative des anticorps anti-ADN natif dans

le sérum humain. Ce systeme de test doit éfre utilisé
comme une aide au diagnostic du lupus érythémateux
disséminé.

RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Anticorps anti-nucléaire (ANA) est un terme général
utilisé pour décrire les auto-anticorps dirigés contre
diverses protéines nucléaires. Les premiéres études
portant sur ces auto-anticorps, a I'aide de techniques
d'immunofluorescence, ont révélé quelques spécificités
des protéines nucléaires (1). La corrélation entre la
positivité des tests ANA et le lupus érythémateux dis-
séminé (LED) étant tres élevée, un test ANA négatif
exclut, de fait, cette maladie (2).

Bien que la présence d'anticorps anti-ADN constitue
toujours une forte présomption de LED (3), un certain
nombre de macromolécules nucléaires (4) et cytoplas-
miques (5-7) ont également été détectées et associées
& d'autres collagénoses (8-10). Etant donné que
certains de ces anticorps semblent avoir une utilisation
diagnostique et/ou pronostique de la sclérodermie
généralisée évolutive (11-12), de la connectivité mixte
(13-15), du syndrome de Sjégren (16-17), de la polymyo-
site (18) et de la polyarthrite rhumatoide (19), le test
ANA est maintenant reconnu comme un outil d'analyse
général de la collagénose (20) .

Les patients atteints d'un LED peuvent produire des an-
ticorps contre plusieurs antigénes nucléaires. Toutefois,
les anticorps anti-Sm (antigene Smith) et anti-ADNn
présentent la plus forte corrélation avec la maladie
(20). Les anticorps anti-Sm présentent une image
mouchetée, tandis que les anticorps anti-ADN natif
présentent généralement une image homogéne. Bien
que de faibles faux d'anticorps anti-ADN natif soient
souvent présents dans le sérum des patients atteints de
polyarthrite rhumatoide, du syndrome de Sjégren, de
sclérodermie généralisée évolutive, de dermatomyo-
site, de lupus érythémateux discoide et de connectivité
mixte (21), des taux élevés d'anticorps anti-ADN natif
sont observés presque exclusivement chez les patients
atteints de LED. Les anticorps anti-ADN natif sont
considérés comme étant impliqués dans la pathoge-
nese des variantes les plus graves du LED lorsqu'ils sont
déposés comme complexes immuns (22). Les anticorps
anti-ADN natif sont observés a titrage élevé et, étant
donné qu'ils sont corrélés & I'activité de la maladie (23),
leur détection est importante dans la prise en charge
des patients souffrant de LED.

Divers tests sont disponibles pour la détection des
anticorps anti-ADN natif. Les méthodes les plus couram-
ment utilisées sont I'immunofluorescence indirecte, le
dosage radio-immunologique, la contre-immunoélec-
trophoréese et I'immunodiffusion (24-27). Le systeme de
test ADN natif d'Immuno Concepts utilise la méthode
d’'immunofluorescence indirecte (IFA). L'anticorps du
sérum qui réagit & I' ADNn est détecté par fluorescence
du kinétoplaste dans I'organisme Crithidia luciliae

(34). C. luciliae est un parasite de la mouche & viande
non pathogéne pour I'homme. Le kinétoplaste de

ces flagellés parasites du sang fait partie de la grosse
mitochondrie dans laquelle I'ADNn hélicoidal est con-
centré (33-34). Dans les micrographies électroniques, le
kinétoplaste apparait comme une structure en forme
de disque, légerement concave contenant des crétes
de mitochondries et une masse d’ADN fibreux (35). Le
kinétoplaste se trouve entre le noyau situé au centre et
le corps basal du flagelle. Etant donné que I'ADN natif
du kinétoplaste ne contient pas de contaminants &
ADN simple brin, les éventuels probléemes de réactions
faussement positives & I' ADN simple brin, qui peuvent
survenir lors du radio-immunodosage de I'ADN de
thymus de veau, sont quasiment éliminés (28-33).

PRINCIPE DU TEST

Le test ADN natif d'Immuno Concepts ufilise la
technique d'immunofluorescence indirecte initiale-
ment décrite par Weller et Coons (34). Les échantil-
lons du patient sont mis & incuber avec le substrat
antigénique afin de permettre la licison spécifique

des auto-anticorps & I'ADN natif du kinétoplaste. En
présence d'anticorps anti-ADN natif, un complexe
antigéne-anticorps stable se forme. Apreés le rincage
destiné a éliminer les anticorps non liés spécifiquement,
le substrat est mis & incuber avec un réactif d'anticorps
anti-humain conjugué & de la fluorescéine. Lorsque

les résultats sont positifs, on observe la formation d'un
complexe tripartite stable composé d'un anticorps

fluorescent lié & I'anticorps anti-ADNn humain, lui-
méme lié a I'antigene ADNn. Ce complexe peut étre
visualisé d I'aide d'un microscope d fluorescence. En
cas de positivité de I'échantillon, le kinétoplaste, et
parfois le noyau, présentent une fluorescence vert
pomme intense dans les organismes Crithidia luciliae. Si
I'échantillon est négatif pour I'ADNn, le kinétoplaste ne
présentera aucune fluorescence.

COMPOSITION DES SYSTEMES (MATERIELS FOURNIS)

Utilisation : Tous les composants sont préts & I'emploi
et ne requiérent ni aliquotage ni reconstitution (sauf
pour le tampon PBS qui doit étre dissous dans une eau
désionisée ou distillée avant utilisation).

Conservation : Tous les composants doivent étre
conservés au réfrigérateur entre 2 et 10 °C. Apres
reconstitution, le tampon PBS doit étre conservé dans
un récipient & bouchon & vis au réfrigérateur entre 2
et10°C.

Stabilité : Tous les composants sont stables pendant 12
mois & partir de la date de fabrication. Ne pas utiliser
les composants au-deld de leur date de péremption.

REACTIFS

Lames de substrat : * Réf. catalogue 3007 (sept puits) ;
3013 (treize puits). Lames de substrat d’ADNn & sept ou
treize puits utilisant des Crithidia luciliae stabilisées di-
rectement sur les puits du test. Le concept unique de la
lame recouverte de téflon (Moat) évite toute contami-
nation croisée entre les puits pendant le test. Les lames
comprennent des puits de contréle (positif, négatif et
PBS) pour faciliter I'interprétation des résultats.

Controle positif : Réf. catalogue 3021. Flacon compte-
gouttes prét a I'emploi contenant 1,0 ml de sérum de
contréle humain positif riche en anticorps spécifiques
aux antigenes ADNn. On observe une image fluores-
cente positive brillante sur le kinétoplaste du sérum sur
le substrat Crithidia luciliae d'lmmuno Concepts. Ce
réactif contient 0,1 % d'azide de sodium (conservateur).

Sérum de contrdle titrable : Réf. catalogue 3026. Flacon
prét & I'emploi contenant 1,0 ml de sérum de controle
humain positif, qui doit étre traité comme un échantil-
lon patient pur (non dilué). Ce réactif contient 0,1 %
d'azide de sodium (conservateur). Voir I'étiquette du
flacon pour connaitre le titre.

Sérum de contréle négatif : Réf. catalogue 3031.
Flacon compte-gouttes prét a I'emploi contenant 1,0
ml de sérum de contréle humain négatif. Le sérum

de contréle négatif ne présente pas de fluorescence
spécifique du kinétoplaste sur le substrat Crithidia
luciliae d'lmmuno Concepts. Ce réactif contient 0,1 %
d'azide de sodium (conservateur).

Réactif immunofluorescent : Réf. catalogue 3009

(9,0 ml), 3075 (23 ml). Globuline de chévre anti-lgG
humaine (chaines lourdes et Iégeres) conjuguée a de
I'isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Les kits de test
complets comprennent des flacons compte-gouttes de
précision préts a I'emploi. Chaque flacon contient 9,0
ml de réactif, soit la quantité suffisante pour 10 lames.
Ce réactif contient 0,1 % d'azide de sodium (conser-
vateur).

* Cette lame est protégée par un ou plusieurs des
brevets suivants déposés aux Etats-Unis et & I'étranger :
4387972, D-274261, D-273261, brevet canadien 1171302
ef autres brevets en attente.

REACTIFS NEGATIFS

Poudre tampon PBS : Réf. catalogue 1011. Solution
saline en poudre tamponnée au phosphate (0,01 M,
pH 7.4 +0,2). Chaque sachet contient une quantité
suffisante de poudre tampon pour préparer 1 litre de
solution. Chaque kit de test complet contient un sachet
de poudre tampon pour cing lames.

Préparation : Dissoudre un sachet de poudre tampon
dans 1 litre d'eau désionisée ou distilliée, couvrir puis
conserver au réfrigérateur entre 2 et 10 °C pendant
quatre semaines maximum ou jusqu’'d ce que des
signes de contamination ou de modifications visibles
apparaissent.

Milieu de montage semi-permanent : Réf. catalogue
1111. Flacon compte-gouttes prét & I'emploi contenant
5,0 ml de milieu de montage a base de glycérol, pH
9,1+0,2. Ce réactif contient 0,1 % d'azide de sodium
(conservateur).



Lamelles couvre-objet : Référence catalogue 1041.
Chaque paquet contient 10 lamelles couvre-objet en
verre n°1 de 24 x 60 mm.

MATERIEL SUPPLEMENTAIRE REQUIS (MAIS NON
FOURNI)

Pipettes volumétriques permettant de prélever 20 &
25 l

Jarres Coplin ou cuves a coloration

Pissette en plastique ou pipettes Pasteur

Pipettes sérologiques

Eau désionisée ou distillée

Tubes a essai pour préparer les dilutions de sérum

Papier absorbant ou serviettes en papier

Gants en latex jetables

Récipients & bouchon & vis d'un litre (pour tampon
PBS)

Chronometre de laboratoire

Microscope & fluorescence équipé d'un filtre
d'excitation de 495 nm et d'un filtre d'émission
de 515 nm.

PRECAUTIONS

1. Tous les matériels d'origine humaine utilisés dans
la préparation des contréles pour ce produit ont
été testés et se sont révélés négatifs (non-réac-
tivité répétée) vis-a-vis des anticorps des virus de
I'immunodéficience humaine 1 et 2 (VIH 1 et 2),
de I'anticorps du virus de I'hépatite C (HCV) et
de I'antigéne de surface de I'hépatite B (HBSAQ),
selon les méthodes approuvées par la FDA. Aucune
méthode de test ne peut assurer totalement
I'absence de VIH-1, VIH-2, virus de I'hépatite C,
virus de I'hépatite C ou d'autres agents infec-
tieux. Par conséquent, tous les sérums de contréle
doivent étre manipulés de la méme maniere que
des matériels considérés comme potentiellement
infectieux.

2. Tous les échantillons de patient doivent étre ma-
nipulés conformément aux recommandations du
niveau de biosécurité 2 comme pour tout échantil-
lon de sérum ou de sang humain potentiellement
infectieux, telles qu'indiquées dans le manuel du
Centers for Disease Control/National Institutes of
Health : Biosafety in Microbiological and Biomedi-
cal Laboratories, 1984 Edition.

3. Ladilution des composants ou I'utilisation de com-
posants autres que ceux fournis dans ce kit peut
donner lieu & des résultats incohérents.

4. L'azide de sodium (0,1 %) est utilisé comme
conservateur. Il est possible que I'azide de sodium
réagisse au contact des canalisations en plomb
ou en cuivre et forme des sels d'azides métalliques
explosifs. Lors de I'élimination des réactifs, rincer
abondamment les canalisations avec de I'eau afin
d'éviter toute accumulation de résidus. L'azide de
sodium est un poison et peut étre toxique en cas
d'ingestion.

5. Ce kit est destiné a une utilisation diagnostique in
vitro.

6. En cas d'utilisation de sérums hémolysés ou
lipémiques, il est conseillé de procéder & une
inactivation de 30 minutes & 56 °C pour obtenir
des résultats optimums. Ne pas utiliser les sérums
contaminés d'un point de vue microbien.

7. Le sérum de controle titrable est destiné & étre
utilisé pour surveiller la reproductibilité inter-lot
et inter-analyse. Il n"est pas destiné & mesurer la
sensibilité ou la spécificité globale du dosage.

8. Ne pas fumer, manger ni boire dans les zones ou
des échantillons ou des réactifs du kit sont manip-
ulés.

9. Eviter toute éclaboussure ou pulvérisation
d'aérosols & tout moment.

10. Les durées et températures d'incubation autres
que celles spécifiées peuvent donner des résultats
erronés.

11. La contamination croisée des réactifs ou des
échantillons peut donner de faux résultats.

12. Avant utilisation, la verrerie réutilisable doit étre
lavée et rincée soigneusement afin d'éliminer tout
détergent. Toute la verrerie doit étre propre et
séche avant utilisation.

13. Avant utilisation, porter les réactifs, lames et échan-
tilons & température ambiante (18-24 °C).

14. Porter des gants en latex jetables pour manipuler
les échantillons et réactifs puis se laver soigneuse-
ment les mains par la suite.

15. La contamination microbienne des réactifs ou des
échantillons peut donner de faux résultats.

16. Ne pas pipeter avec la bouche et éviter tout
confact de la peau et des muqueuses avec les
réactifs et les échantillons. En cas de contact, laver
abondamment avec un savon germicide et de

I'eau.

PRELEVEMENT D’ECHANTILLONS

Préléevement : Le sérum est I'échantillon préférentiel.
Environ 5 ml de sang entier doivent étre prélevés de
maniére aseptique par ponction veineuse a I'aide d'un
tube & prélévement sous vide stérile ou tout autre sys-
teme de prélevement adapté. Laisser le sang coaguler
& température ambiante (18-24 °C). Le sérum doit étre
séparé du caillot par centrifugation aussi rapidement
que possible, de facon a limiter I'hémolyse.

Substances interférentes : Les sérums présentant un
degré élevé d’hémolyse, d'ictére, de lipémie ou de
prolifération microbienne doivent étre écartés car ces
anomalies peuvent engendrer des résultats aberrants.
Les échantillons contenant des particules visibles doi-
vent étre clarifiés par centrifugation avant de procéder
au fest.

Conservation : Les sérums peuvent étre conservés entre
2 et 10 °C pendant une semaine maximum. Si le test est
reporté, ils doivent étre congelés & -20 °C minimum. Le
sérum ne doit pas étre conservé dans un réfrigérateur
ou un congélateur & dégivrage automatique.

ATTENTION : Les congélations et décongélations succes-
sives des échantillons de patient peuvent induire des
résultats faussement positifs ou faussement négatifs.

INTERPRETATION DES RESULTATS

L'interprétation des résultats dépend de I'identification
des diverses caractéristiques morphologiques de
Crithidia luciliae.

Organites

Cytoplasmiques Kinétoplaste

Le revétement extérieur de la plupart des protozoaires
est une pellicule composée de lipoprotéines. Dans la
pellicule se trouve la membrane plasmique. La mem-
brane plasmique renferme le cytoplasme consistant
en a) une couche ectoplasmique externe contenant
le corps basal et le flagelle et b) I'endoplasme, un
cytoplasme interne trés fluide contenant le noyau, le
kinétoplaste et les autres organites.

La pellicule, la membrane plasmique, le corps basal
et le lagelle sont généralement considérés comme
des éléments permanents de I'organisme, dont
I'emplacement varie peu d'une cellule & I'autre. Bien
que le kinétoplaste se situe généralement plus prés
du corps basal que du noyau, I'emplacement exact
de cet organite peut varier d'une cellule a I'autre en
raison de la fluidité de I'endoplasme.

Afin de clairement différencier le kinétoplaste du
noyau, examiner le puits du contréle positif. Le kiné-
toplaste sera toujours plus prés du flagelle (illustration
ci-dessus). Le puits du contréle négatif ne présente
aucune fluorescence du kinétoplaste, confrairement &
celui du contréle positif.

NE LIRE QUE LES ORGANISMES SIMPLES BIEN DEFINIS
DANS CHAQUE CHAMP. LA MORPHOLOGIE PEUT VARIER
D'UN ORGANISME A L' AUTRE EN RAISON DE LA FIXATION
PENDANT LA PHASE EXPONENTIELLE DE CROISSANCE.

CONTROLE DE QUALITE

Les controles positif, négatif et PBS doivent étre ef-
fectués dans les puits dédiés au contréle qualité sur
chaque lame. Le contrle positif doit présenter une
fluorescence vert pomme intense dans le kinétoplaste
des Crithidia luciliae, avec ou sans coloration du noyau.
Le contréle négatif ne présente aucune fluorescence
du kinétoplaste. Le contréle PBS est utilisé pour observer
la fluorescence non spécifique par le réactif anticorps
et ne doit présenter aucune fluorescence verte. Si les
contréles n'apparaissent pas tel que décrit, le test n'est
pas valable et doit étre recommencé.

CONTROLE TITRABLE OPTIONNEL

Lors de la lecture des titres, de nombreux laboratoires
commencent par lire le puits qui contient I'échantillon
le plus dilué puis poursuivent « & rebours » jusqu’a la dilu-
tion 1:10. Le premier puits dans lequel une fluorescence
du kinétoplaste clairement perceptible est visible est

le résultat du titrage. Nous recommandons cette tech-



nique pour la détermination des résultats du titrage.

Le titre moyen et la plage de titrage (+ une dilution de
part et d'autre de la moyenne) déterminés pour ce
numéro de lot ont été établis dans notre laboratoire

et sont communiqués & titre indicatif. Ce controle est
fourni pour permettre & chaque laboratoire d'évaluer
la reproductibilité (précision) de son test ADNn. Etant
donné que ce contréle n'est pas destiné a étre unin-
dicateur de la précision du titrage, chaque laboratoire
doit établir sa propre référence de titrage moyen pour
cet échantillon et utiliser cette information pour évaluer
la reproductibilité inter-analyse (précision).

Par de multiples dosages de ce controle titrable réalisés
A I'aide du systéme de test ADNn fluorescent d'lImmuno
Concepts, une valeur de titre moyen a été établie pour
chaque numéro de lot. Le numéro de lot, le titre moyen
et la plage de fitrage (+ une double dilution de part et
d'autre de la moyenne) sont indiqués sur I'étiquette du
flacon et doivent étre utilisés & titre indicatif.

Les valeurs obtenues dans notre laboratoire peuvent
différer de vos propres valeurs. De nombreux facteurs
peuvent affecter vos résultats, notamment les éléments
suivants :

1. Type de source lumineuse ufilisé. Les sources de
lumiére au mercure généreront une plus grande
énergie d'excitation & 495 nm que le quartz/
I'halogéne. Les sources de lumiére au mercure
50 watts, 100 watts et 200 watts différent peu en
matiére d'énergie d'excitation & 495 nm. Les sourc-
es de lumiére au quartz/a I'nalogéne 100 watts
produiront une plus grande énergie d'excitation a
495 nm que le quartz/I'halogene 50 watts.

2. Etat et &ge de la source lumineuse. Cela est
particulierement vrai pour les sources de lumiére au
mercure qui affichent généralement une réduction
progressive de I'énergie d'excitation & 495 nm
avant de griller. Cette réduction progressive peut
entrainer une perte de sensibilité significative au fil
des semaines. Ce probleme peut étre résolu par la
tenue d'un journal. Pour de meilleurs résultats, rem-
placer les ampoules au mercure de 50 watts toutes
les 100 heures et les ampoules au mercure de 100
ou 200 watts toutes les 200 heures. Les sources de
lumiére au quartz/halogéne n'affichent générale-
ment pas de réduction progressive de I'énergie
d’excitation avant de griller.

3. Type de filtre d'excitation utilisé. Les filtres
d'excitation interférentiels offrent une plus grande
sensibilité sur une longueur d'onde beaucoup plus
étroite que les filtres d'excitation absorbants. Se re-
porter au manuel du microscope & fluorescence ou
contacter le représentant pour plus d'informations.

4. Alignement correct de I'axe optique du micro-
scope. Pour les instructions, se reporter au manuel
du microscope d fluorescence.

5. Ouverture numérique de I'objectif. Grace d la
lumiére incidente (Epi), la fluorescence augmente
de maniére exponentielle & mesure que I'ouverture
numérique (ON) de I'objectif augmente. Cela peut
conduire un objectif 40X avec une ON de 0,65 a lire
une ou plusieurs dilutions inférieures & un objectif
40X avec une ON de 0,85. L'ouverture numérique
est indiquée sur le coté de I'objectif.

6. Filtres de suppression. Les filtres de suppression
réduisent les longueurs d'onde d'excitation
spécifiques et peuvent étre utilisés pour réduire la
sensibilité. Se reporter au manuel du microscope
a fluorescence ou contacter le représentant pour
plus d'informations.

7. Précision et exactitude de la technique de dilution,
de I'équipement et de la réalisation des procé-
dures de fest.

INTERPRETATION DES RESULTATS DU PATIENT
Un grossissement total de 400X est recommandé pour la
visualisation des Crithidia.

Négatifs : Un sérum est considéré comme négatif aux
anticorps anti-ADN natif lorsque la fluorescence du
kinétoplaste est inférieure ou égale & celle observée
pour le puits du contréle négatif. Une fluorescence nu-
cléaire, sans coloration du kinétoplaste, est également
considérée comme négative aux anticorps anti-ADN
natif.

Positifs : Un échantillon de sérum est considéré comme
positif si le kinétoplaste présente une fluorescence
clairement visible, supérieure a celle du puits du con-
tréle négatif.

Titres : Lors de la lecture des titres, de nombreux
laboratoires commencent par lire le puits qui contient

I'échantillon le plus dilué puis poursuivent « & rebours »
jusqu’a la dilution 1:10. Le premier puits dans lequel une
fluorescence du kinétoplaste clairement perceptible
est visible est le résultat du titrage. Nous recommandons
cette technique pour la détermination des résultats du
fitrage.

INTENSITE DE LA FLUORESCENCE

L'intensité fluorescente peut étre semi-quantifiée a
I'aide des directives établies par le Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), Atlanta (Georgie) pour
les réactifs immunofluorescents.

4+ Jaune-vert infense (fluorescence maximale)
3+ Fluorescence jaune-vert moins intense

2+ Image cellulaire nette mais faible fluorescence
1+ Fluorescence frés voilée

Une lame standard pour la détermination de ces
intensités fluorescentes, FITC QC Slide™, référence
catalogue 1900, est disponible aupres d'lmmuno
Concepts N.A., Ltd.

COMMUNICATION DES RESULTATS

Test : Les résultats doivent étre notés positifs ou négatifs
& la dilution 1:10.

Titrage : Les résultats doivent étre communiqués com-
me la derniére des dilutions successives dans laquelle
une coloration du kinétoplaste est clairement visible.
Les résultats présentant une forte réaction d la dilution
1:640 doivent étre notés supérieurs a 1:640.

CARACTERISTIQUES DE FLUORESCENCE
Kinétoplaste : Fluorescence lisse ou périphérique du
kinétoplaste située pres de la région flagellaire de
I'organisme.

Résultat : Positif aux anticorps anti-ADNn.

Antigénes : ADN natif.

Associations cliniques : Les titres élevés suggeérent un
LED (20) ou, en cas de LED précédemment diagnos-
tiqué, une maladie récurrente ou une absence de
réaction au traitement (21-23).

Noyau : Fluorescence lisse, périphérique ou mouchetée
du noyau.

Résultat : Négatif aux anticorps anti-ADNn.
Antfigénes : Anfigénes associés au noyau (21-23).
Associations cliniques : La collagénose non spéci-
fique peut étre indiquée par une fluorescence
nucléaire positive.

REMARQUE : Les résultats ANA positifs sur HEp-2 ou
autres substrats ne donnent généralement pas

la fluorescence nucléaire correspondante sur C.
luciliae, par exemple un aspect ANA moucheté sur
HEp-2 ne présente pas de fluorescence mouchetée
sur C. lucilice.

Corps basaux : Fluorescence lisse des deux spheres
situées au point de fixation du corps de I'organisme au
flagelle dans I'ectoplasme.

Synonymes : Pieds basaux.

Résultat : Négatif aux anticorps anti-ADNN.
Antigénes : Anfigénes associés au corps basal.
Associations cliniques : Enregistrées chez les patients
souffrant de LED ne présentant pas de fluorescence
du kinétoplaste ou du noyau (37).

Flagelle : Fluorescence du flagelle de I'organisme.

Synonymes : Région de la queue de I'organisme.
Résultat : Négatif aux anticorps anti-ADNn.
Antfigeénes : Anfigénes associés aux flagelles inconus.
Associations cliniques : Inconnues.

LIMITES DU TEST

1.

Le diagnostic ne peut pas étre réalisé sur la base
de la détection des anticorps anti-ADN natif seuls.
Le médecin doit interpréter ces résultats au regard
des antécédents et des symptémes du patient, des
observations physiques et d'autres procédures de
diagnostic.

Le traitement ne doit pas débuter sur la seule base
d'un test positif aux anticorps anti-ADN natif. Les
indications cliniques, les autres analyses de labora-
toire et le diagnostic clinique du médecin doivent
étre pris en compte avant de commencer tout
traitement.

Certains médicaments (procainamide, hydrala-
zine...) peuvent provoquer des pathologies simi-
laires au lupus érythémateux. Les patients souffrant
de lupus érythémateux induit par des médicaments
peuvent présenter des ANA positifs généralement
dirigés contre les histones nucléaires, bien que

des anticorps anti-ADN natif aient également été



observés (38-39).

4. Bien qu'un ADN natif & titrage élevé fasse indé-
niablement penser & un LED, il ne doit pas étre
considéré comme un élément diagnostique mais
plutdét comme faisant partie des antécédents
cliniques d'un patient. Des titres faibles d'anticorps
anti-ADN natif sont souvent présents dans les sérums
des patients atteints de polyarthrite rhumatoide, du
syndrome de Sjégren, de sclérodermie généralisée
évolutive, de dermatomyosite, de lupus érythéma-
teux discoide et de connectivité mixte (21).

5. Enraison des nombreuses options disponibles sur
les microscopes d fluorescence, il est recommandé
que les sources de lumiere, les filtres et les optiques
soient normalisés lors de la comparaison des titres
de patients entre plusieurs laboratoires.

6. Les patients sous traitement stéroidien peuvent
présenter des résultats négatifs aux anticorps anti-
ADN natif (40).

VALEURS ESCOMPTEES

La valeur escomptée dans la population saine est
négative a une dilution de test de 1:10. Certains
médicaments, tels I'nydralazine, peuvent induire une
production d'anticorps anti-ADN natif (38-39).

PERFORMANCES

Le systeme de test ADN natif d'lmmuno Concepts a été
comparé & deux autres tests d'immunofluorescence
disponibles surle marché (41). L'étude a porté sur 103
échantillons de sérum provenant de sujets sains ainsi
que de patients atteints notamment de lupus érythé-
mateux disséminé (LED), de connectivité mixte (MCTD),
d'une variante Raynaud-sclérodermie généralisée
évolutive-CREST (PSS-CREST), de polyarthrite rhuma-
toide, d'arthrite rhumatoide juvénile et d'autres col-
lagénoses. Les sérums ont été testés aux dilutions de test
recommandées pour chaque fabricant. Les résultats de
I'étude sont résumés dans le tableau 1.

TABLEAU 1
Nombre Immuno Fabricant Fabricant

de Concepts A B

Diagnostiaue patients Po.sitif Po.sitif Po.sitif
g q 1:10 1:10 1:10

LED 30 13 13 11
MCTD / chevauchement o o o
Raynaud PSS-CREST 17 o o o
Polyarthrite rhumatoide o o o
Arthrite rhrumatoide juvénile o o o
Autres collagénoses =] o o o
Sujets hospitalisés 11 1 1 1
Sujets sains 24 o o o

Les sujets hospitalisés positifs & tous les tests ADN natif sur Crithidia luciliae présentaient un syndrome rénal auto-im-
mun qui ne permet pas de poser le diagnostic de LED.



PROCEDURE DE TEST ADN natif
FLUORESCENT

RECONSTITUTION DU TAMPON (PBS)
Dissoudre le contenu d'un sachet de
tampon dans un litre d'eau désionisée
ou distillée. Le tampon peut étre couvert
et conservé a 2-10 °C pendant quatre
semaines.

DILUTION DES ECHANTILLONS DES PATIENTS
Test : Diluer les échantillons & 1:10 en ajout-
ant 0,1 ml (100 pl) de sérum & 0,9 ml de PBS
reconstitué.Titrage semi-quantitatif : Pour
procéder a des doubles dilutions succes-
sives des échantillons & analyser (ex. : 1:20,
1:40, 1:80...1:640), retirer 0,5 ml de la dilution
& 1:10 et la mélanger & 0,5 ml de PBS pour
obtenir une dilution & 1:20 puis poursuivre
de la méme maniére.

DILUTION DU CONTROLE TITRABLE OPTION- 9.
NEL

Traiter le controle titrable optionnel comme

un échantillon de patient non dilué. Diluer

le controle & 1:10 en ajoutant 0,1 ml (100

ul) de sérum de contréle & 0,9 ml de PBS
reconstitué. Procéder aux doubles dilutions
successives du contrdle titfrable comme

décrit ci-dessus.

PREPARATION DES LAMES DE SUBSTRAT (20-

25 pl/puits) 10.

Sortir les lames des sachets et placer les
sérums de controle sur les puits de controle
comme suit : rretourner le flacon compte-
gouttes du contrdle et le presser légére-
ment jusqu'd ce qu'une goutte apparaisse

a I'extrémité de I'embout. Mettre soigneu- 11,

sement la goutte en contact avec le puits
de contréle approprié en évitant tout
contact direct de I'embout du compte-
gouttes avec la surface de la lame. Placer
le contréle positif sur le puits marqué « +»,
le contréle négatif sur le puits marqué « - »
et une goutte de fampon PBS sur le puitfs
marqué « PBS ». Ajouter 1 goutte (20-25

ul) d'échantillon du patient dans les puits
numérotés.

ATTENTION : LE CONTACT DIRECT DE 12.

L'EMBOUT DU COMPTE-GOUTTES AVEC
LA SURFACE DE LA LAME PEUT ALTERER LE
SUBSTRAT ANTIGENIQUE.

INCUBATION DES LAMES (30 minutes £5
minutes a température ambiante, soit

18-24 °C)

Placer les lames dans une chambre humide
couverte (une boite de Pétri avec des ser-
viettes en papier humidifiées conviendra).
Mettre & incuber, couvercle fermé, pen-
dant 30 minutes (£5 minutes) & température
ambiante (18-24 °C).

RINCAGE EN TAMPON PBS

Sortir les lames du plateau de I'incubateur
et les rincer rapidement avec le fampon
PBS & I'aide d'un flacon gicleur ou d'une
pipette Pasteur ou sérologique. Ne pas as-
perger le tampon directement sur les puits.
REMARQUE : Afin d'éviter toute contamina-
tion croisée sur les lames & 13 puits, diriger
le jet du fampon PBS le long de la ligne
médiane de la lame, en I'inclinant d'abord
vers les puits 1 & 5 puis vers les puits 6 & 10.

LAVAGE EN TAMPON PBS (10 minutes)
Laver la ou les lames pendant 10 minutes
avec du PBS dans une cuve a coloration
ou une jarre Coplin. Il est recommandé
d'agiter Iégérement la cuve au moment
de I'immersion et du retrait de la lame ainsi
qu'd mi-parcours. Ce lavage peut étre pro-
longé de 10 & 30 minutes sans que les ré-
sultats des tests finaux n'en soient affectés.
Jeter la solution de lavage PBS apres utilisa-
tion. Pour obtenir des résultats optimums,
changer le tampon PBS & mi-parcours et
utiliser un agitateur magnétique.

REACTIF IMMUNOFLUORESCENT (couvrir les
puits avec 10 & 12 gouttes)

Retirer les lames une & une du tampon PBS
et lesimmerger 3 & 5 fois dans de I'eau
désionisée ou distillée. Tapoter la tranche

de la lame sur du papier absorbant ou des
10

serviettes en papier pour éliminer I'excées
d'eau. Remettre immédiatement la lame
dans la chambre d'incubation et recouvrir
complétement les puits de réactif immu-
nofluorescent. Commencer par placer une
goutte sur chaque puits. Recommencer
I'opération pour chaque lame. Le réactif
immunofluorescent a été titré de facon &
compenser I'eau désionisée ou distillée rési-
duelle restant sur la lame apres le rincage.
REMARQUE : Il est important que les puits
de la lame ne se desséchent pas pendant
cette procédure sous peine d'altérer

le substrat. NE PAS SECHER LA LAME OU
OUBLIER DE LA RECOUVRIR DE REACTIF IM-
MUNOFLUORESCENT PENDANT PLUS DE 15
SECONDES.

INCUBATION DES LAMES (30 minutes £5
minutes a température ambiante, soit
18-24 °C)

Placer le couvercle sur la chambre
d'incubation puis, sila chambre n'est

pas opaque, la couvrir d'une serviette en
papier pour I'abriter de la lumiére. Laisser
la ou les lames incuber pendant 30 minutes
(£5 minutes) & température ambiante
(18-24°C).

RINGCAGE EN TAMPON PBS

Sortir les lames du plateau d'incubation et
les rincer rapidement avec du PBS. Ne pas
asperger le tampon directement sur les
puits.

LAVAGE EN TAMPON PBS (10 minutes)
Laver les lames pendant 10 minutes avec
du PBS dans une cuve a coloration ou une
jarre Coplin. Il est recommandé d'agiter
légérement la cuve au moment de
I'immersion et du refrait de la lame ainsi
qu'd mi-parcours. Ce lavage peut étre
prolongé de 10 & 30 minutes sans que les
résultats des tests finaux n'en soient
affectés.

MONTAGE DE LA LAMELLE COUVRE-OBJET
Retirer les lames une & une du tampon PBS
et lesimmerger 3 & 5 fois dans de I'eau
désionisée ou distillée. Tapoter la tranche
de la lame sur du papier absorbant ou des
serviettes en papier pour éliminer I'excés
d'eau.

NE PAS SECHER LA LAME OU OUBLIER DE

LA RECOUVRIR DE LA LAMELLE COUVRE-
OBJET PENDANT PLUS DE 15 SECONDES.
Ajouter 4 & 5 gouttes de milieu de montage
semi-permanent sur la ligne médiane de
chaque lame. Mettre soigneusement la
lamelle couvre-objet en place en évitant
la formation de bulles d'air ; pour cela,
abaisser doucement la lamelle d'un co6té
de la lame vers I'autre.

REMARQUE : Un exces de milieu de
montage sur la lame peut entrainer une
forte fluorescence de fond en raison

de I'accumulation de lumiére ou étre &
I'origine d'un manque de résolution des
cellules (image floue). Afin d'éliminer
I'exces de milieu de montage sur la lame,
essuyer soigneusement la lamelle couvre-
objet avec du papier absorbant ou un net-
toyant optique tout en évitant de déplacer
la lamelle.

POUR L'Assistance technique : +1 916-363-2649
ou messagerie électronique :
techservice@immunoconcepts.com



SISTEMA DI ANALISI IN FLUORESCENZA
DEGLI nDNA

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

USO PREVISTO: analisi in fluorescenza indiretta degli
anticorpi per la determinazione semiquantitativa degli
anticorpi anti-nDNA nel siero umano. Il sistema di analisi
deve essere utilizzato come ausilio nella diagnosi del
lupus eritematoso sistemico.

RIEPILOGO E INFORMAZIONI DI BASE

Anticorpo antinucleare (ANA) € un termine generico
usato per descrivere gli anticorpi contro varie nucleo-
proteine cellulari. | primi studi su questi anticorpi, con
I'uso di tecniche di immunofluorescenza, rivelarono
alcune specificitd proteiche nucleari selezionate. (1)
A causa dell’alta correlazione dell’ ANA positivo con il
lupus eritematoso sistemico (SLE), un ANA negativo fu
principalmente escluso dalla patologia.(2)

Sebbene anticorpi specifici del DNA continuino a
dimostrare un'elevata correlazione della patologia con
SLE,(3) & stato scoperto un certo numero di macromo-
lecole nucleari (4) e citoplasmatiche(5-7) associate

ad altre patologie del tessuto connettivo.(8-10) Poiché
alcuni di questi anticorpi sembrano avere un significato
diagnostico e/o prognostico nella sclerosi sistemica
progressiva, (11-12) nella malattia mista del tessuto con-
nettivo (13-15), nella sindrome di Sjégren, (16-17) nella
polimiosite(18) e/o nell’arfrite reumatoide, (19) il test
ANA & ora riconosciuto come uno strumento di screen-
ing generale per la malattia del tessuto connettivo.(20)

| pazienti con SLE possono produrre anticorpi contro
una serie di antigeni nucleari, tuttavia quelli diretti
contro I'Sm (antigene Smith) e I'nDNA mostrano la piu
alta correlazione con la patologia.(20) Gli anticorpi
diretti contro Sm mostrano un pattern della colorazione
a chiazze mentre quelli diretti confro nDNA in genere
mostrano un pattern omogeneo della colorazione ANA.
Sebbene possano essere presenti bassi livelli di anticorpi
nDNA nel siero di pazienti con artrite reumatoide,
sindrome di Sjégren, sclerosi sistemica progressiva,
dermatomiositi, lupus eritematoso discoide e malattia
mista del tessuto connettivo,(21) alfi livelli di anticorpi
nDNA sono osservabili quasi esclusivamente nell’SLE.
Siritiene che gli anticorpi contro nDNA siano coinvolfi
nella patogenesi della maggior parte delle varianti
dell'SLE quando depositati come immunocomplessi.(22)
Gli anticorpi anti-nDNA si presentano in titolo alto e, poi-
ché si collegano all'attivita della patologia, (23) il loro
rlevamento & importante nel trattamento di pazienti
affetti da SLE.

Sono disponibili parecchi saggi per il rlevamento degli
anticorpi anti-nDNA. | metodi pit comunemente usati
comprendono l'immunofluorescenza indiretta, I'analisi
radioimmunologica, la confroimmunoelettroforesi e
I'analisi mediante immunodiffusione.(24-27) Il sistema

di analisi nDNA della Immuno Concepts € un metodo
diimmunofluorescenza indiretta (IFA). L'anticorpo del
siero, reattivo al nDNA, viene rilevato attraverso la
colorazione del cinetoplasto all'interno dell’organismo
Crithidia lucilice.(34) La C. luciliae & un parassita

della mosca carnaria e non & patogena per gli esseri
umani. Il cinetoplasto di questi emoflagellati fa parte
del grande mitocondrio in cui € concentrato I'nDNA

a forma di elica.(33-34) Alla micrografia elettronica,

il cinetoplasto appare come una struttura a forma di
disco, leggermente concava contenente la cresta mi-
tocondriale ed una massa di DNA fibroso.(35) Il cineto-
plasto si trova tra il nucleo situato al centro e il corpo
basale del lagello. Poiché I'nDNA del cinetoplasto non
contiene alcun DNA a flamento singolo (ssDNA), sono
virtualmente eliminati contaminanti, potenziali problemi
direazioni falsamente positive del ssDNA che possono
presentarsi con I'analisi radioimmunologica del DNA del
timo dei bovini.(28-33)

PRINCIPIO DEL TEST

Il sistema di analisi NDNA della IC utilizza il metodo
dell'immunofluorescenza indiretta, descritto per la
prima volta da Weller e Coons.(36) | campioni del
paziente sono incubati con substrato antigene per con-
sentire lo specifico legame degli autoanticorpi all’nDNA
del cinetoplasto. Se sono presenti anticorpi anti-nDNA,
si forma un complesso stabile antigene-anticorpo.
Dopo il lavaggio per rimuovere anticorpi non specifici,

il substrato viene incubato con un reagente anticorpo
anti-umano coniugato con fluoresceina. Quando i risul-
tati sono positivi, avviene la formazione di un complesso
stabile in tre parti composto dall'anticorpo fluorescente
legato all’anticorpo anti-nDNA umano che € legato
all'antigene nDNA. Tale complesso pud essere visualiz-
zato con I'ausilio di un microscopio a fluorescenza. Nei

campioni positivi, il cinetoplasto o il cinetoplasto e il
nucleo mostreranno una brillante fluorescenza verde
mela all'interno degli organismi della Crithidia luciliae.
Se il campione & negativo per nDNA, il cinetoplasto
non mostrerd alcuna fluorescenza.

COMPONENTI DEL SISTEMA (MATERIALI FORNITI)
Uso: tutti i componenti sono pronti per I'uso senza che
siano necessarie la suddivisione in aliquote o la ricosti-
tuzione (franne il tampone PBS che deve essere sciolto
in acqua deionizzata o distillata prima dell'uso).

Conservazione: futtii componenti possono essere
conservati alla temperatura di 2-10°C. Dopo la rico-
stituzione, il tampone PBS deve essere conservato in
contenitori con tappo a vite alla temperatura di 2-10°C.

Stabilita: tutti i componenti restano stabili per almeno 12
mesi dalla data di produzione. Non usare alcun compo-
nente oltre la data di scadenza.

REAGENTI REATTIVI

Vetrini del substrato: * numero di catalogo 3007 (con
sefte pozzetti); 3013 (con tredici pozzetti). Vetrini per
substrato NDNA con sette o tredici pozzetti che usano
Crithidia luciliae stabilizzati direttamente sui pozzetti di
analisi. L'esclusivo design a fossa del vetrino minimizza
la contaminazione incrociata dei pozzetti durante
I'analisi. | vetrini comprendono dei pozzetti di controllo
positivo, negativo e PBS per favorire I'esatta interpre-
tazione dei risultati.

Controllo positivo: numero di catalogo 3021.

Fiala contagocce pronta per I'uso contenente 1,0 ml di
siero di controllo umano positivo con anticorpi specifici
per antigeni nDNA. Questo siero dimostra una reazione
positiva a colorazione brillante sul cinetoplasto del
substrato Crithidia luciliae della IC. Questo reagente
contiene sodio azide allo 0,1% come conservante.

Siero di controllo titolabile: numero di catalogo 3026.
Fiala pronta per I'uso contenente 1,0 ml di siero di con-
trollo umano positivo da trattare come campione del
paziente, non diluito. Questo reagente contiene sodio
azide allo 0,1% come conservante. Vedere I'etfichetta
della fiala per il valore del titolo.

Siero di controllo negativo: numero di catalogo 3031.
Fiala contagocce pronta per I'uso contenente 1,0 ml
di siero di controllo umano negativo. Il siero di controllo
negativo non mostrerd alcuna specifica colorazione
del cinetoplasto sul substrato Crithidia della IC. Questo
reagente contiene sodio azide allo 0,1% come conser-
vante.

Reagente anticorpo fluorescente: numero di catalogo
3009 (9,0 ml), 3075 (23 ml). Anti-lgG umane di capra
(catene pesanti e leggere) coniugate con FITC (fluo-
rescein isothiocyanate, fluoresceina isotiocianato). |l
reagente € pronto all'uso e si presenta in flaconi con-
tagocce di precisione con 9,0 ml per ogni 10 vetriniin
kit di analisi completi. Questo reagente contiene sodio
azide allo 0,1% come conservante.

* Questo vetrino é protetto da uno o piu dei seguenti
brevetti statunitensi e stranieri: 4387972; D-274261; D-
273261; brevetto canadese 1171302 ed altri brevettiin
corso di registrazione.

REAGENTI NON REATTIVI

Tampone impregnato di polvere PBS: numero di
catalogo 1011. Polvere salina tamponata al fosfato
(0,01 M, pH 7,4 £0,2). Ciascuna busta contiene polvere
tamponata sufficiente a fare 1 litro. (Nei kit di analisi
completi, viene fornita una busta di polvere tamponata
per cinque vetrini).

Preparazione: sciogliere una bustina di polvere tam-
ponatain un (1) litro di acqua deionizzata o distillata,
coprire e conservare in frigorifero ad una temperatura
di 2-10°C per massimo quattro settimane o fino a che
non compaiono segni di contaminazione o altri cam-
biamenti visibili.

Mezzo di fissaggio semipermanente: numero di catalo-
go 1111. Fiala confagocce pronta per I'uso contenente
5,0 ml di mezzo di fissaggio a base di glicerolo, pH 9,1
+0,2. Questo reagente contiene sodio azide allo 0,1%
come conservante.

Vetrini coprioggetto: numero di catalogo 1041.
Ciascuna confezione contiene dieci vetrini copriogget-
to24x 60 mmN. 1.



ALTRI MATERIALI NECESSARI (MA NON FORNITI)

Pipette volumetriche per I'erogazione di volumi da

20-25 pl.

Vaschette Coplin o capsule di colorazione.
Flacone morbido o pipette di Pasteur.

Pipette sierologiche.

Acqua deionizzata o distillata.

Provette per preparare le diluizioni dei sieri.

Carta bibula o assorbente.

Guanti a perdere in lattice.

Conftenitori con tappo a vite da un litro (per tam-

pone PBS).

Timer da laboratorio.
Microscopio a fluorescenza dotato di filtro eccitatore

da 495 nm e filtro di sbarramento da 515 nm.

PRECAUZIONI

1.

o~

Tutti i materiali di origine umana usati per la
preparazione dei controlli per questo prodotto
sono stati analizzati e frovati negativi (non
ripetutamente reattivi) per gli anticorpi del virus
dell'immunodeficienza umana tipo 1 (HIV-1), del
virus della immunodeficienza umana fipo 2 (HIV-2),
del virus dell'epatite C (HCV) e per I'antigene di
superficie dell’epatite B (HBsAg) con un metodo
approvato dalla FDA. Nessun metodo di analisi &

in grado di garantire con completa sicurezza che
siano assenti HIV-1, HIV-2, virus dell'epatite C, virus
dell’epatite B o alfri agenti infettivi. Quindi, tuttii sieri
di controllo vanno maneggiati secondo le stesse
modalitd utilizzate per i materiali potenzialmente
infettivi.

Tutti i campioni dei pazienti devono essere maneg-
giati osservando le precauzioni di sicurezza biolog-
ica dilivello 2, come raccomandato per ogni siero
umano potenzialmente infettivo o per campioni di
sangue nel manuale pubblicato peri CDC/NIHM
(Centers for Disease Control/National Institutes of
Health Manual, Centri per il Controllo delle Infezioni/
Istituti Nazionali per la Sanitd): Biosafety in Microbio-
logical and Biomedical Laboratories, Edizione 1984.
La diluizione di componenti o la sostituzione di com-
ponenti diversi da quelli forniti in questo sistema pud
dare risultati non coerenti.

Il sodio azide (0,1%) viene usato come conservante.
Il sodio azide puo reagire nelle tubature di piombo
o rame formando sali metallici di azide esplosivi.
Quando si eliminano i reagenti, far scorrere grandi
quantitd di acqua del rubinetto per evitare la
formazione di potenziali residui nelle tubature. Il
sodio azide € un veleno e puo essere tossico se
ingerito.

Questo kit & per uso diagnostico in vitro.

Nel caso debbano essere usati sieri emolizzati o
lipemici, per risultati ottimali, inattivare a caldo i sieri
per 30 minuti a 56°C. Non usare sieri contaminati
microbicamente.

Il siero di controllo titolabile € destinato ad essere
usato nel monitoraggio da lotto a lotto e nella
riproducibilita interfase. Non e destinato alla misura-
zione della sensibilitd complessiva o della specificita
del dosaggio.

Non fumare, non mangiare o non bere nelle aree in
cui sono maneggiati i campioni o i reagenti del kit.
Evitare sempre gli spruzzi e la formazione di aerosol.

. Tempi e temperature diincubazione diversi da

quelli specificati possono dare risultati falsi.

. La contaminazione incrociata deireagenti o dei

campioni pud dare origine a risultati falsi.

. Prima dell'uso, la vetreria di laboratorio riutilizzabile

deve essere lavata e sciacquata a fondo e com-
pletamente liberata da ogni residuo di detergente.
Prima dell'uso, tutta la vetreria di laboratorio deve
essere pulita e asciutta.

. Prima dell'uso, portare tuttii reagenti, i vetrini e i

campioni a temperatura ambiente (18-24°C).

. Indossare guanti a perdere in lattice quando si

maneggiano campioni e reagenti e dopo lavare
accuratamente le mani.

. La contaminazione microbica deireagenti o dei

campioni pud dare origine a risultati falsi.

. Non pipettare mai con la bocca ed evitare il

contatto deireagenti e dei campioni con la cute e
le mucose. In caso di contatto, lavare abbondan-
temente con un sapone germicida e acqua.

RACCOLTA DI CAMPIONI

Raccolta: il siero & il campione preferito. Devono

essere prelevati con tecnica asettica circa 5 ml di
sangue infero per venopuntura usando una provetta
diraccolta sterile a vuoto o un altro sistema di raccolta
adatto. Lasciare che il sangue si coaguli a temperatura
ambiente (18-24°C). Non appena possibile, il siero deve
essere separato dal coagulo per centrifugazione in
modo da minimizzare I'emolisi.

Sostanze interferenti: non vanno usati sieri che
mostrano un alto grado di emoalisi, ittero, lipemia
o crescita microbica, perché queste condizioni
possono provocare risultati falsi. Campioni conte-
nenti sostanze particellari visibili vanno chiariti per
centrifugazione prima dell’analisi.

Conservazione: i sieri possono essere conservati
a 2-10°C fino ad una settimana. Se I'analisi viene
ulteriormente rimandata, i sieri devono essere
conservati congelati a -20°C o a una tempera-
tura inferiore. Il siero non deve essere conservato
in frigoriferi autosbrinanti o in freezer.

ATTENZIONE: il ripetuto congelamento e scon-
gelamento dei campioni dei pazienti pud dare
origine a falsi risultati positivi o a falsi risultati
negativi.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

La giusta interpretazione dei risultati dipende da
una chiara conoscenza delle varie caratteris-
tiche morfologiche dell'organismo della Crithidia
luciliae.

Nucleo

Organuli

citoplasmatici Cinetoplasto

I'rivestimento esterno della maggior parte dei
protozoi consiste di uno strato di pellicola com-
posto di lipoproteina. All'interno della pellicola si
trova la membrana plasmatica. La membrana
plasmatica racchiude il citoplasma che &
formato: a) da uno strato esterno di ectoplasma
contenente il corpo basale e il flagello e b)
dall'endoplasma, un citoplasma interno molto
fluido contenente il nucleo, il cinetoplasto e altro
organuli.

La pellicola, la membrana plasmatica, il corpo
basale e il flagello sono in genere considerati
impianti permanenti all'interno dell’organismo
con poca variabilitd di posizione da cellula a
cellula. Sebbene il cinetoplasto sia generalmente
sifuato piu vicino al corpo basale che al nucleo,
I'esatta posizione di questo organulo pud variare
da cellula a cellula a causa della natura fluida
dell’endoplasma.

Per differenziare chiaramente il cinetoplasto dal
nucleo, osservare la provetta di controllo positivo.
Il cinetoplasto sard sempre piu vicino al flagello
(come spiegato sopra). Il pozzetto del controllo
negativo non mostrerd alcuna colorazione del
cinetoplasto, mentre il pozzetto del controllo
positivo mostrerd colorazione del cinetoplasto.
LEGGERE SOLO | SINGOLI ORGANISMI, BEN
DEFINITI, IN CIASCUN CAMPO. LA MORFOLOGIA
PUO VARIARE DA ORGANISMO A ORGANISMO
A CAUSA DELLA FISSAZIONE DURANTE LA FASE DI
CRESCITA.

CONTROLLO DELLA QUALITA

| controlli positivo, negativo e PBS devono essere
analizzati nei pozzetti previsti per il controllo
qualitd su ciascun vetrino. Il controllo positivo
dovrebbe mostrare una luminosa fluorescenza
verde mela nel cinetoplasto della Crithidia lu-
ciliae, con o senza colorazione del nucleo. Il con-
trollo negativo non mostrerd alcuna colorazione
del cinetoplasto. Il controllo PBS viene usato

per osservare la colorazione non specifica da
parte del reagente anticorpo, e non dovrebbe
mostrare alcuna fluorescenza verde. Se i controlli
non appaiono come descritto, il test non € valido
e deve essere ripetuto.

CONTROLLO TITOLABILE OPZIONALE

Nel leggere i titoli, molti laboratori iniziano a
leggere dal pozzetto contenente il campione piu
diluito e leggono “all'indiefro” fino alla diluizione
01:10. Il primo pozzetto in cui & visibile una
colorazione chiaramente distinguibile & il punto
di equivalenza della reazione.<0} Raccoman-
diamo questa tecnica per determinare i punti di
equivalenza della reazione.

Il titolo medio e il range del titolo (+ una diluizione
su ciascun lato della media) determinati per
questo numero di lotto sono stati stabiliti nel
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nostro laboratorio e sono indicati come guida. Questo
controllo & fornito per consentire a ciascun laboratorio
di valutare la riproducibilita (di precisione) del proprio
test nDNA. Dal momento che questo controllo non &
destinato ad essere un indicatore dell’accuratezza

del titolo, ciascun laboratorio deve stabilire il proprio
punto medio di equivalenza della reazione per questo
campione e deve usare tali informazioni per valutare la
riproducibilitd interfase (di precisione).

Attraverso analisi multiple di questo controllo titolabile,
usando il sistema di analisi in fluorescenza nDNA della
Immuno Concepts, & stato stabilito un valore medio del
titolo per ciascun numero di lotto. Il numero di lotto, il
titolo medio e il range del titolo (+ una duplice diluizione
su ciascun lato della media) sono indicati sull'etichetta
della fiala e vanno usati come guida della perfor-
mance del sistema di analisi.

| valori ottenuti nel nostro laboratorio possono essere
diversi dai vostri. Di seguito sono indicati alcuni fra i fat-
tori che possono influenzare i risultati.

1.

Il tipo di fonte luminosa usata. Fonti luminose al
mercurio producono una maggiore energia di
eccitazione a 495 nm rispetto a quelle al quarzo/
alogene. Le fonti luminose al mercurio da 50 watt,
100 watt e 200 watt differiscono poco nell’energia
di eccitazione a 495 nm. Fonti luminose al quarzo/
alogene da 100 watt generano una maggiore
energia di eccitazione a 495 nmrispetto a quelle al
quarzo/alogene da 50 watt.

La condizione e I'etd della fonte di luce. Questo

in particolare per le fonti luminose al mercurio

che in genere mostrano una graduale riduzione
nell’energia di eccitazione a 495 nm prima di
esaurirsi. Questa riduzione graduale dell'energia

di eccitazione pud comportare una significativa
perdita di sensibilitd dopo diverse settimane.
Questo problema puod essere evitato tenendo una
registrazione dei tempi. Per risultati ottimali, sostituire
le lampadine a mercurio da 50 watt dopo 100 ore
e quelle da 100 o 200 watt dopo 200 ore. Le fonti lu-
minose al quarzo/alogene in genere non mostrano
una graduale riduzione dell'energia di eccitazione
prima di esaurirsi.

Il tipo di filtro di eccitazione usato. | filtri eccitatori
ad interferenza danno maggiore sensibilitd in una
lunghezza d'onda molto piu ridotta rispetto ai filtri
eccitatori ad assorbimento. Per maggiori informazi-
oni, consultare il manuale del proprio microscopio
a fluorescenza o contattare il rappresentante.

Il giusto allineamento del percorso ottico del
microscopio. Per istruzioni, consultare il manuale del
proprio microscopio a fluorescenza.

L'apertura numerica dell’ obiettivo. Con fluorescen-
za a luce incidente (Epi), la fluorescenza cresce in
modo esponenziale man mano che aumenta an-
che I'apertura numerica (NA) dell’obiettivo. Questo
pud far si che un obiettivo da 40X con una NA di
0,65 legga una o piv diluizioni piu basse rispetto ad
un obiettivo da 40X con un NA di 0,85. L'apertura
numerica & stampata sul lato dell’obiettivo.

| filtri a soppressione. | filtri a soppressione riducono
le specifiche lunghezze d'onda dell'eccitazione

e possono essere usati per ridurre la sensibilitd.

Per maggiori informazioni, vedere il manuale del
proprio microscopio a fluorescenza o contattare il
rappresentante.

La precisione e I'accuratezza della tecnica di dilu-
izione, dell'apparecchiatura e della performance
delle procedure di andallisi.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI DEL PAZIENTE
Per visualizzare la Crithidia siraccomanda un ingrandi-
mento fotale di 400X.

Negativo: un siero si considera negativo per gli anti-
corpi anti-nDNA se la fluorescenza del cinetoplasto &
minore o uguale al pozzetto di controllo negativo. La
colorazione nucleare, senza colorazione del cineto-
plasto, si considera anch’essa negativa per gli anticorpi
anti-nDNA.

Positivo: un siero si considera positivo se il cinetoplasto
mostra una colorazione chiaramente distinguibile con
fluorescenza maggiore rispetto al pozzetto di controllo
negativo.

Titoli: nel leggere i titoli, molti laboratori iniziano a leg-
gere dal pozzetto contenente il campione piv diluito e
leggono “all'indietro” fino alla diluizione 01:10. Il primo
pozzetto in cui & visibile una colorazione chiaramente
distinguibile del cinetoplasto & il punto di equivalenza
della reazione. Raccomandiamo questa tecnica per
determinare i punti di equivalenza della reazione.

INTENSITA DELLA FLUORESCENZA

L'intensita della fluorescenza pud essere semiquantifi-
cata attraverso le seguenti linee guida per i reagenti
di anticorpi luorescenti stabilite dai CDC (Centers for
Disease Control and Prevention, Centri per il controllo e
la prevenzione delle patologie) di Atlanta, Georgia.

4+ Giallo-verde brillante (fluorescenza massima)
3+ Fluorescenza giallo-verde meno brillante
2+ Pattern cellulare definito ma fluorescenza debole

1+ Fluorescenza molto tenue

Per la determinazione di queste intensita di fluorescenza
¢ disponibile il vetrino standard FITC QC Slide™, numero
di catalogo 1900, della Immuno Concepts N.A., Ltd.

RIPORTO DEI RISULTATI

Screening: i risultati devono essere riportati come positivi
o negativi a diluizione di 1:10.

Titoli: i risultati vanno riportati come ultima diluizione
del siero in cui si vede una colorazione chiaramente
distinguibile del cinetoplasto. Risultati con una forte
reazione alla diluizione di 1:640 devono essere riportati
come maggiori di 1:640.

CARATTERISTICHE DELLA COLORAZIONE
Cinetoplasto: colorazione omogenea o periferica
del cinetoplasto vicino alla regione flagellare
dell’organismo.

Risultato: positivo per anticorpi anti-nDNA.
Antigeni: nDNA.

Associazione con patologie: fitoli alti suggeriscono
SLE attiva o, in caso di SLE precedentemente diag-
nosticata, patologia ricorrente 0 mancata risposta
alla terapia. (20, 21-23)

Nucleo: colorazione omogenea, periferica o a chiazze
del nucleo.

Risultato: negativo per anticorpi anti-nDNA.
Antigeni: antigeni nucleari associati.(21-23)
Associazione con patologie: la colorazione nucleare
positiva pud indicare una malattia non specifica del
tessuto connettivo.

NOTA: risultati ANA positivi con HEp-2 o alfri substrati,
di norma non danno la corrispondente colorazione
nucleare sulla C. luciliae, ad es. un ANA a chiazze
con HEp-2 non mostra colorazione nucleare a
chiazze su C. luciliae.

Corpi basali: una colorazione omogenea di due sfere
situate laddove il corpo dell'organismo si collega al
flagello nell'ectoplasma.

Sinonimi: corpi basali.

Risultati: negativo per anticorpi anti-nDNA.
Antigeni: antigeni associati al corpo basale.
Associazione con patologie: riportata in pazienti
affetti da SLE che non mostrano colorazione del
cinetoplasto o del nucleo.(37)

Flagello: colorazione del flagello dell’organismo.

Sinonimi: regione finale dell’organismo.

Risultati: negativo per anticorpi anti-nDNA.
Antigeni: antigeni sconosciuti associati al flagello.
Associazione con patologie: sconosciuta.

LIMITI DEL TEST

Le diagnosi non possono essere fatte solo sulla base
del rilevamento dell’anticorpo anti-nDNA. Il medico
deve interpretare questi risultati confrontandoli con
I'anamnesi e i sintomi del paziente, i dafi fisici e altre
procedure diagnostiche.

La cura non va iniziata sulla sola base di un test
positivo per gli anticorpi anti-nDNA. Prima di iniziare
qualunque trattamento devono essere consider-
ate indicazioni cliniche, altri risultati di laboratorio e
I'impressione clinica del medico.

Certi farmaci, tra cuila procainamide e la idrala-
zina, possono indurre una patologia del tipo lupus
eritematoso. Pazienti con LE da farmaci possono
mostrare ANA positivi comunemente diretti contro
gliistoni nucleari, sebbene sia stato riportato anche
I'anticorpo anti NDNA.(38-39)

Sebbene un NDNA con titolo alto possa essere
fortemente indicativo di SLE, cid non deve essere
considerato come diagnostico ma esaminato piut-
tosto come parte della complessiva storia clinica
del paziente. Bassi titoli di anticorpi anti-nDNA

soNo spesso presenti nel siero di pazienti con artrite
reumatoide, sindrome di Sjogren, sclerosi sistemica
progressiva, dermatomiositi, lupus eritematoso dis-
coide e malattia mista del tessuto connettivo.(21)
A causa delle numerose opzioni disponibili nei



microscopi a fluorescenza, siraccomanda di
standardizzare le fonti luminose, i filtri e gli strumenti
ottici in caso di confronto dei fitoli dei pazienti tra i
vari laboratori.

6. Pazienti sottoposti a terapia con steroidi pos-
sono avere risultati negativi per gli anticorpi anti-
NDNA.(40)

VALORI ATTESI

Il'valore atteso nella popolazione normale € negativo
in una diluizione di screening di 1:10. Certi farmaci,
come la idralazina, possono indurre una produzione di
anticorpi anti-nDNA.(38-39)

CARATTERISTICHE PRESTAZIONALI

Il sistema di analisi NDNA della Immuno Concepts &
stato valutato in confronto con altre analisi in luo-
rescenza degli anticorpiin distribuzione sul mercato.(41)
Per lo studio sono stati utilizzati 103 campioni di siero di
individui normali e di pazienti con diagnosi compren-
denti lupus eritematoso sistemico (SLE), malattia mista
del tessuto connettivo (MCTD), variante CREST della
sclerosi sistemica progressiva di Raynaud (PSS-CREST),
artrite reumatoide (RA), arfrite reumatoide giovanile
(JRA) ed altre malattie del tessuto connettivo. | sieri
sono stati testati alle diluizioni di screening raccoman-
date da ciascun produttore. Nella tabella 1 che segue
sono riassunti i risultati dello studio.

TABELLA 1
Numero Immuno Produttore Produttore
di Concepts
e | PoSt | e | e
SLE 30 13 13 11
MCTD / coincidenti o o o
PSS-CREST di Raynaud 17 o o o
RA o o o
JRA o o o
Altre malattie del tessuto connettivo 9 o o o
Controlli ospedalizzati 11 1 1 1
Controlli normali 24 o o o

I controllo ospedalizzato che era positivo a futte le analisi NDNA Crithidia lucilice aveva malattia renale da immu-
nocomplessi non corrispondente ai criteri per la diagnosi di SLE.



PROCEDURA DI ANALISI IN
FLUORESCENZA DEGLI nDNA

RICOSTITUZIONE DEL TAMPONE (PBS)
Sciogliere il contenuto di una busta di
tfampone in un litfro di acqua deionizzata o
distillata. Il tampone PBS pud essere cop-
erto e conservato a 2-10°C fino a quattro
settimane.

DILUIZIONE DEI CAMPIONI DEI PAZIENTI
Screening: diluire i campioni dei pazienti a
01:10 aggiungendo 0,1 ml (100 pl) disiero a
0,9 ml di PBS ricostituito.

Titolo semi-quantitativo: per preparare dilu-
izioni seriali duplici di campioni di screening
(ad es. 1:20, 1:40, 1:80...1:640), imuovere
0,5 ml della diluizione 1:10 e mescolarla con
0,5 ml di PBS per ottenere una diluizione a
1:20, e confinuare le dilvizioni seriali in tal
modo.

DILUIZIONE OPZIONALE DEL CONTROLLO
TITOLABILE

Trattare il controllo opzionale fitolabile
come un campione del paziente non di-
luito. Diluire il controllo a 1:10 aggiungendo
0,1 ml (100 ul) di siero di controllo a 0,9 ml
di PBS ricostituito. Preparare diluizioni seriali
duplici del controllo titolabile, come sopra
descritto.

PREPARAZIONE DEI VETRINI DEL SUBSTRATO
(20-25 pl/pozzetto)

Rimuovere il/i vetrino/i dal contenitore/i

e porre i sieri di controllo sui pozzetti di
controllo come descritto di seguito. Capo-
volgere il flacone contagocce di controllo
e premere delicatamente fino a che in
punta non é visibile la goccia. Appoggiare
delicatamente la goccia sul pozzetto di
controllo appropriato evitando il contatto
diretto della punta del contagocce con
la superficie del vetrino. Mettere il con-
trollo positivo sul pozzetto marcato “+”, il
controllo negativo sul pozzettfo marcato “-”
e una goccia di tampone PBS sul pozzetto
marcato “PBS". Aggiungere 1 goccia (20-
25 yl) di campione del paziente ai pozzetti
numerati.

ATTENZIONE: IL CONTATTO DIRETTO DELLA
PUNTA DEL CONTAGOCCE CON LA SUPER-
FICIE DEL VETRINO PUO DANNEGGIARE IL
SUBSTRATO ANTIGENE.

INCUBAZIONE DEI VETRINI (30£5 minuti a
temperatura ambiente, ovvero 18-24°C)
Mettere il/i vetrino/iin una camera umida,
coperta (una capsula di Petri con carta as-
sorbente inumidita andrd bene). Incubare,
col coperchio, per 30 minuti (5 minuti) a
temperafura ambiente (18-24°C).

RISCIACQUO COL PBS

Rimuovere il/i vetrino/i dal piatto
dell'incubatore e sciacquare brevemente
con PBS usando una bottiglia a zampillo,
una pipetta di Pasteur o una pipetta
sierologica. Non far zampillare il tampone
direttamente sui pozzetti.

NOTA: per evitare la contaminazione incro-
ciata sui vetrini con 13 pozzetti, orientare il
flusso di PBS lungo la linea mediana del ve-
frino, inclinandolo prima verso le provette
1-5 e poi verso quelle 6-10.

LAVAGGIO COL PBS (10 minuti)

Lavare il/i vetrino/i per 10 minuti con PBS in
un piatto per la colorazione del vetrino o
una vaschetta Coplin. Siraccomanda di
agitare con delicatezza all'immersione del
vetrino, al punto mediano e alla rimozione.
Questo lavaggio puo durare fino a 10-30
minuti senza che i risultati finali dell’analisi
varino. Eliminare la soluzione di lavaggio
PBS dopo I'uso. Per risultati ottimali, cam-
biare il PBS al punto mediano e usare un
agitatore magnetico.

REAGENTE ANTICORPO FLUORESCENTE
(coprire i pozzetti con 10-12 gocce)
Rimuovere uno alla volta i vetrini dal PBS
e immergerli 3-5 volte in acqua deioniz-
zata o distillata. Tamponare il vetrino

sul lato con carta bibula o con carta
assorbente in modo da eliminare I'acqua

in eccesso. Riportare immediatamente

il vetrino nella camera diincubazione e
coprire completamente i pozzetti usando
il reagente anticorpo fluorescente; iniziare
mettendo una goccia su ogni pozzetto.
Ripetere I'operazione per ciascun vetrino.
Il reagente anticorpo fluorescente & stato
titolato al fine di compensare I'acqua
deionizzata o distillata residua che resta sul
vetrino dopo il risciacquo.

NOTA: & importante che i pozzetti dei vetrini
non si asciughino durante questa proce-
dura onde evitare il danneggiamento del
substrato.

TAMPONARE O ASCIUGARE IL VETRINO IN
MANIERA CHE LO STESSO NON RESTI SENZA
REAGENTE ANTICORPO FLUORESCENTE PER
PIU DI 15 SECONDI.

INCUBAZIONE DEI VETRINI (30+5 minuti a
temperatura ambiente, ovvero 18-24°C)
Mettere il coperchio sulla camera diin-
cubazione e coprire con carta assorbente
per impedire I'esposizione alla luce se la
cella non € opaca. Lasciare incubare il/i
vetrino/i per 30 minuti (x5 minuti) a tem-
peratura ambiente (18-24°C).

RISCIACQUO COL PBS

Rimuovere il/i vetrino/i dal piatto
dell'incubatore e sciacquare brevemente
con PBS. Non far zampillare il fampone
direttamente sui pozzetti.

LAVAGGIO COL PBS (10 minuti)

Lavare il/i vetrino/i per 10 minuti con PBS in
un piatto per la colorazione del vetrino o
una vaschetta Coplin. Siraccomanda di
agitare con delicatezza all'immersione del
vetrino, al punto mediano e alla rimozione.
Questo lavaggio puo durare fino a 10-30
minuti senza che i risultati finali dell’analisi
varino.

MONTAGGIO DEL VETRINO COPRIOGGETTI
Rimuovere uno alla volta i vetrini dal PBS e
immergerli 3-5 volfe in acqua deionizzata

o distillata. Tamponare il vetrino sul lato

con carfa bibula o con carta assorbente in
modo da eliminare I'acqua in eccesso.
TAMPONARE O ASCIUGARE IL VETRINO
IN'MANIERA CHE NON RIMANGA SENZA
COPRIVETRINO PER PIU DI 15 SECONDI.
Aggiungere 4-5 gocce di mezzo di fissaggio
semipermanente lungo la linea mediana

di ciascun vetrino. Posizionare con at-
tenzione il vetrino coprioggetto, evitando
vuoti d'aria, abbassando delicatamente il
vetrino coprioggetto da un estremo all’altro
del vetrino.

NOTA: una quantitd eccessiva di mezzo

di fissaggio sul vetrino pud causare

un'alta fluorescenza di fondo, dovuta alla
dispersione della luce o alla mancanza di
risoluzione chiara delle cellule (immagine
sfocata). L'eccesso del mezzo di fissaggio
puo essere eliminato dal vetrino famponan-
do delicatamente il vetrino coprioggetto
con carta assorbente o carta per pulire
lenti evitando qualsiasi movimento diretto
del vefrino coprioggetto.

PER ASSISTENZA TECNICA: +1 916-363-2649
oppure a mezzo e-mail:
techservice@immunoconcepts.com



SISTEMA DE ANALISIS DE ADNN POR INMUNO-
FLUORESCENCIA

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO

USO PREVISTO: Se trata de una determinacién indirecta
por inmunofluorescencia para la deteccion semicuanti-
tativa de anticuerpos anti-ADNn en suero humano. Este
sistema de andilisis sirve de ayuda para el diagndstico
del lupus eritematoso sistémico.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

“Anticuerpo antinuclear (ANA)" es un término general
que se emplea para referirse a los autoanticuerpos
dirigidos contra diversas proteinas del nicleo celular. En
los primeros estudios sobre estos autoanticuerpos, real-
izados con técnicas de inmunofluoresencia, se observa-
ron determinados detalles de unas pocas proteinas del
nucleo (1). Ala vista de la elevada correlacién entre

la presencia de ANA y el lupus eritematoso sistémico
(LES), basta con que no estén presentes para descartar
la enfermedad (2).

Aungue los anticuerpos especificos del ADN siguen
mostrando una elevada correlacién con el LES (3),
también se han detectado algunas macromoléculas
nucleares (4) y citopldsmicas (5-7) asociadas a otras
enfermedades del tejido conjuntivo (8-10). Como
quiera que algunos de estos autoanticuerpos parecen
Utiles para el diagnéstico y prondstico de la esclerosis
sistémica progresiva (11-12), las enfermedades mixtas
del tejido conjuntivo (13-15), el sindrome de Sjégren
(16-17), la polimiositis (18) y la artritis reumatoide (19),
en la actualidad el andlisis ANA se admite como her-
ramienta general para la deteccién selectiva de las
enfermedades del tejido conjuntivo (20).

Los pacientes con LES pueden producir anticuerpos
contra diversos antigenos nucleares, pero los anticu-
erpos contra el antigeno Sm (Smith) y contra el ADNn
muestran la méxima correlacion con la enfermedad
(20). Los anticuerpos anti-Sm adoptan un patrén de
tincion de ANA moteado, mientras que los anti-ADNN
adoptan un patrén homogéneo. Aunque puede haber
niveles bajos de anficuerpos anfi-ADNn en el suero de
pacientes con artritis reumatoide, sindrome de Sjégren,
esclerosis sistémica progresiva, dermatomiositis, lupus
eritematoso discoide y enfermedades mixtas del tejido
conjuntivo (21), practicamente los niveles sélo son
elevados en el LES. Se cree que los anticuerpos anti-
ADNn intervienen en la patogenia de las formas mds
graves de LES, cuando se depositan como inmuno-
complejos (22). Los anticuerpos anfi-ADNn alcanzan
titulos elevados y, como se correlacionan con la
actividad de la enfermedad (23), su deteccion es
importante en el fratamiento de los pacientes con LES.

Existen varios andlisis para la deteccién de anticuerpos
anti-ADNN. Los métodos mas habituales son la inmu-
nofluorescencia indirecta, el radioinmunoandlisis, la
contrainmunoelectroforesis y la inmunodifusion (24-27).
El sistema de andlisis de anticuerpos anti-ADNn de Im-
muno Concepts es un método de deteccidn indirecta
de anticuerpos por inmunofluorescencia (IFA). El anti-
cuerpo sérico que reacciona con el ADNn se detecta
por la tincidn del cinetoplasto situado en el interior del
microorganismo Crithidia luciliae (34). C. luciliae es un
pardsito de la mosca azul no patdégeno para los seres
humanos. El cinefoplasto de estos hemoflagelados
forma parte de la gran mitocondria en la que se con-
centra el ADNn helicoidal (33-34). En microfotografias
electrénicas, el cinetoplasto aparece como una estruc-
tura ligeramente céncava y discoide que contiene
crestas mitocondriales y una masa de ADN fibroso (35).
El cinetoplasto se encuentra entre el nicleo, localizado
en el centro, y el cuerpo basal del flagelo. Como el
ADNN del cinetoplasto no contiene confaminantes de
ADN monocatenario (ADNmc), en teoria se eliminan los
posibles problemas de falsos positivos por reaccién con
el ADNmc que se pueden producir en el radioinmuno-
andlisis de ANA de timo de ternera (28-33).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El sistema de andlisis de anticuerpos anti-ADNn de IC
emplea la técnica indirecta de anticuerpos fluores-
centes descrita por primera vez por Weller y Coons
(36). Las muestras de los pacientes se incuban con un
sustrato antigénico que permite la union especifica

de los autoanticuerpos al ADNn del cinetoplasto. Si
hay anticuerpos anti-ADNn, se forma un complejo
antigeno-anticuerpo estable. Tras el lavado para retirar
los anticuerpos unidos de forma inespecifica, se incuba
el sustrato con anticuerpos antihumanos conjugados
con fluoresceina. Silos resultados son positivos se forma
un complejo estable con tres partes: el anticuerpo
fluorescente unido al anticuerpo anti-ADNn humano,

unido a su vez al antigeno ADNN. Este complejo se
puede visualizar con la ayuda de un microscopio de
fluorescencia. En las muestras positivas, el cinetoplasto
o el cinetoplasto y el nicleo mostrardn una fluorescen-
cia de color verde manzana brillante en el interior de
los microorganismos Crithidia luciliae. Sila muestra es
negativa para los anticuerpos anti-ADNn, el cineto-
plasto no mostrard fluorescencia.

COMPONENTES DEL SISTEMA (MATERIALES SUMINIS-
TRADOS)

Utilizacién: Todos los componentes se entregan listos
para su empleo, sin necesidad de fragmentarlos ni pre-
pararlos (excepto el tampodn PBS, que debe ser disuelto
en agua desionizada o destilada antes de utilizarlo).

Conservacién: Todos los componentes se pueden
conservar en refrigerador enfre 2y 10 °C. Una vez pre-
parado, el tampdn PBS debe conservarse en envases
con tapdn de rosca, en refrigerador entre 2y 10 °C.

Estabilidad: Todos los componentes son estables al
menos durante 12 meses a partir de la fecha de fab-
ricacion. No utilice los componentes pasada la fecha
de caducidad.

AGENTES REACTIVOS

Portaobjetos de sustrato: *N° de catdlogo 3007 (siete
pocillos); 3013 (trece pocillos). Portaobjetos con siete o
trece pocillos con sustrato de ADNn, utilizando Crithidia
luciliae estabilizado directamente en los pocillos del
andlisis. El exclusivo disefio de los fosos del portaobjetos
reduce al minimo la contaminaciéon cruzada de los
pocillos durante la prueba. Ademdas, los portaobjetos
llevan pocillos de control designados como positivo,
negativo y PBS, que ayudan a interpretar adecuada-
mente los resultados.

Control positivo: N° de catdlogo 3021.Vial con cuen-
tagotas listo para usar, que contiene 1,0 ml de suero

de control humano positivo con anticuerpo especifico
contra los antigenos anti-ADNN. Este suero produce una
brillante reaccion de tinciéon positiva en el cinetoplasto
del sustrato de Crithidia luciliae de Immuno Concepts.
Este reactivo contiene azida soédica al 0,1 % como
conservante.

Suero de control fitulable: N° de catdlogo 3026. Vial
listo para usar, que contiene 1,0 ml de suero de control
humano positivo que serd tratado como si fuera una
muestra de paciente sin diluir. Este reactivo contiene
azida soédica al 0,1 % como conservante. Consulte el
valor de la titulacion en la etiqueta del vial.

Suero de control negativo: N° de catdlogo 3031. Vial
con cuentagotas listo para usar, que contiene 1,0 ml de
suero de control humano negativo. El suero de control
negativo no mostrard tincién especifica del cineto-
plasto del sustrato de Crithidia luciliae de Immuno
Concepts. Este reactivo contiene azida sdédica al 0,1 %
como conservante.

Reactivo con anticuerpos fluorescentes: N° de
catdlogo 3009 (9,0 ml), 3075 (23 ml). IgG de cabra an-
tihumana (cadenas pesadas y ligeras) conjugada con
fluoresceina isotiocianato (FITC). El reactivo se presenta
listo para usar en frascos con cuentagotas de precision,
con 9,0 ml por cada 10 portaobjetos, en kits de andilisis
completos. Este reactivo contiene azida sédica al 0,1 %
como conservante.

*Este portaobjetos estd protegido por una o mds de las
siguientes patentes estadounidenses y de otros paises:
4387972, D-274261, D-273261, patente canadiense
1171302, y otras patentes en tramite.

AGENTES NO REACTIVOS

Polvo tampén PBS: N° de catdlogo 1011. Polvo salino
tamponado con fosfato (0,01 M, pH 7,4 £0,2). Cada
bolsa contiene polvo tampdn suficiente para formar 1
litro. (Los kits de andlisis completos llevan una bolsa de
polvo tampdn por cada cinco portaobjetos).

Preparacién: Disuelva una bolsa de polvo tampoén

en 1 litro de agua desionizada o destilada, tape el
recipiente y consérvelo en refrigerador entre 2'y 10 °C
durante 4 semanas como mdéximo, o hasta que aparez-
can signos de contaminacion u otros cambios visibles.

Medio de montaje semipermanentes: N° de catdlogo
1111, Vial con cuentagotas listo para usar, que con-
tiene 5,0 ml de medio para preparaciones microscopi-
cas a base de glicerol, pH 9,1 £0,2. Este reactivo
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contiene azida sédica al 0,1 % como conservante.

Cubreobjetos: N° de catdlogo 1041. Cada envase con-
tiene diez cubreobjetos de vidrio n° 1 de 24x40 mm.

OTROS MATERIALES NECESARIOS (PERO QUE NO SE
SUMINISTRAN)

Pipetas volumétricas para dispensar volumenes
de 20-25 i

Jarras Coplin o platillos de tincion

Frasco para exprimir o pipetas de Pasteur
Pipetas serologicas

Agua desionizada o destilada

Probetas para preparar las diluciones de suero
Papel secante o toallas de papel

Guantes de ldtex desechables

Envases de un litro con tapdn de rosca (para el
tampdn PBS)

Cronémetro

Microscopio de fluorescencia equipado con un
filtro excitador de 495 mm y un filtro de barrera
de 515 mm.

PRECAUCIONES

1. Todos los materiales de procedencia humana
utilizados en este producto han sido analizados en
busca de anticuerpos con el virus de la inmunodefi-
ciencia humana-1 (VIH-1), el virus de la inmunode-
ficiencia humana-2 (VIH-2), el virus de la hepatitis
C (VHC) y el antigeno de superficie de la hepatitis
B (HBSAG) con métodos aprobados por la FDA,
obteniendo resultados negativos (no reactivos en
varias ocasiones) en todos los casos. Pero no existe
ningun método de andlisis que pueda garantizar
por completo la ausencia de VIH-1, VIH-2, hepatitis
C, hepatitis B u otros agentes infecciosos. Por eso,
todos los sueros de control deben ser manipulados
como si fueran infecciosos.

2. Todas las muestras de paciente deben ser ma-
nipuladas segun el nivel 2 de bioseguridad, segin
se recomienda en el manual de los Centers for
Disease Control/National Institutes of Health para
toda muestra de suero o sangre humana poten-
cialmente infecciosa: Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories, 1984 Edition.

3. Ladisolucion de los componentes o su sustitucion
por otros distintos de los suministrados con el
sistema puede arrojar resultados incoherentes.

4. Se emplea azida sodica (0,1 %) como conservante.
La azida sédica puede reaccionar con el plomo
o con las conducciones de cobre y formar sales
de azidas metdlicas explosivas. Al eliminar los
reactivos, lavar con grandes volUmenes de agua
del grifo para evitar que queden residuos en las
tuberias. La azida sédica es venenosa y puede ser
téxica en caso de ingestién.

5. Este kit es para uso diagnostico in vitro.

6. Sifuera necesario utilizar sueros hemolizados o
lipémicos, caliéntelos para inactivarlos a 56 °C du-
rante 30 minutos para obtener resultados dptimos.
No utilice sueros con contaminaciéon microbiana.

7. Elsuero de control fitulable debe utilizarse para
controlar la reproductibilidad entre lotes y entre ci-
clos. No estd concebido para medir la sensibilidad
o la especificidad generales del ensayo.

8. Esta prohibido fumar, comer o beber en las zonas
de manipulacién de las muestras o los reactivos del
kit.

9. Evite salpicaduras y la generacién de aerosoles en

todo momento.

. Silos tiempos de incubacién y las temperaturas
no son los especificados, los resultados pueden ser
falsos.

. La contaminacion cruzada de los reactivos o de las
muestras puede dar resultados falsos.

. Los elementos de vidrio reutilizables deben ser
lavados y enjuagados a fondo para eliminar los
detergentes antes de su uso. Todos los elementos
de vidrio deben estar limpios y secos antes de su
uso.

. Todos los reactivos, portaobjetos y muestras deben
estar a temperatura ambiente (18-24 °C) antes de
SU USO.

. Para manipular las muestras y los reactivos debe
utilizar guantes de Idtex desechables, y cuando
acabe deberd lavarse bien las manos.

. La contaminacion microbiana de los reactivos o de
las muestras puede dar resultados falsos.

. No pipetee nunca con la boca y evite el contacto
de los reactivos y las muestras con la piel y las mu-
cosas. En caso de contacto, Idvese con un jabdn
germicida y agua abundante.

OBTENCION DE MUESTRAS

Obtencidn: La muestra ideal es suero. Se obtendrdn
aproximadamente 5 ml de sangre por venipuncion
aséptica, con un tubo de vacio estéril u otro sistema de
obtencién adecuado. Deje que la sangre coagule a
temperatura ambiente (18-24 °C). Se separard el suero
del codgulo por centrifugado cuanto antes, para que
la hemdlisis sea minima.

Sustancias que interfieren: No se utilizardn sueros que
muestren grados elevados de hemdlisis, ictericia,
lipemia o crecimiento microbiano, pues en todas esas
circunstancias se pueden producir resultados falsos. Si
la muestra presenta particulas visibles, éstas deben ser
eliminadas por centrifugado antes de la prueba.

Conservacion: Los sueros se pueden conservar entre 2 y
10 °C durante una semana como mdéximo. Si el andlisis
se posterga, los sueros deben conservarse congelados
a una temperatura de -20 °C o inferior. No se utilizaran
refrigeradores ni congeladores con sistema “auto-frost”
(eliminacién automdtica de la escarcha).

PRECAUCION: Si las muestras son sucesivamente
congeladas y descongeladas, se pueden obtener
resultados falsos positivos o negativos.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS

Para interpretar correctamente los resultados hay que
reconocer claramente las diversas caracteristicas mor-
fologicas del microorganismo Crithidia luciliae.

F

elo

Cuerpo
basal

Nucleo

Orgéanulos

citoplasmicos Cinetoplasto

La cubierta externa de la mayor parte de los protozoos
consiste en una capa pelicular formada por lipoprotei-
nas. En el interior de la pelicula se encuentra la mem-
brana plasmdtica. En ésta se incluye el citoplasma,
formado por a) una capa de ectoplasma externo que
contiene el cuerpo basal y el lagelo, y b) el endoplas-
ma, un citoplasma interno muy liquido que contiene el
nucleo, el cinetoplasto y otros orgdnulos.

En general, se considera que la pelicula, la membrana
plasmdtica, el cuerpo basal y el flagelo son estructuras
permanentes del inferior del microorganismo, con
escasa variabilidad en la localizacion de unas células
a ofras. Aunque por lo general el cinetoplasto se
localiza mds cerca del cuerpo basal que el ndcleo, la
localizacién exacta de este orgdnulo puede variar de
unas células a otras debido a la naturaleza liquida del
endoplasma.

Para distinguir claramente el cinetoplasto del nicleo
hay que observar el pocillo de control positivo. El
cinetoplasto siempre estard mds cerca del flagelo (ilus-
tracién anterior). El cinetoplasto no se tifie en el pocillo
de control negativo, pero si en el positivo.

SOLO DEBE ANALIZAR UN MICROORGANISMO BIEN
DEFINIDO POR CAMPO. LA MORFOLOGIA DE LOS
MICROORGANISMOS PUEDE VARIAR DEBIDO A LA
FIJACION DURANTE LA FASE DE CRECIMIENTO LOGA-
RITMICO.

CONTROL DE CALIDAD

Para el control de calidad se dispondrdn los controles
positivo, negativo y de PBS en los pocillos al efecto
que se encuentran en todos los portaobjetos. El control
positivo debe presentar una fluorescencia de color
verde manzana brillante en el cinetoplasto de Crithidia
luciliae, con o sin tincién del nicleo. El cinetoplasto no
se tife en el control negativo.

El control PBS se emplea para observar la tincion
inespecifica del reactivo de anticuerpos, y no debe dar
fluorescencia verde. Silos controles no se ven como se
ha descrito, la prueba no es vdlida y debe repetirse.

CONTROL OPCIONAL DE LA TITULACION

Para interpretar los titulos, muchos laboratorio empie-
zan por el pocillo que contiene la muestra mds diluida,
y van “retrocediendo” hasta la dilucién 1:10. El primer
pocillo en el que se aprecie un patrén discernible de
tincion del cinetoplasto corresponde al titulo que se
considera como criterio de valoracién. Recomenda-



mos utilizar esta técnica para determinar los criterios de
valoracion de los fitulos.

El fitulo medio y el rango de fitulos (+ una dilucién

a cada lado de la media) determinados para este
numero de lote han sido establecidos en nuestro
laboratorio, y se consideran la norma. Este control se
facilita para que cada laboratorio pueda evaluar la
reproductibilidad (precisién) de sus andlisis de ADNn.
Como quiera que este control no ha sido disefiado
como indicador de la exactitud de la titulacién, cada
laboratorio deberd establecer su propio criterio de val-
oracién del titulo medio para cada muestra, utilizando
esta informacioén para evaluar la reproductibilidad
(precision) de unos ciclos a otros.

Mediante la reiterada evaluacién de este control titula-
ble utilizando el sistema de andlisis de anticuerpos anti-
ADNnN por inmunofluorescencia de Immuno Concepts,
se ha establecido un titulo medio para cada nimero
de lote. El nUmero de lote, el titulo medio y el rango de
titulos (+ una dilucién doble a cada lado de la media)
figuran en la etiqueta del vial y deben servir como guia
para el funcionamiento del sistema de andlisis.

Puede que los valores obtenidos en nuestro laboratorio
difieran de los suyos. He aqui algunos de los muchos
factores que pueden afectar a sus resultados:

1. Eltfipo de luz utilizada. Las fuentes de luz de mercu-
rio producen una energia de excitacion a 495 mm
mayor que las de cuarzo/haldégenas. Las fuentes
de luz de mercurio de 50, 100 y 200 vatios difieren
poco en la energia de excitacién a 495 mm. Las
fuentes de luz de cuarzo/haldégenas de 100 vatios
producen una energia de excitacion a 495 mm
superior a la proporcionada por las de cuarzo/
halégenas de 50 vatios.

2. Elestado de la fuente de luzy su edad. Esto es
especialmente cierto para las fuentes de luz de
mercurio, que suelen experimentar una reduc-
cién gradual de la energia de excitacion a 495
mm antes de agotarse. Esta gradual reduccion
de la energia de excitacién puede producir una
pérdida significativa de la sensibilidad en un plazo
de semanas. El problema se puede evitar con un
registro cronolégico. Para que los resultados sean
Sptimos, cambie las bombillas de mercurio de 500
vatios cada 100 horas, y las de 100 6 200 vatios
cada 200 horas. Por lo general, las fuentes de luz
de cuarzo/haldégenas no experimentan una reduc-
cién gradual de la energia de excitacion antes de
agoftarse.

3. Hltipo de filtro excitador utilizado. Los filtros excita-
dores por interferencia proporcionan mayor sensibi-
lidad en una longitud de onda mucho menor que
los filtros excitadores por absorcion. Si desea mds
informacidn, consulte el manual de su microscopio
de fluorescencia, o con su delegado de ventas.

4. Correcta alineacion del haz de luz del microscopio.
Consulte las instrucciones del manual del microsco-
pio de fluorescencia.

5. La apertura numérica del objetivo. Si se emplea
fluorescencia por luz incidente (Epi), la fluorescen-
cia aumenta exponencialmente con la apertura
numérica (NA) del objetivo. Asi, puede que un
objetivo de 40X con una NA de 0,65 interprete una
o0 mas diluciones como inferiores a las determina-
das con un objetivo de 40X con una NA de 0,85.
La apertura numérica va impresa a un lado del
objetivo.

6. Filtros de supresion. Los filtros de supresion reducen
longitudes de onda de excitacion concretas, y
se pueden utilizar para reducir la sensibilidad. Si
desea mds informacion, consulte el manual de su
microscopio de fluorescencia, o con su delegado
de ventas.

7. Precisién y exactitud de la técnica de dilucion, del
equipo y de la realizacién de los procedimientos
de andlisis.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL
PACIENTE

Para ver Crithidia se recomienda un aumento total de
400X.

Negativos: Se considera que un suero es negativo
para los anticuerpos anti-ADNn si la fluorescencia
del cinetoplasto es igual o inferior a la del pocillo de
control negativo. La tincién del nicleo sin tincion del
cinetoplasto también se considera negativa para los
anticuerpos anti-ADNn.

Positivos: Se considera que un suero es positivo si el
cinetoplasto se tifie de forma discernible con una fluo-

rescencia superior a la del pocillo de control negativo.

Titulos: Para interpretar los titulos, muchos laboratorio
empiezan por el pocillo que contiene la muestra mds
diluida, y van “retrocediendo” hasta la dilucién

1:10. El primer pocillo en el que se aprecie un patrén
claramente discernible de tincién del cinetoplasto
corresponde al titulo que se considera como criterio de
valoracién. Recomendamos utilizar esta técnica para
determinar los criterios de valoracién de los titulos.

INTENSIDAD DE LA FLUORESCENCIA

Es posible semicuantificar la infensidad de la fluores-
cencia con arreglo a las directrices sobre reactivos con
anticuerpos fluorescentes establecidas por los Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, Georgia
(CDC).

4+ Verde manzana brillante (fluorescencia maxima)

3+ Fluorescencia de color verde manzana menos
brillante

2+ Patrédn celular definido, pero fluorescencia tenue

1+ Fluorescencia muy leve

Immuno Concepts, N.A. Ltd. facilita un portaobjetos
est*ndar para la determinacion de laintensidad de la
fluorescencia, FITC QC Slide™, nimero de catdlogo
1900.

NOTIFICACION DE LOS RESULTADOS

Seleccidn: Se indicard si el resultado es positivo o nega-
tivo a la dilucién 1:10.

Titulacién: El resultado que se notifica es el de la Ultima
dilucién en la que se observa una tincidn claramente
discernible del cinetoplasto. Si se obtiene una reaccion
infensa con la dilucion 1:640, se nofificard como igual o
superior a 1:640.

CARACTERISTICAS DE TINCION

Cinetoplasto: Tincién suave o periférica del cinetoplas-

to, cerca de la region flagelar del microorganismo.
Resultado: Positivo para anticuerpos anti-ADNN.
Antigenos: ADNn.
Asociacion a enfermedades: Los titulos elevados
sugieren LES activo (20) o, en caso de LES diagnos-
ticado anteriormente, recurrencia o ausencia de
respuesta al fratamiento (21-23).

Nicleo: Tincion suave, periférica o moteada del
nucleo.
Resultado: Negativo para anticuerpos anti-ADNN.
Antigenos: Antigenos asociados al nicleo (21-23).
Asociacidon a enfermedades: La fincién nuclear posi-
tiva no se asocia a ninguna enfermedad del tejido
conjuntivo concreta.
NOTA: Normalmente los resultados ANA positivos ob-
tenidos con HEp-2 u otros sustratos no producen la
tincién nuclear correspondiente en C. luciliae, p.€j.,
un ANA moteado con HEp-2 no muestra tincion
nuclear moteada en C. lucilice.

Cuerpos basales: Tincion lisa de las dos esferas local-
izadas donde el flagelo se une al microorganismo en el
ectoplasma.
Sinénimos: Pies basales.
Resultados: Negativo para anticuerpos anti-ADNn.
Antigenos: Antigenos asociados al cuerpo basal.
Asociacion a enfermedades: Se ha notificado en
pacientes con LES en quienes no se tife el cineto-
plasto ni el ndcleo (37).

Flagelo: Tincion del flagelo del microorganismo.
Sinénimos: Region de la cola del microorganismo.
Resultados: Negativo para anticuerpos anti-ADNn.
Antigenos: Antigenos desconocidos asociados al
flagelo.

Asociacion a enfermedades: Desconocida.

LIMITACIONES DEL ANALISIS

1. No es posible hacer un diagnéstico baséndose
solo en la deteccién de anticuerpos anti-ADNn. El
médico debe interpretar estos resultados en el con-
texto de la historia y los sinftomas del paciente, los
hallazgos fisicos y otros procedimientos diagndsti-
cos.

2. No se debe iniciar un tratamiento baséndose
exclusivamente en un resultado positivo del andilisis
de anticuerpos anti-ADNn. Antes de iniciar un
fratamiento hay que tener en cuenta las indica-
ciones clinicas, otros hallazgos de laboratorio y la
impresion clinica del médico.



3. Determinados férmacos, como procainamida e
hidralazina, pueden inducir un trastorno similar al
lupus eritematoso. Los pacientes con LE inducido
por farmacos pueden presentan ANA positivos
dirigidos habitualmente contra las histonas nucle-
ares, aungque no se han notificado anticuerpos
anti-ADNn (38-39).

4. Aunque una titulacion elevada de anti-ADNNn
puede ser muy sugerente de LES, no debe consid-
erarse diagndstica, sino parte de la historia clinica
general de un paciente. Es frecuente encontrar
titulos bajos de anticuerpos anti-ADNn en sueros
de pacientes con artritis reumatoide, sindrome de
Sjégren, esclerosis sistémica progresiva, dermato-
miositis, lupus eritematoso discoide y enfermedades
mixtas del tejido conjuntivo (21).

5. Como quiera que existen muchas opciones en
los microscopios de fluorescencia, se recomienda
estandarizar las fuentes de luz, los filtros y los medios
Spticos para comparar los titulos de los pacientes
obtenidos en diferentes laboratorios.

6. Los pacientes en tratamiento con esteroides pu-
eden dar resultados negativos para los anticuerpos
anti-ADNn (40).

VALORES ESPERADOS

El valor previsto en la poblacién normal es negativo a
la dilucién 1:10 utilizada para la seleccion. Determina-
dos farmacos, como hidralacina, pueden inducir la
produccién de anticuerpos ADNN (38-39).

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

Se ha comparado el sistema de andlisis de anticuerpos
anti-ADNn de Immuno Concepts con otros dos sistemas
de deteccién de anticuerpos fluorescentes comercial-
izados (41). En el estudio se utilizaron 103 muestras de
suero de individuos normales y de otros diagnosticados
de lupus eritematoso sistémico (LES), enfermedad mixta
del tejido conjuntivo (EMTC), esclerosis sistémica pro-
gresiva de Raynaud-variante CREST (ESP-CREST), artritis
reumatoide (AR), artritis reumatoide juvenil (ARJ) y otras
enfermedades del tejido conjuntivo. Los sueros fueron
evaluados a las diluciones de seleccién recomendadas
por cada fabricante. En la siguiente tabla 1 se resumen
los resultados del estudio:

TABLA 1
Numero Immuno Fabricante Fabricante
de Concepts
Diagnéstico pacientes Posi.tivos Positivos Positivos
g 1:10 1:10 1:10
LES 30 13 13 11
EMTC/ superposicion o [¢] o
ESP de Raynaud-CREST 17 o o o
AR o o o
ARJ o o o
Otras enfermedades del tejido conjuntivo 9 o [e] o
Controles hospitizados 11 1 1 1
Controles normales 24 o o o

El control hospitalizado que dio positivo en todos los andlisis del ADNn de Crithidia luciliae padecia enfermedad
renal por inmunocomplejos que no cumplia los criterios para el diagndstico de LES.



PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE ADNnN
POR INMUNOFLUORESCENCIA

PREPARACION DEL TAMPON (PBS)

Disuelva el contenido de una bolsa de
tampdn en un litro de agua desionizada o
destilada. El tampdn PBS se puede tapar
y conservar entre 2 y 10 °C durante cuatro
semanas como mAaximo.

DILUCION DE LAS MUESTRAS DE PACIENTE
Seleccion: Disuelva las muestras de paci-
ente a 1:10 anadiendo 0,1 ml (100 pl) de
suero a 0,9 ml de PBS reconstituido.
Titulacion semicuantitativa: Para preparar
series de diluciones dobles de las muestras
de seleccion (p.ej., 1:20, 1:40, 1:80...1:
640), saque 0,5 ml de la diluciéon 1:10 y
mézclelos con 0,5 ml de PBS para obtener
una dilucién 1:20, y asi para las sucesivas
diluciones.

DILUCION DEL CONTROL TITULABLE OPCIO-

NAL

Considere que el control fitulable opcional 9.
es una muestra de paciente no diluida.

Diluya el control a 1:10 anadiendo 0,1 ml

(100 pl) del suero de control a 0,9 mi de PBS
preparado. Prepare diluciones dobles del
control titulable como se ha descrito.

PREPARACION DE LOS PORTAOBJETOS CON
SUSTRATO (20-25 pl/pocillo)
Saque los portaobjetos de las bolsas y

disponga los sueros de control en los pocil-  10.

los de confrol, como se indica: Invierta el
frasco cuentagotas de control y apriete
hasta que se vea una gota en la punta.
Toque suavemente el pocillo de control
con la gota, evitando que la punta del

cuentagotas entre en contacto directo 1.

con la superficie del portaobjetos. Ponga
el control positivo en el pocillo marcado
“+", el negativo en el marcado “-" y una
gota de tampdn PBS en el pocillo marcado
“PBS". Ahada una gota (20-25 pl) de mues-
fra de paciente alos pocillos numerados.
PRECAUCION: SI LA PUNTA DEL CUENTAGO-
TAS TOCA DIRECTAMENTE LA SUPERFICIE
DEL PORTAOBJETOS, SE PUEDE DANAR EL

SUSTRATO DE ANTIGENO. 12.

INCUBACION DE LOS PORTAOBJETOS (3015
minutos a temperatura ambiente, es decir,
entre 18y 24 °C)

Ponga los portaobjetos en una cdmara cu-
bierta y hUmeda (bastard con una placa
de Pefri con una toalla de papel humede-
cida). Incube con la tapa puesta durante
30 minutos (£5 minutos) a temperatura
ambiente (18-24 °C).

ENJUAGUE CON PBS

Saque los portaobjetos de la bandeja de
laincubadora y acldrelos brevemente con
PBS utilizando una jeringa o una pipeta de
Pasteur o seroldgica. No utilice la jeringa
directamente sobre los pocillos.

NOTA: Para evitar la contaminacién cru-
zada de los portaobjetos con 13 pocillos,
dirija el chorro de PBS a la linea media del
portaobjetos, inclindndolo primero hacia
los pocillos 1-5 y luego hacia los pocillos
6-10.

LAVADO CON PBS (10 minutos)

Lave los portaobjetos con PBS durante

10 minutos, en una placa de tincion de
portaobjetos o en una jarra Coplin. Se
recomienda agitar suavemente al sumergir
el portaobjetos, cuando haya pasado la
mitad del fiempo y al sacarlo. Este lavado
puede durar de 10 a 30 minutos sin que
varien los resultados finales. Una vez uti-
lizada, tire la solucién de lavado PBS. Para
que los resultados sean dptimos cambie
el PBS cuando haya pasado la mitad del
tiempo, y utilice un agitador magnético.

REACTIVO FLUORESCENTE PARA DETECTAR
ANTICUERPOS (cubra los pocillos con 10-12
gotas)

Saque los portaobjetos del PBS de uno en
uno y sumérjalos de 3 a 5 veces en agua
desionizada o destilada. Pase un papel
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secante o una toalla de papel por el

borde del portaobjetos para retirar el agua
sobrante. Vuelva a colocar de inmediato el
portaobjetos en la cdmara de incubacién
y cubra los pocillos por completo con el
reactivo fluorescente para detectar anti-
CUerpos; empiece por poner una gota en
cada pocillo. Repita la operacioén en cada
portaobjetos. El reactivo fluorescente para
detectar anticuerpos ha sido titulado para
compensar el agua desionizada o desti-
lada residual que queda en el portaobjetos
fras el enjuague.

NOTA: Es importante que los pocillos del
portaobjetos no se sequen durante este
procedimiento, pues se podria daiar el
sustrato.

NO SEQUE EL PORTAOBJETOS NI DEJE QUE
PASEN MAS DE 15 SEGUNDOS SIN ANADIR EL
REACTIVO.

INCUBACION DE LOS PORTAOBJETOS (3015
minutos a temperatura ambiente, es decir,
entre 18y 24 °C)

Ponga la tapa de la cédmara de incu-
bacion y clbrala con una toalla de papel
para impedir la exposicién a la luz, sila
cdmara no es opaca. Deje que los portao-
bjetos se incuben 30 minutos (£5 minutos) a
temperatura ambiente (18-24 °C).

ENJUAGUE CON PBS

Retire los porfaobjetos de la bandeja de
la incubadora y enjudguelos brevemente
con PBS. No utilice la jeringa directamente
sobre los pocillos.

LAVADO CON PBS (10 minutos)

Lave los portaobjetos con PBS durante

10 minutos, en una placa de tinciéon de
portaobjetos o en una jarra Coplin. Se
recomienda agitar suavemente al sumergir
el portaobjetos, cuando haya pasado la
mitad del tiempo y al sacarlo. Este lavado
puede durar de 10 a 30 minutos sin que
varien los resultados finales.

PREPARACION DE LOS CUBREOBJETOS
Saque los portaobjetos del PBS de uno en
uno y sumérjalos de 3 a 5 veces en agua
desionizada o destilada. Pase un papel
secante o una toalla de papel por el
borde del portaobjetos para refirar el agua
sobrante.

NO SEQUE EL PORTAOBJETOS NI DEJE QUE
PASEN MAS DE 15 SEGUNDOS SIN PONER

EL CUBREOBJETOS. Afiada 4 6 5 gotas de
medio de montaje semipermanente en

la linea media de cada portaobjetos.
Coloque el cubreobjetos con cuidado,
evitando que se formen bolsas de aire, ha-
ciendo bajar suavemente el cubreobjetos
de un lado del portaobjetos al ofro.

NOTA: Si pone demasiado medio de pre-
paracion puede que la fluorescencia de
fondo sea elevada debido a la disemi-
nacién de la luz, o que la resolucion de las
células no sea clara (imagen borrosa). Si ha
puesto demasiado medio de preparacion,
puede reftirarlo del portaobjetos secando
suavemente el cubreobjetos con papel
secante o para lentes, evitando cualquier
movimiento directo del cubreobjetos.

ASISTENCIA TECNICA: 916-363-2649
o correo electrénico:
techservice@immunoconcepts.com



NDNA-FLUORESZENZ-TESTSYSTEM
NUR ZUR IN VITRO-DIAGNOSTIK

INDIKATION: Dies ist ein indirekter Fluoreszenz-Antikér-
pertest fUr den semiquantitativen Nachweis von anti-
nDNA Antikérpern in humanem Serum. Der Test dient als
Hilfestellung bei der Diagnose von systemischem Lupus
erythematodes.

ZUSAMMENFASSENDE ERKLARUNG DES TESTS

Der Terminus antinukledre Antikdrper (ANA) ist ein
Oberbegriff zur Beschreibung von Autoantikérpern
gegen verschiedene Zellkernproteine. Frihere Studien
dieser Autoantikdrper, die mit Immunofluoreszenztec-
hniken arbeiteten, haben einige wenige Spezifitéten
von Zellkernproteinen aufgezeigf (1). Wegen der hohen
Korrelation positiver ANA mit systemischem Lupus
erythematosus (SLE) ist diese Erkrankung bei negativen
ANA grundsdtzlich auszuschlieBen (2).

Auch wenn DNA-spezifische Antikérper weiterhin eine
hohe Korrelation mit SLE (3) aufweisen, wurde in den
letzten Jahren eine Reihe nukledrer (4) und zytoplas-
mischer (5-7) MakromolekUle nachgewiesen und mit
anderen Bindegewebserkrankungen in Verbindung
gebracht (8-10). Einige dieser Antikdrper haben of-
fenbar einen diagnostischen und/oder prognostischen
Wert bei systemischer Sklerose (11, -12), gemischter
Bindegewebskrankheit (13-15), Sjégren-Syndrom (16,
-17), Polymyositis (18) und rheumatoider Arthritis (19).
Aus diesem Grunde werden ANA Tests mittlerweile als
allgemeine Screening-Methode zum Nachweis von
Bindegewebskrankheit anerkannt (20).

Patienten mit systemischem Lupus erythematosus (SLE)
kénnen Antikérper gegen eine ganze Reihe nukledrer
Antigene produzieren. Die gegen Sm (Smith-Antigen)
und nDNA gerichteten Antikérper zeigen jedoch die
héchste Korrelation mit der Krankheit (20). Gegen Sm
gerichtete Antikdrper weisen eine gefleckte ANA-Far-
bung auf, gegen nDNA gerichtete Antikdrper erzeugen
indessen eine homogene ANA-Fdrbung. Auch wenn
im Serum von Patienten mit rheumatoider Arthritis,
Sjégren-Syndrom, progressiver systemischer Sklerose,
Dermatomyositis, diskoidem Lupus erythematosus

und gemischter Bindegewebskrankheit (21) niedrige
Spiegel von nDNA-Antikdrpern vorhanden sind, so
freten hohe Spiegel von nDNA-Antikérpern dagegen
fast ausschlieBlich bei SLE auf. Man geht davon aus,
dass Antikérper gegen nDNA an der Pathogenese
der meisten schweren Varianten von SLE beteiligt sind,
wenn sie als Immunkomplex abgelagert werden (22).
Antikérper gegen nDNA treten bei hohen Titrierungen
auf, und da sie mit der Krankheitsaktivitat korrelieren
(23), ist ihr Nachweis fur die Behandlung von SLE-Pati-
enfen von Bedeutung.

FUr den Nachweis von nDNA-Antikérpern steht eine
Reihe von Assays zur Verfigung. Zu den am héufigsten
verwendeten Methoden zdhlen indirekte Immunofluo-
reszenz, Radioimmuntest, Kontraimmunelektrophorese
und Immundiffusion (24-27). Das nDNA-Testsystem

von Immuno Concepts arbeitet mit der Methode der
indirekten Fluoreszenz-Antikérper (IFA). Serum-Antikdrper
mit Reaktivitét auf nDNA werden durch Verférbung des
Kinetoplast im Organismus Crithidia luciliae nachgewi-
esen (34). C. luciliae ist ein fir Menschen apatho-
gener Parasit der SchmeiBfliege. Der Kinetoplast dieser
H&moflagellaten ist Teil des groBen Mitochondriums, in
dem die helixférmige nDNA konzentriert ist (33-34). Im
Elektronenmikroskop erscheint der Kinetoplast als leicht
konkave, scheibenférmige Struktur, die mitochondriale
Cristae und fibrése DNA-Masse enthdilt (35). Der Kineto-
plast liegt zwischen dem zentralen Nukleus und dem
Basalkdrper des Flagellum. Da die nDNA des Kinetoplast
keine Kontamination durch einstrangige DNA (ssDNA)
aufweist, werden mdégliche Probleme mit falsch-posi-
tiven Reakfionen auf ssDNA, die bei einem Radioim-
muntest mit Kalbsthymus-DNA auftreten kdnnen, so gut
wie eliminiert (28-33).

TESTPRINZIP

Das IC nDNA Testsystem arbeitet mit der Methode der
indirekten Fluoreszenz-Antikérper, wie sie von Weller
und Coons zuerst beschrieben wurde (36). Dabei
werden Patientenproben mit Anfigensubstrat inkubiert,
um spezifische Bindungen von Autoantikdrpern an
Kinetoplast-nDNA zu ermdglichen. Wenn nDNA-Antikér-
per vorhanden sind, bildet sich ein stabiler Antigen-
Antikérperkomplex. Nach dem Waschen, bei dem
nicht-spezifische Antikérper entfernt werden, wird das
Substrat mit einem anti-Human-Antikérperreagens, das
an Fluoreszein konjugiert ist, inkubiert. Bei positivem
Ergebnis bildet sich ein stabiler dreiteiliger Komplex,
bestehend aus an humane anti-nDNA-Antikérper
gebundenen Fluoreszenz-Antikdrpern, welche ihrerseits

an nDNA-Antigen gebunden sind. Dieser Komplex kann
mit Hilfe eines Fluoreszenz-Mikroskops sichtbar gemacht
werden. In positiven Proben weisen der Kinetoplast oder
Kinetoplast und Nukleus eine helle apfelgrine Fluo-
reszenz im Organismus von Crithidia luciliae auf. Wenn
die Probe fUr nDNA negativ ist, zeigt der Kinetoplast
keinerlei Fluoreszenz.

SYSTEMKOMPONENTEN (IM LIEFERUMFANG EN-
THALTEN)

Verwendung: S&mtliche Komponenten werden
gebrauchsfertig geliefert, ohne dass Aliquotieren oder
eine Rekonstitution erforderlich sind (mit Ausnahme des
PBS-Puffers, der vor Gebrauch in deionisiertem oder
destilliertem Wasser aufgeldst werden muss).

Aufbewahrung: Alle Komponenten kdnnen gekihlt bei
2-10 °C aufbewahrt werden. Nach Rekonstitution sollte
PBS-Puffer in Behdltern mit Schraubverschluss bei 2-10 °C
aufbewahrt werden.

Stabilitdt: Alle Komponenten sind bis mindestens

12 Monate nach Herstellungsdatum stabil. Keine
Komponenten nach Uberschreiten des Verfallsdatums
verwenden.

REAKTIVE REAGENZIEN

Substrattréger: *Katalognummer 3007 (sieben Verti-
efungen); 3013 (dreizehn Vertiefungen). Objekttrager
for nDNA-Substrat mit sieben bzw. dreizehn Vertiefun-
gen, mit direkt in den Testvertiefungen stabilisierter
Crithidia luciliae. Durch eine spezielle Konstruktion wird
die Gefahr der Kreuzkontamination der Vertiefungen
bei den Tests minimiert. Die Objekttrdger beinhalten
Kontrollvertiefungen fUr positive, negative und PBS-Re-
agenzien zur Erleichterung der korrekten Interpretation
der Ergebnisse.

Positivkontrolle: Katalognummer 3021. Gebrauchsfer-
tiger Tropfer mit 1,0 ml positivem Human-Kontrollserum
mit NDNA-Antigen-spezifischen Antikdrpern. Dieses
Serum erzeugt eine helle positive Verférbungsreaktion
des Kinetoplast auf dem Crithidia luciliae-Substrat von
Immuno Concepts. Dieses Reagens enthdlt 0,1 % Natri-
umazid als Konservierungsmittel.

Titrierbares Kontrollserum: Katalognummer 3026.
Gebrauchsfertiges Fidschchen mit 1,0 ml positivem
Human-Kontrollserum zur unverdinnten Verwendung
als Patientenprobe. Dieses Reagens enthdlt 0,1 %
Natriumazid als Konservierungsmittel. Siehe Etikett fir
Titrierungswert.

Negativkontrollserum: Katalognummer 3031. Ge-
brauchsfertiger Tropfer mit 1,0 ml negativem Hu-
man-Kontrollserum. Das Negativkontrollserum erzeugt
keinerlei spezifische Verférbung des Kinetoplast auf
dem Cirithidia luciliae-Substrat von Immuno Concepts.
Dieses Reagens enthdlt 0,1 % Natriumazid als Konservier-
ungsmittel.

Fluoreszenz-Antikérperreagens: Katalognummer 3009
(2.0 ml), 3075 (23 ml). Anti-human-IgG, (schwere und
leichte Ketten) von der Ziege, an Fluoreszein-Isothio-
cyanat (FITC) konjugiert. Gebrauchsfertiges Reagens in
Prézisions-Tropffidschchen mit 9,0 ml fir alle 10 Objekt-
tréger im Lieferumfang des Testkits. Dieses Reagens
enthdlt 0,1 % Natriumazid als Konservierungsmittel.

*Dieser Objekttrdger ist durch mindestens eines der fol-
genden US- und anderen Patente geschitzt: 4387972,
D-274261, D-273261, Patent 1171302 in Kanada, andere
Patente angemeldet.

NICHT-REAKTIVE REAGENZIEN

PBS-Waschpuffer: Katalognummer 1011. Phosphat-ge-
puffertes Kochsalzpulver (0,01 M, pH 7,4 £ 0,2). Jeder
Beutelinhalt reicht fUr 1 Liter gebrauchsfertigen Puffer.
(Ein Beutel Pufferpulver fUr je fUnf Objekttrager ist im
Lieferumfang des Testkits enthalten).

Herstellung: Einen Beutel Pufferpulver in 1 Liter deionisi-
ertem oder destilliertem Wasser aufidsen und gekihlt
bei 2-10 °C bis zu 4 Wochen aufbewahren, oder bis
Anzeichen von Kontamination oder andere sichtbare
Ver&nderungen zu erkennen sind.

Semipermanentes Eindeckmedium: Katalognummer
1111. Gebrauchsfertiges Tropf-Fidschchen mit 5,0 mi
Glycerol-basiertem Montagemedium, pH 9,1 +0,2.
Dieses Reagens enthdlt 0,1 % Natriumazid als Konservier-
ungsmittel.

Deckgldser: Katalognummer 1041. Jede Packung
enthdlf zehn Deckgl&ser 24x60 mm Nr. 1.
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ZUSATILICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN (NICHT
IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN)

Prézisionspipetten fir Volumina von 20-25 pl.

Coplin-Glaszylinder oder Farbungsschalen

Spritzlasche oder Pasteur-Pipetten

Serologische Pipetten.

Deionisiertes oder destilliertes Wasser.

Testréhrchen zur Herstellung von SerumverdUnnun-
gen.

Saugpapier oder Papierhandticher.

Einmal-Latexhandschuhe.

Mehrere 1-Liter-Behdlter mit Schraubverschluss (fur
PBS-Waschpuffer).

Laborstoppuhr.

Fluoreszenz-Mikroskop mit 495 nm Erregerfilter und 515
nm Sperrfilter.

SICHERHEITSHINWEISE

1. S@mtliche zur Herstellung von Kontroliseren fr
dieses Produkt verwendeten Materialien humanen
Ursprungs wurden nach von der FDA anerkannten
Methoden negativ (nicht wiederholt reaktiv) auf
Antikérper gegen HIV-1, HIV-2, Hepatitis-C (HCV)
und Hepatitis-B-Oberfldchenantigen (HBSAG)
getestet. Keine Testmethode kann jedoch mit
absoluter Sicherheit nachweisen, dass keine HIV-1,
HIV-2, Hepatitis-C oder Hepatitis-B-Viren oder
andere infektiése Agenten vorhanden sind. Daher
sollten alle Kontroliseren wie potenziell infektitse
Materialien gehandhabt werden.

2. Alle Patientenproben sollten nach den Anforderun-
gen fUr Biosafety Level 2 behandelt werden, wie fir
potenziell infektidses humanes Serum und andere
Blutbestandteile empfohlen in: Centers for Disease
Control / National Institutes of Health Manual:
Biosafety in Microbiological and Biomedical Labo-
ratories, Ausgabe 1984.

3. Ein VerdUnnen der Bestandteile oder eine Zugabe
von nicht zum Kit gehdrenden Reagenzien kann die
Qualitat der Ergebnisse beeintréchtigen.

4. Einige Reagenzien enthalten Natriumazid (0,1 %) als
Konservierungmittel. Natriumazid kann mit Blei- oder
Kupferinstallationen reagieren und hochexplosive
Metallazidsalze bilden. Beim Entsorgen der Reagen-
zien mit reichlich Leitungswasser nachspdlen, damit
im Abfluss keine RUckstéinde verbleiben. Natri-
umazid ist giftig und kann bei Verschlucken toxisch
wirken.

5. DerKit ist ausschlieBlich zur In vitro-Diagnostik
bestimmt.

6. Falls hdmolysierte oder lipdmische Seren verwendet
werden mussen, die Seren durch Hitzeeinwirkung
(30 Minuten bei 56 °C) inaktivieren, um optimale
Ergebnisse zu erzielen. Mikrobiell kontaminierte
Seren durfen nicht verwendet werden.

7. Das fitrierbare Kontrollserum ist fur die Uberwac-
hung der Chargen- und Testlauf-Ubergreifenden
Reproduzierbarkeit bestimmt. Es ist nicht zur Mes-
sung der Gesamtsensibilitéit oder Spezifitéit des Tests
bestimmt.

8. In Bereichen, in denen mit Patientenproben oder
Kitreagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen, essen
oder frinken.

9. Verspritzen von Reagenzien und Erzeugung von
Aerosolen vermeiden.

10. Die angegebenen Inkubationszeiten und Temper-
aturwerte genau einhalten, andernfalls kdnnten die
Ergebnisse verfdlscht werden.

11. Eine Kreuzkontamination der Reagenzien oder Pro-
ben kann ebenfalls zu falschen Ergebnissen fUhren.

12. Wiederverwendbare Glasartikel missen vor
Gebrauch gewaschen und grindlich ausgespUlt
werden, um sdmtliche Waschmittelricksténde zu
entfernen. Die Glasartikel mUssen vor Gebrauch
sauber und frocken sein.

13. Vor der Testdurchfihrung mUssen alle Reagenzien,
Objekttréiger und Proben auf Zimmertemperatur
(18-24 °C) gebracht werden.

14. Beim Arbeiten mit Proben und Reagenzien sind
grundsdtzlich Einmal-Latexhandschuhe zu tfragen.
Danach grindlich Hande waschen.

15. Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien

oder Proben kann das Ergebnis verfdlschen.

. Niemals mit dem Mund pipettieren und Kontakt der
Reagenzien und Proben mit Haut und Schleim-
hduten vermeiden. Bei Kontakt mit viel Wasser und
desinfizierender Seife waschen.

o~

PROBENGEWINNUNG

Probenentnahme: Nach Méglichkeit sollten Serumpro-
ben hergestellt werden. Dazu durch Venenpunktion in
ein steriles Vakuumréhrchen oder durch ein anderes
geeignetes Blutentnahmesystem aseptisch ca. 5 ml

Vollblut entnehmen. Das Blut bei Zimmertemperatur (18-
24 °C) gerinnen lassen. Danach muss das Serum so bald
wie moglich durch Zentrifugation abgetrennt werden,
um H&molyse zu vermeiden.

Storsubstanzen: Stark hédmolytische, lipdmische oder
durch Mikrobenwachstum verunreinigte Seren sowie
Seren von Ikteruspatienten dirfen nicht verwendet
werden, weil diese Zustdnde zu falschen Ergebnissen
fOhren kdnnen. Proben mit sichtbaren Verunreinigungen
mUssen vor Verwendung zentrifugiert werden.

Aufbewahrung: Serumproben kénnen bei einer Temper-
atur von 2-10 °C maximal eine Woche lang aufbewahrt
werden. Sollen die Proben I&nger aufbewahrt werden,
mUssen sie bei mindestens -20 °C eingefroren werden.
Serum darf nicht in einem KUhlschrank oder Gefrier-
schrank mit Abtauautomatik gelagert werden.

ACHTUNG: Wiederholtes Einfrieren / Auftauen von
Patientenproben ist zu vermeiden. Andernfalls kdn-
nen falsch-positive oder falsch-negative Ergebnisse
auftreten.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die korrekte Interpretation der Ergebnisse hdngt von der
deutlichen Erkennung der verschiedenen morpholo-
gischen Merkmale des Organismus von Crithidia luciliae
ab.

Flagell
Basalkorper

Zellkern

Zytoplasmatische

Organelle
Kinetoplast

Die AuBenhUlle der meisten Protozoen besteht aus einer
Pellikula aus Lipoprotein. Im Inneren dieser Pellikula liegt
die Plasmamemibran. Die Plasmamembran umgibt das
Lytoplasma, bestehend aus a) der GuBeren Ektoplas-
maschicht mit Basalkérper und Flagellum und b) dem
Endoplasma, einem innen sehr fiissigen Zytoplasma,
das den Nukleus, Kinetoplast und andere Organellen
enthdlf.

Pellikula, Plasmamembran, Basalkérper und Flagellum
gelten als permanente Bestandteile des Organismus,
wobei einzelne Zellen nur eine geringe Lagevariabilitat
aufweisen. Auch wenn der Kinetoplast im Allgemeinen
ndher am Basalkdrper liegt als der Nukleus, kann die
exakte Position dieser Organelle auf Grund der flissigen
Konsistenz des Endoplasma von Zelle zu Zelle variieren.

Um den Kinetoplast vom Nukleus klar zu unterscheiden,
die positive Kontrollvertiefung ansehen. Der Kinetoplast
befindet sich stets n&dher am Flagellum (siehe Abbildung
oben). Die negative Kontrollvertiefung zeigt keine Ver-
férbung des Kinetoplast, die positive Kontrollvertiefung
weist dagegen eine Verfdrbung des Kinetoplast auf.
NUR EINZELNE, GENAU DEFINIERTE ORGANISMEN IN JE-
DEM FELD ABLESEN. DIE MORPHOLOGIE DER EINZELNEN
ORGANISMEN KANN AUF GRUND FIXIERUNG WAHREND
DES ANWACHSENS VARIIEREN.

QUALITATSSICHERUNG

In den fir die Qualitétssicherung vorgesehenen Verti-
efungen sollten Positiv-, Negativ- und PBS-Kontrollldufe
durchgefUhrt werden. Die positive Kontrollvertiefung
sollte eine helle apfelgrine Fluoreszenz im Kinetoplast
von Crithidia luciliae aufweisen, mit oder ohne Verfér-
bung des Nukleus. Die negative Kontrollvertiefung sollte
keine Verférbung des Kinetoplast zeigen.

Die PBS-Kontrollvertiefung wird zur Beobachtung
nicht-spezifischer Verférbungen durch das Antikdrper-
Reagens verwendet und sollte keine grine Fluoreszenz
aufweisen. Wenn die Kontrollvertiefungen nicht die be-
schriebenen Merkmale aufweisen, ist der Test ungiltig
und muss wiederholt werden.

OPTIONALE TITRIERBARE KONTROLLE

Beim Auswerten der Titrierungen beginnen viele Labore
mit der Vertiefung, die die Probe mit der gréBten
VerdUnnung enthdlt, und fahren mit der Auswertung
»hach hinten" zur 1:10-Verdinnung fort. Die erste
Vertiefung, in der eine deutliche Verférbung des
Kinetoplast sichtbar ist, ist der Titrierungsendpunkt. Wir
empfehlen diese Vorgehensweise zur Bestimmung des
Titrierungsendpunkts.

In unserem Labor wurde der mittlere Titrierungsbereich
(+ eine VerdUnnung nach oben oder unten, vom Mittel
ausgehend) fUr diese Chargennummer festgelegt;
dieser gilt als Richtwert. Mit Hilfe dieser Kontrolle kann
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jedes Labor die Reproduzierbarkeit (Prdzision) seiner
NDNA-Tests selbst einschatzen. Da diese Kontrolle nicht
als Indikator fUr die Titrierungsgenavigkeit vorgesehen
ist, muss jedes Labor seinen eigenen mittleren Titrier-
ungsendpunkt fUr diese Probe festlegen und sollte diese
Informationen zur Bewertung der Reproduzierbarkeit
(Prazision) ihrer Testldufe heranziehen.

FUr jede Chargennummer wurde durch mehrere Tes-
tidufe mit dieser titrierbaren Kontrolle, unter Verwend-
ung des nDNA-Testsystems von Immuno Concepts, ein
mittlerer Titrierungswert ermittelt. Chargennummer, mit-
tlere Titrierung und Titrierungsbereich (+ eine Zweifach-
Verdinnung nach oben oder unten, ausgehend vom
Mittel) sind auf dem Etikett des Fidschchens verzeichnet
und sollten zur Messung der Systemleistung herangezo-
gen werden.

Die in unserem Labor ermittelten Werte kdnnen von
lhren eigenen Werten abweichen. Zahlreiche Faktoren
kénnen Einfluss auf Ihre Ergebnisse nehmen; hier einige
Beispiele:

1. Die Art der verwendeten Lichtquelle. Quecksil-
ber-Lichtquellen produzieren bei 495 nm mehr
Erregerenergie als Quarz/Halogen. Quecksilber-
Lichtquellen mit 50 Watt, 100 Watt und 200 Watt
weisen bei 495 nm nur geringe Unterschiede in der
Erregerenergie auf. Quarz/Halogen-Lichtquellen mit
100 Watt erzeugen bei 495 nm mehr Erregerenergie
als solche mit 50 Watt.

2. Zustand und Alter der Lichtquelle. Dies gilt be-
sonders fUr Quecksilber-Lichtquellen, bei denen in
der Regel vor dem Durchbrennen eine allmdhliche
Reduzierung der Erregerenergie bei 495 nm zu
beobachten ist. Dieser allmdhliche RUckgang der
Erregerenergie kann im Verlauf mehrerer Wochen
zu einem deutlichen Sensibilitatsverlust fUhren. Das
Problem kann durch FUhren eines Lampenprotokolls
vermieden werden. FUr beste Ergebnisse empfiehlt
es sich, 50 Watt-Quecksilberbirnen nach 100 Stun-
den und 100 oder 200 Watt-Quecksilberbirnen nach
200 Stunden auszuwechseln. Bei Quarz/Halogen-Li-
chtquellen tritt in der Regel vor dem Durchbrennen
keine allmd&hliche Reduzierung der Erregerenergie
auf.

3. Die Art des verwendeten Erregerfilters. Interferenz-
Erregerfilter bieten hohere Sensibilitét Uber eine viel
schmalere Wellenl&nge als Absorptions-Erregerfilter.
Ziehen Sie fUr weitere Informationen die Gebrauch-
sanweisung zu lhrem Fluoreszenz-Mikroskop zu Rate
oder wenden Sie sich an den Verkdufer.

4. Korrekte Ausrichtung des Lichtwegs im Mikroskop.
Dazu die Anweisungen in der Gebrauchsanweisung
zu lhrem Fluoreszenz-Mikroskop lesen.

5. Die Blendendffnung des Objektivs. Bei Epi (Auflicht-
Fluoreszenz) kann die Fluoreszenz exponential
erhoht werden, da die Blendendffnung des
Objektivs additiv vergréBert wird. Auf diese Weise
kann ein Objektiv mit 40-facher VergréBerung mit
einer Blendendffnung von 0,65 unter Umsténden ein
bis zwei VerdUnnungen tiefer gehen als das gleiche
Objektiv mit einer Blendendffnung von 0,85. Die
Blendendffnung ist seitlich am Objektiv aufge-
druckt.

6. Unterdrickungsfilter. Mit Unterdrickungsfiltern kon-
nen spezifische Erreger-Wellenléngen reduziert und
zur Reduzierung der Sensibilitat verwendet werden.
Ziehen Sie fUr weitere Informationen die Gebrauch-
sanweisung zu lhrem Fluoreszenz-Mikroskop zu Rate
oder wenden Sie sich an den Verk&ufer.

7. Prézision und Genauigkeit der Verdinnungstechnik,
der AusrUstung und der AusfUhrung der Testver-
fahren.

INTERPRETATION DER PATIENTENERGEBNISSE
Zum Betrachten der Crithidia wird eine 400-fache
VergréBerung empfohlen.

Negative Reaktion: Ein Serum ist als negativ fir Anti-
korper gegen nDNA zu werten, wenn die Kinetoplast-
Fluoreszenz geringer als oder gleich der negativen
Kontrollvertiefung ist. Eine Verférbung des Nukleus ohne
Verfarbung des Kinetoplast ist ebenfalls als negativ fir
Antikérper gegen nDNA zu werten.

Positive Reaktion: Ein Serum ist als positiv zu werten,
wenn der Kinetoplast eine deutlich sichtbare Verfér-
bung mit gréBerer Fluoreszenz als die negative Kontrolle
aufweist.

Titrierungen: Beim Auswerten der Titrierungen begin-
nen viele Labore mit der Vertiefung, die die Probe mit
der gréBten Verdinnung enthdilt, und fahren mit der
Auswertung ,,nach hinten” zur 1:10-Verdinnung fort. Die
erste Vertiefung, in der eine deutliche Verfarbung des

Kinetoplast sichtbar ist, ist der Titrierungsendpunkt. Wir
empfehlen diese Vorgehensweise zur Bestimmung des
Titrierungsendpunkts.

FLUORESZENZ-INTENSITAT

Die Fluoreszenz-Intensitat kann semiquantisiert werden,
wenn die Richtlinien zu Fluoreszenz-Antikdrperreagen-
zien, wie sie von den Centers for Disease Control and
Prevention, Aflanta, Georgia (CDC) aufgestellt wurden,
befolgt werden.

4+
3+
2+
1+

briliant gelb-grin (maximale Fluoreszenz)
weniger brilliante gelb-grine Fluoreszenz

klare Zellstruktur, jedoch schwache Fluoreszenz
duBerst schwache Fluoreszenz

Zur Bestimmung der Fluoreszenz-Intensitat ist ein Stan-
dard-Objekttrager, FITC QC Slide™, Katalognummer
1900, von Immuno Concepts N.A., Ltd. erhdltlich.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE
Screening: Die Ergebnisse des Tests sind als positiv oder
negativ bei 1:10-VerdUnnung anzugeben.

Titrierung: Die letzte ReihenverdUnnung, in der eine
deutliche Verfarbung des Kinetoplast sichtbar ist, ist

als Ergebnis anzugeben. Ergebnisse mit einer starken
Reaktion bei einer Verdinnung 1:640 sind als gréBer als
1:640 anzugeben.

VERFARBUNGSEIGENSCHAFTEN
Kinetoplast: leichte oder periphere Verfdrbung des
Kinetoplast in der Néhe des Flagellum-Bereichs des
Organismus.
Ergebnis: positiv fUr Antikdrper gegen nDNA.
Antigene: nDNA.
Assoziierte Erkrankung: hohe Titrierungen lassen auf
aktiven SLE schlieBen (20), oder, falls SLE bereits friher
diagnostiziert wurde, auf ein Wiederauftreten der
Krankheit oder mangelhaftes Therapie-Ansprechen
(21-23).

Nukleus: leichte, periphere oder gefleckte Verfdrbung
des Nukleus.
Ergebnis: Negativ fir Antikdrper gegen nDNA.
Antigene: mit dem Nukleus assoziierte Antigene
(21-23).
Assoziierte Erkrankung: positive Verférbung des
Nukleus kann auf nicht-spezifische Bindegewebsk-
rankheit schlieBen lassen.
HINWEIS: Positive ANA-Ergebnisse mit HEp-2 oder
anderen Substraten erzeugen in der Regel keine ent-
sprechende Verfdrbung des Nukleus bei C. luciliae.
Beispielsweise erzeugt ein geflecktes ANA mit HEp-2
keine fleckige Verfarbung des Nukleus bei C. luciliae.

Basalkérper: leichte Verfarbung der beiden Sphéren an
der Verbindungsstelle des Kérpers des Organismus mit
dem Flagellum im Ektoplasma.
Synonyme Bezeichnung: BasalfiBe.
Ergebnis: Negativ fir Antikérper gegen nDNA.
Antigene: mit dem Basalkdrper assoziierte Antigene.
Assoziierte Erkrankung: wurde von SLE-Patienten beri-
chtet, bei denen keine Verférbung des Kinetoplast
oder des Nukleus auftrat (37).

Flagellum: Verfdrbung des Flagellums des Organismus.
Synonyme Bezeichnung: Schwanzbereich des
Organismus.

Ergebnis: Negativ fUr Antikdrper gegen nDNA.
Antigene: mit dem Flagellum assoziierte unbekannte
Antigene.

Assoziierte Erkrankung: nicht bekannt.

EINSCHRANKUNGEN DES TESTS

1. Esist nicht méglich, lediglich auf der Basis des
Nachweises von nDNA-Antikdrpern eine Diagnose
zu stellen. Der Arzt muss die Ergebnisse im Zusam-
menhang mit Krankengeschichte und Symptomen
des Patienten, den Ergebnissen der kérperlichen
Untersuchung und anderen diagnostischen Meth-
oden inferpretieren.

2. Lediglich auf Grund eines positiven Testergebnisses
fOr anti-nDNA-Antikérper sollte keine Behandlung
initiiert werden. Fir eine Behandlung missen auch
klinische Symptome, andere Laborergebnisse und
der Gesamteindruck des Patienten auf den behan-
delnden Arzt herangezogen werden.

3. Einige Medikamente, darunter Procainamid und
Hydralazin, kdnnen eine Lupus erythematosus-
&hnliche Erkrankung induzieren. Patienten mit
Medikamenten-induziertem LE kénnen unter Um-
sténden positive ANA aufweisen, die in der Regel
gegen nukledre Histone gerichtet sind; es wurde
aber auch Uber Antikdrper gegen nDNA berichtet
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(38-39).

4. Auch wenn ein hoch-titriertes nDNA als starkes

Indiz fUr SLE zu sehen ist, ist der diagnostische
Wert gering. Das Ergebnis sollte vielmehr in
Zusammenhang mit dem klinischen Gesamtprofil
des Patienten bewertet werden. Im Serum von
Patienten mit rheumatoider Arthritis, Sjogren-
Syndrom, progressiver systemischer Sklerose,
Dermatomyositis, diskoidem Lupus erythematosus
und gemischter Bindegewebskrankheit sind oft
niedrige Titrierungen von anti-nDNA vorhanden
(21).

. Wegen der zahlreichen fUr Fluoreszenz-Mikros-
kope verfugbaren Optionen empfehlen wir, bei
Vergleichen von Patienten-Titrierungen zwischen
verschiedenen Laboren mit standardisierten
Lichtquellen, Filtern und optischen Gerd&ten zu
arbeiten.

Patienten, die sich einer Therapie mit Steroiden
unterziehen, kdnnen negative Ergebnisse fur
NDNA-Antikdrper aufweisen (40).

LEISTUNGSFAHIGKEIT DES TESTS

Das Immuno Concepts nDNA Testsystem wurde im
Vergleich mit zwei anderen im Handel erhdltlichen
Fluoreszenz-Antikérpertests evaluiert (41). Im Rahmen der
Studie wurden 103 Serumproben von normalen Personen
untersucht sowie von Patienten mit u.a. folgenden Diag-
nosen: systemischer Lupus erythematosus (SLE), gemischte
Bindegewebskrankheit (MCTD), Raynaud’sche progres-
sive systemische Sklerose - CREST Variante (PSS-CREST),
rheumatoide Arthritis (RA), juvenile rheumatoide Arthritis
(JRA) und anderen Bindegewebskrankheiten. Die Seren
wurden mit den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen
Screening-VerdUnnungen getestet. Die Ergebnisse der
Studie sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengefasst:

ZU ERWARTENDE WERTE

Der zu erwartende Wert in der normalen Population ist
negativ bei einer Screening-Verdinnung von 1:10. Ei-
nige Medikamente, wie etwa Hydralazin, kénnen die
Produktion von nDNA-Antikérpern induzieren (38-39).

TABELLE 1
Anzahl Immuno Hersteller Hersteller
der Concepts A B
. Patienten Positive Positive Positive

Diagnose 1:10 1:10 1:10
SLE 30 13 13 11
MCTD / Uberlappung (o] o o
Raynaud'sche PSS-CREST 17 o o o
RA o o o
JRA o o o
Andere gemischte Bindegewebskrankheit =] o o o
Hospitalisierte Kontrollen 11 1 1 1
Normale Kontrollen 24 o o o

Die hospitalisierten Kontrollen, die bei allen Crithidia luciliae nDNA Tests positiv waren, hatten Immunkomplex-Nie-
renerkrankung, welche die Kriterien fur eine Diagnose von SLE nicht erfullten.
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NDNA-FLUORESZENZ-

PUFFER (PBS) REKONSTITUIEREN 8.
Inhalf eines Beutels mit PBS-Pufferpulver in
einem Liter deionisiertem oder destilliertem
Wasser aufidsen. Die PBS-Waschpufferlo-

sung kann verschlossen und gekUhlt bei

2-10 °C bis zu vier Wochen aufbewahrt

werden.

Patientenproben verdinnen

Screening: Patientenproben 1:10 verdin-
nen, indem 0,1 ml (100 pl) Serum zu 0,9 ml
rekonstituiertem PBS zugegeben werden.
Semiquantitative Titrierung: Zur Herstellung
von zweifachen Reihenverdinnungen
der Screening-Proben (z.B. 1:20, 1:40, 1:
80...1:640), 0,5 ml von der 1:10 VerdUn-
nung frennen und mit 0,5 ml PBS mischen,
um eine Verdinnung von 1:20 zu erzielen,
anschlieBend auf diese Weise weitere
VerdUnnungen herstellen.

VERDUNNEN DES OPTIONALEN TITRIERBAREN
KONTROLLSERUMS

Die optionale fitrierbare Kontrolle als un-
verdinnte Patienfenprobe behandeln. Das
Kontrollserum 1:10 verdinnen, indem 0,1 ml

(100 pl) Kontrollserum zu 0,9 ml rekonstitui- 9.
ertem PBS zugegeben werden. Zweifache
Reihenverdinnungen des fifrierbaren Kon-
trollserums wie oben beschrieben herstel-

len.

SUBSTRATTRAGER VORBEREITEN (20-25
ul/Vertiefung)

Objekttréger aus der Folie entnehmen

und Kontrollseren wie folgt in den Konfroll- 10.
vertiefungen platzieren: Tropfflasche mit
Kontrollserum umdrehen und vorsichtig

drUcken, bis an der Spitze ein Tropfen

austritt. Den Tropfen vorsichtig in die
entsprechende Kontrollvertiefung geben, 11.
dabei direkten Kontakt der Tropferspitze

mit der Oberfléche des Objekttragers
vermeiden. Das positive Kontrollserum in die

mit “+" markierte Vertiefung, das nega-

tive Kontrollserum in die mit “-" markierte
Vertiefung und einen Tropfen PBS-Puffer in

die mit “PBS" markierte Vertiefung geben.

1 Tropfen (20-25 pl) Patientenprobe in die
nummerierten Vertiefungen geben.

ACHTUNG: DIREKTER KONTAKT DER TROPFER-  12.

SPITZE MIT DEM OBJEKTTRA“GER KANN DAS
ANTIGEN-SUBSTRAT BESCHADIGEN.

OBJEKTTRAGER INKUBIEREN (30 * 5 Minuten
bei Zimmertemperatur, 18-24 °C)
Objekttréger in eine feuchte, bedeckte
Schale legen (z. B. Petrischale mit ange-
feuchtetem Papierhandtuch). 30 Minuten
(+ 5 Minuten) bei Zimmertemperatur (18-24
°C) abgedeckt inkubieren lassen.

PBS-SPULUNG

Objekttréger aus der Inkubationsschale
nehmen und mit Spritzflasche, Pasteur- oder
serologischer Pipette kurz mit PBS spUlen.
Den Puffer nicht direkt in die Vertiefungen
einspritzen.

HINWEIS: Um bei Objekttragern mit 13
Vertiefungen eine Kreuzkontamination zu
vermeiden, den PBS auf die Mittellinie des
Objekttrégers spritzen, dabei den Tréger
zuerst in Richtung Vertiefungen 1-5 neigen,
anschlieBend in Richtung Vertiefungen 6-10.

PBS-WASCHVORGANG (10 Minuten)
Objekttréger in einem entfsprechenden
GefaB 10 Minuten mit PBS waschen (Glas-
zylinder, Schale). Beim Eintauchen, in der
Mitte des Waschvorgangs und beim Her-
ausnehmen leicht hin- und herbewegen.
Der Waschvorgang kann ohne Auswirkung
auf die Testergebnisse auf 10-30 Minuten
ausgedehnt werden. PBS-Waschlésung
nach Gebrauch entsorgen. Fur opfimale
Ergebnisse sollfe nach Ablauf der halben
Waschzeit der PBS-Waschpuffer gewechselt
und ein magnetischer RUhrer verwendet
werden.
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TESTVERFAHREN

FLUORESZENZ-ANTIKORPERREAGENS (Verti-
efungen mit 10-12 Tropfen befiillen)
Jeweils einen Objekitrager aus dem
PBS-Puffer nehmen und 3-5 Mal in deio-
nisiertes oder destilliertes Wasser tauchen.
UberschUssiges Wasser durch Ausklopfen
auf Saugpapier oder Papierhandtuch
entfernen. Objekffréger sofort wieder in
die Inkubationskammer geben und die
Vertiefungen vollstandig mit Fluoreszenz-
Antikérperreagens fullen; beginnend mit
einem Tropfen pro Vertiefung. Vorgang

fUr alle Objekttréger wiederholen. Das
Fluoreszenz-Antikdrperreagens wurde fitriert,
um fUr auf dem Objekttrdger verbliebenes
deionisiertes oder destilliertes Wasser zu
kompensieren.

HINWEIS: Es ist wichtig, dass die Vertiefun-
gen auf dem Objekttréger wdhrend dieses
Vorgangs nicht austrocknen, andernfalls
kann das Substrat beschadigt werden.
DEN OBJEKTTRAGER NICHT TROCKEN
TUPFEN ODER WISCHEN, ODER LANGER ALS
15 SEKUNDEN OHNE FLUORESZENZ-ANTIKOR-
PERREAGENS STEHEN LASSEN.

OBJEKTTRAGER INKUBIEREN (30 * 5 Minuten
bei Zimmertemperatur, 18-24 °C)

Deckel auf Inkubationskammer setzen und
mit Papierhandtuch abdecken, um das
Eindringen von Licht zu vermeiden, falls die
Kammer durchsichtig ist. Objekttréiger 30
Minuten (£ 5 Minuten) bei Zimmertempera-
tur (18-24 °C) inkubieren lassen.

PBS-SPULUNG

Objekttréger aus der Inkubationsschale
nehmen und kurz mit PBS spUlen. Den Puffer
nicht direkt in die Vertiefungen einspritzen.

PBS-WASCHVORGANG (10 Minuten)
Objekttréger in einem entsprechenden
GefaB 10 Minuten mit PBS waschen (Glas-
zylinder, Schale). Beim Eintauchen, in der
Mitte des Waschvorgangs und beim Her-
ausnehmen leicht hin- und herbewegen.
Der Waschvorgang kann ohne Auswirkung
auf die Testergebnisse auf 10-30 Minuten
ausgedehnt werden.

DECKGLAS AUFSETZEN

Jeweils einen Objekttrdger aus dem
PBS-Puffer nehmen und 3-5 Mal in deio-
nisiertes oder destilliertes Wasser tauchen.
Uberschissiges Wasser durch Ausklopfen
auf Saugpapier oder Papierhandtuch
entfernen.

DEN OBJEKTTRAGER NICHT TROCKEN
TUPFEN ODER WISCHEN, ODER LANGER ALS
15 SEKUNDEN OHNE DECKGLAS STEHEN LAS-
SEN. 4-5 Tropfen semipermanentes Einde-
ckmedium entlang der Mittellinie jedes Ob-
jekttrégers hinzugeben. Deckglas vorsichtig
in Position bringen; dabei LufteinschlUsse
vermeiden; hierzu das Deckglas vorsichtig
an einem Ende des Objekttragers aufsetzen
und auf das andere Ende herablassen.
HINWEIS: Uberschissiges Montagemedium
auf dem Objekttréger kann wegen der
Lichtstreuung oder wegen ungenigender
Aufldsung der Zellen (verschwommenes
Bild) zu einem hohen Fluoreszenz-Hinter-
grund fohren. Uberschissiges Montage-
medium kann vom Objekttrager entfernt
werden, indem das Deckglas mit Saug-
papier abgetupft wird, ohne es dabei zu
bewegen.

TECHNISCHE UNTERSTUTZUNG: +916-363-2649
oder via E-Mail:
techservice@immunoconcepts.com



FLUORESCERANDE NDNA TESTSYSTEM
FOR DIAGNOSTISK ANVANDNING IN VITRO

AVSEDD ANVANDNING: Detta dr ett indirekt fluo-
rescerande antikroppstest fér halvkvantitativ detektion
av anti-nDNA antikropp i humanserum. Detta testsystem
skall anvéndas som ett hiélomedel vid diagnostisering
av systemisk lupus erytematosus.

SAMMANFATINING OCH FORKLARING AV TESTET

Antinukledr antikropp (ANA) &r en allmé&n term som
anvands for att beskriva autoantikroppar mot olika
celinukledra proteiner. Tidiga studier av dessa autoan-
tikroppar med hjdlp avimmunofluorescerande teknik
uppvisar ett litet antal nukledrproteinspecificiteter (1).
Tack vare det hdga sambandet mellan positiv ANA
med systemisk lupus erytematosus (SLE) utesluter nega-
tiv ANA i huvudsak sjukdomen (2).

Aven om DNA-specifika antikroppar fortfarande har
ett hdgt sjukdomssamband med SLE (3), har under
senare ar eft antal nukledra (4) och cytoplasmiska (5-7)
makromolekyler upptdckts och associerats med andra
bindvévssjukdomar (8-10). Eftersom vissa av dessa
antikroppar ser ut att kunna anvéndas i diagnostiskt
och/eller prognostiskt syfte vid progressiv systemisk
skleros (11-12), blandad bindvavssjukdom (13-15), Sj6g-
rens syndrom (16-17), polymyosit (18) och reumatoid
artrit (19), har ANA-festning nu erkénts som et allmant
screeningredskap for bindvdvssjukdom (20).

SLE-patienter kan producera antikroppar mot flera olika
nukledra antigener, men antikroppar som dr rikfade
mot Sm (Smith-antigen) och nDNA uppvisar det hégsta
sambandet med sjukdomen (20). Antikroppar riktade
mot Sm uppvisar ett idckigt ANA-férgningsmonster,
medan antikroppar riktade mot NDNA i allm&nhet
uppvisar ett homogent ANA-férgningsménster. Aven
om patienter med reumatoid artrit, Sjdgrens sjukdom,
progressiv systemisk skleros, dermatomyosit, skivformig
lupus erytematosus och blandad bindvavssjukdom (21)
kan ha ldga nDNA-antikroppnivéer, &r hdga nDNA-
antikroppnivder sé& gott som uteslutande fallet vid

SLE. Antikroppar mot nDNA tros ha eft samband med
patogenesen vid de flesta svara varianter av SLE, nér
dessa avsatter sig som immunkomplex (22). Antikroppar
mot NDNA férekommer i héga antikroppnivéer, och
eftersom de d&r associerade med sjukdomens aktivitet
(23) ar det viktigt att de upptécks fér behandlingen av
SLE-patienterna.

Flera analyser finns tillgéngliga fér detektion av
nDNA-antikroppar. Féljande metoder anvands

mest: Indirekt immunfluorescens, radioimmunanalys,
konfraimmunelekirofores samt immundiffusion (24-27).
Immuno Concepts nDNA-testsystem d&r en indirekt
fluorescerande antikropp (IFA)-metod. Serumantikropp,
reaktiv mot nDNA, detekteras genom fdrgning av
kinetoplasten inuti organismen Crithidia luciliae (34) .
C. luciliae &r en parasit pd spyflugan och inte patogen
fér ménniskor. Dessa hemoflagellaters kinetoplast r en
del av den stora mitokondrie, i vilken det spiralformade
nDNA:et &r koncentrerat (33-34). P& elekironmikrografi-
er syns kinetoplasten som en ndgot konkav skivformad
struktur innehdllande mitokondrisk crista och en fiorés
DNA-massa (35). Kinetoplasten &r belégen mellan den
cenfralf placerade kdrnan och flagellens basala knut.
Eftersom kinetoplast-nDNA inte innehdller négra enfi-
briga DNA (ssDNA)-smittémnen, gdr det praktiskt taget
att utesluta eventuella problem med falskt positiva
reaktioner pd ssDNA, vilket kan férekomma med DNA-
radioimmunanalys pd kalvbrdss (28-33).

TESTPRINCIP

Immuno Concepts nDNA-test anvénder den indirekta
fluorescerande antikroppteknik som férst beskrivits av
Weller och Coons (36). Patientprov odlas med antigen-
substrat for att tilldta specifik bindning av autoantikrop-
par fill kinetoplast-nDNA. Om det férekommer nDNA-
antikroppar bildas ett stabilt antigen/antikroppkomplex.
Efter tvattning for att aviéigsna ospecifika antikroppar
odlas substratet med en anfihuman antikroppreagens
konjugerad med fluoroscein. Om resultatet dr positivt
bildas ett stabilt komplex i fre delar bestdende av

en fluorescerande antikropp bunden till en human
anti-nDNA-antikropp, som i sin tur &r bunden fill en
nDNA-antigen. Detta komplex kan studeras i ett
fluorescerande mikroskop. | positiva prover uppvisar
kinetoplasten eller kinetoplasten och k&rnan en klar dp-
pelgrén fluorescens inuti organismerna Crithidia luciliae.
Om provet & nDNA-negativt uppvisar kinetoplasten
ingen fluorescens.

SYSTEMKOMPONENTER (MATERIAL SOM MEDFOLJER)

Anvdndning: Alla komponenter levereras bruksférdiga
utan krav pd delning eller rekonstitution (férutom
PBS-bufferten som mdste 6sas upp i avjoniserat eller
destillerat vatten fére anvandning).

Férvaring: Alla komponenter kan kylférvaras i 2-10 °C.
Efter rekonstitution skall PBS-bufferten forvaras i skruv-
lockbehdllare under kylning i 2-10 °C.

Stabilitet: Alla komponenter &r stabila i minst tolv
manader frén tillverkningsdatum. Anvénd ingen kom-
ponent efter dess utgdngsdatum.

REAKTIVA REAGENSER

Objektglas for substrat: *Katalognr 3007 (sjubrunnars),
3013 (trettonbrunnars). Sju- eller frettonbrunnars NDNA-
substratobjektglas med Crithidia luciliae stabiliserade
direkt pd testbrunnarna. Ett unikt vallgravsformat objek-
tglas minimerar korskontamination mellan brunnarna
under analysen. Objektglaset innehdller kontrollbrunnar
som dr positivt eller negativt betecknade samt PBS fér
att underlatta korrekt tolkning av resultat.

Positiv kontroll: Katalognr 3021. Bruksfardig pipettampull
innehdllande 1,0 ml positivt humankontrollserum med
antikropp specifik fér NDNA-antigener.

Detta serum uppvisar en ljus positiv férgningsreaktion pd
kinetoplasten p& Immuno Concepts Chrithidia luciliae-
substrat. Denna reagens innehdller 0,1 % natriumazid
som konserveringsmedel.

Titrerbart kontrollserum: Katalognr 3026: Bruksférdig
ampull innehdllande 1,0 ml positivi humankontrollserum
som skall behandlas som ett outspdtt patientprov.
Denna reagens innehdller 0,1 % natriumazid som
konserveringsmedel. Se ampullens etikett fér uppgift om
antikroppniva.

Negativt kontrollserum: Katalognr 3031. Bruksfardig
pipettampull innehdllande 1,0 ml negativt humankon-
frollserum. Det negativa kontroliserumet uppvisar ingen
specifik férgning av kinetoplasten i Immuno Concepts
Crithidia luciliae-substrat. Denna reagens innehdller 0,1
% natriumazid som konserveringsmedel.

Fluorescerande antikroppreagens: Katalognr 3009 (9,0
ml), 3075 (23 ml). Getantihuman IgG (tunga och I&tta
kedjor) konjugerade med fluorescein isotiocyanat
(FITC). Reagensen levereras bruksfdrdig i precision-
spipettflaskor med 9,0 ml fér vart tionde objektglas i
kompletta testsatser. Denna reagens innehdller 0,1 %
natriumazid som konserveringsmedel.

*Detta objektglas ¢r skyddat genom ett eller flera av
féljiande amerikanska eller utléndska patent: 4387972,
D-274261, D-273261, kanadensiskt patent 1171302 och
ovriga inplanerade patent.

ICKE-REAKTIVA REAGENSER

PBS buffertpulver: Katalognr 1011. Fosfatbuffrat saltlds-
ningspulver (0,01 M, pH 7,4 + 0.2). Varje pdse innehdller
tilr&ekligh med buffertpulver fér att ge 1 liter. (En pdse
med buffertpulver levereras for vart femte objektglas i
kompletta testsatser).

Framstéllining: Sénderdela en pdse buffertpulver i 1 liter
avjoniserat eller destillerat vatten, téck och férvara
avkylti2-10 °C i upp fill fyra veckor, eller tills det syns
tecken pd kontamination eller andra synliga féréndrin-
gar.

Halvpermanent monteringsmedium: Katalognr 1111.
Bruksfardig pipettampull innehdllande 5,0 mi glycer-
olbaserat monteringsmedium, pH 9,1 £ 0,2. Denna
reagens innehdller 0,1 % natriumazid som konserverings-
medel.

Skyddsremsor: Katalognr 1041. Varje bunt innehdller fio
24 x 60 mm skyddsremsor nr 1 av glas.

YTTERLIGARE MATERIAL SOM BEHOVS
(MEDFOLIER EJ)

Volymetriska pipetter for pipettering av 20-25 l
volymer
Coplin-kérl eller fargningsskalar
Kiédmflaska eller Pasteur-pipetter
Serologiska pipetter
Avjoniserat eller destillerat vatten
Provrér fér att framstdlla serumsp&dningar
Laskpapper eller pappershanddukar
Engdngshandskar av latex
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Enliters skruvlockbehdllare (for PBS-buffert)

Laboratorietidur

Fluorescerande mikroskop med 495 nm matarfilter
och 515 nm sparrfilter.

FORSIKTIGHET

1. Allt material av humant ursprung som anvdants for
att férbereda kontroller f6r denna produkt har tes-
tats med en FDA-godkdnd metod och visat sig vara
negativt (inte upprepat reaktivt) fr antikroppar
mot humant immunbristvirus-1, humant immunbrist-
virus-2 (HIV-1 och HIV-2), hepatit C-virus (HCV) samt
hepatit B ytantigen (HBsAg) . Ingen testmetod kan
helt och hdllet garantera att det inte férekommer
HIV-1, HIV-2, hepatit C-virus, hepatit B-virus eller an-
dra smittémnen. D&rfér skall all kontrollsera hanteras
som potentiellt smittsamt material.

2. Alla patientprover pd biosdkerhetsnivé 2 skall
hanteras enligt rekommendationerna fér eventuellt
smitfsamt humanserum eller blodprov i manu-
alen frén Centfrum fér Sjukdomskontroll/Nationella
hdlsoinstitut: Biosdkerhet i mikrobiologiska och
biomedicinska laboratorier, 1984 &rs upplaga.

3. Spddning av komponenter eller byte till andra kom-
ponenter &n de som medfdljer detta system kan ge
moftséigande resultat.

4. Natriumazid (0,1 %) anvénds som konserverings-
medel. Natriumazid kan reagera med bly- eller
kopparledningar och bilda explosiva metallazidsal-
ter. N&r reagenser kasseras skall man darfér spola
med stora mdngder kranvatten fér att avidgsna
eventuella rester i rérsystemen. Natriumazid dr ett
gift och kan vara toxiskt vid fortéring.

5. Denna sats ér avsedd for diagnostisk anvéndning in
vitro.

6. Om hemolyserat eller lipemiskt sera maste anvan-
das, skall inaktivt sera vérmas i 30 minuter i 56 °C for
att uppnd optimala resultat. Mikrobiellt kontamin-
erat sera skall inte anvéndas.

7. Det titrerbara kontrollserumet &r avsett att anvan-
das for att dvervaka reproducerbarheten mellan
olika loter eller serier. Det &r inte avsett f6r m&tning
av den totala sensitiviteten eller analysens specific-
itet.

8. Undvik att réka, Gta eller dricka i omrdden dar
prover eller satsreagenser hanteras.

9. Undvik alltid sténk eller alstring av aerosoler.

10. Andra inkubationstider och temperaturer én de
angivna kan orsaka felaktiga resultat.

11. Korskontamination mellan reagenser eller prover
kan ge felaktiga resultat.

12. Ateranvandningsbart glas méste tvattas och nog-
grant skéljas frén rengdringsmedel fére anvan-
dning. Allt glas mdste rengéras och torkas fére
anvandning.

13. Placera alla reagenser, objektglas och prov i rums-
temperatur (18-24 °C) fére anvéndning.

14. Anvé&nd engdngshandskar av latex vid hantering
av prover och reagenser, och tvatta hdnderna
noggrant efterdt.

15. Mikrobisk kontamination av reagenser eller prov kan

ge felaktiga resultat.

. Pipettera aldrig med munnen och undvik att
komma i kontakt med reagenser och prov med
hud eller slemhinnor. Tvétta med bakteriedddande
tval och rikligt med vatten om kontakt &ndd intraf-
fat.

o~

PROVTAGNING

Provtagning: Serum rekommenderas som prov. Cirka 5
ml helblod skall tas aseptiskt genom venpunktion med
hjélp av ett sterilt vakuumblodtagningsror eller annat
I&mpligt blodtagningssystem. Lat blodet koagulera i
rumstemperatur (18-24° C). Serum skall s& snart som
mojligt separeras frdn koagler genom centrifugering for
att minimera hemolys.

Stérande substanser: Sera som uppvisar en hég grad
av hemolys, ikterus, lipemi, eller mikrobiell fillvéxt bor
infe anvandas, eftersom dessa betingelser kan leda fill
felaktiga resultat. Prover som innehdller synliga partiklar
bor klargdras genom centrifugering fére testning.

Forvaring: Sera kan férvaras i 2-10 °C under hogst en
vecka. Om analysen fordrdjs ytterligare skall sera frysas
i-20 °C eller Iagre. Serum bdr inte férvaras i sjdlvavfrost-
ande kylskap eller fryslagerrum.

VARNING: Upprepad frysning/upptining av patientprov-
er kan ge felaktigt positiva eller negativa resultat.

TOLKNING AV RESULTAT

Korrekt tolkning av resultatet beror pd om det var enkelt
att k&nna igen Crithidia luciliae-organismens olika
morfologiska kénnetecknen.

Basal
Knut

Karna

Cytoplasmiska

Organeller Kinetoplast

Det yttre holiet pd de flesta protozoer bestdr av en tunn
hinna av lipoprotein. Plasmamembranet ligger inuti
denna tunna hinna. Plasmamembranet omsluter cy-
toplasman bestdende av a) ett ytire ektoplasmalager
som omfattar basal knut och flagell och b) endoplas-
man, en mycket flytande inre cytoplasma som omfattar
k&rnan, kinetoplasten och andra organeller.

Den tunna hinnan, plasmamembranet, den basala
knuten och flagellen ses i almd&nhet som fasta fixturer
inuti organismen, med liten variabilitet i placering frén
cell till cell. Aven om kinetoplasten i allmdnhet &r beld-
gen nérmare den basala knuten &n kérnan, kan den
exakta placeringen av denna organell variera frén cell
till cell beroende p& endoplasmans flytande konsistens.

Granska den positiva kontrollbrunnen fér att klart sér-
skilja kinetoplasten fran k&rnan. Kinetoplasten dr alltid
belégen ndrmare flagellen (se bild ovan). Till skillnad
frédn den positiva kontrollen uppvisar den negativa
kontrollorunnen ingen kinetoplastfargning.

STUDERA ENDAST ENSKILDA, VALDEFINIERADE ORGAN-
ISMER INOM VARJE FALT. MORFOLOGIN KAN VARIERA
FRAN ORGANISM TILL ORGANISM PA GRUND AV FIX-
ERING UNDER LOGGFASENS GRADVISA TILLVAXT.

KVALITETSKONTROLL

Positiva, negativa och PBS-kontroller bor kéras i de
brunnar som tilhandahdlls fér kvalitetskontroll pd varje
objektglas. Den positiva kontrollen skall uppvisa ljust
Appelgron fluorescens i Chrithidia lucilioe-kinetoplasten,
med eller utan férgning av k&rnan. Den negativa kon-
trollen uppvisar ingen férgning av kinetoplasten.
PBS-kontrollen anvdnds fér att observera ospecifik
faérgning av antikroppreagensen och bér inte uppvisa
nagon grén fluorescens. Om kontrollerna inte ser ut en-
ligt beskrivningarna &r testet ogiltigt och bér géras om.

TILLHORANDE TITRERBAR KONTROLL

Vid avldsning av antikroppnivéer bérjar manga labora-
torier med att I&dsa den brunn som innehdller det mest
spddda provet och laser “bakldnges” till spddningen 1:
10. Den férsta brunnen med klart urskiljoar kinetoplast-
fargning &r antikroppnivdns dndpunkt. Vi rekommen-
derar denna teknik for att faststélla antikroppsnivans
Aandpunkter.

Det medelvdérde och spridningsomrade fér antik-
roppnivan (£ en sp&dning pd var sin sida om medelvar-
det) som bestémts for detta lotnummer har faststdllts i
vart laboratorium och uppges som végledning. Denna
kontroll tilhandahalls fér att varje laboratorium skall

ha tillgdng till NDNA-testningens reproducerbarhet
(precision). Eftersom kontrollen inte &r avsedd att vara
en indikator p& antikroppnivdns precision, bér varje
laboratorium etablera sitt eget medelvarde for antik-
roppnivans dndpunkt for provet i frédga och anvdnda
denna information fér att f& tillgang till reproducerbar-
heten (precisionen) mellan olika serier.

Genom upprepade analyser av denna titrerbara
kontroll med anvéndande av Immuno Concepts
fluorescerande nDNA-testsystem har ett medelantik-
roppvarde etablerats fér varje lotnummer. Lotnumret,
medelvardet och spridningsomrddet for antikroppnivan
(+ en dubbel spadning pd& vardera sidan om medelvar-
det) finns angiven p& ampullens etikett, och bar anvén-
das som vagledning for testsystemets prestanda.

De varden som erhdlls i vart laboratorium kan skilja sig
frén era. N&gra av de manga faktorer som kan inverka
pd resultaten kan omfatta, men &rinte begrénsade fill:

1. Vilken typ av ljuské&lla som anvdnds. Ljuskdllor av
kvicksilver ger hdgre exciteringsenergi vid 495 nm
&n kvarts/halogen. Ljuskdllor av kvicksilver pd 50
watt, 100 watt och 200 watt skilier sig ndgot i ex-
citeringsenergi vid 495 nm. Kvarts-/halogenljusk&llor
pd 100 watt ger hogre exciteringsenergi vid 495 nm
&n kvarts-/halogenljuskdllor pd 50 watt.

2. Ljuskdallans skick och dlder. Detta gdller framfér allt
for ljuskdllor av kvicksilver, som i allmdnhet uppvisar
en gradvis minskning i exciteringsenergi vid 495 nm,
innan de smdlter ned. Denna gradvisa minskning
i exciteringsenergi kan leda fill en avsevard forlust
i kanslighet &ver flera veckors tid. Detta problem



kan undvikas genom att man fér en tidsloggbok.
For bdsta resultat: Byt ut 50 watts glédiampor av
kvicksilver efter 100 timmar och 100 eller 200 watts
glédlampor av kvicksilver efter 200 timmar. Kvarts-/
halogenljuskdllor uppvisar i allm&nhet ingen gradvis
minskning i exciteringsenergi, innan de smdilter ned.

3. Viken typ av matarfilter som anvénds. Stérnings-
matarfiter ger stérre kdnslighet dver en mycket
smalare véglangd &n absorptionsmatarfilter. Se
bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet
eller kontakta sdljaren for mer information.

4. Korrekt justering mikroskopets ljusbana. Se bruksan-
visningen till det fluorescerande mikroskopet fér mer
information.

5. Objektivets numeriska bldndaréppning. Med
infallande ljusfluorescens (Epi) dkar fluorescensen
exponentiellt, medan den numeriska bldn-
daréppningen (NA) ékar additivt. Detta kan géra
att ett 40X-objektiv med en NA pd 0,65 IGser en eller
flera spddningar lagre én ett 40X-objektiv med en
NA p& 0,85. Den numeriska blandaréppningen stér
angiven pd sidan av objektivet.

6. Sparrfilter. Sparrfiltret minskar de speciella ex-
citeringsvagldngderna och kan anvéndas for att
minska k&nsligheten. Se bruksanvisningen fill det
fluorescerande mikroskopet eller kontakta séljaren
fér mer information.

7. Precision och exakthet i spadningsteknik, utrustning
och testmetodernas utférande.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT

400 gangers total forstoring rekommenderas for att
studera Chrithidia.

Negativt: Ett serum betraktas som negativt fér antikrop-
par mot NDNA om kinetoplastfluorescensen &r mindre
&n eller lika med den negativa kontrollbrunnen. Nukledr
fargning, utan kinetoplastfargning, betraktas ocksd som
negativt fér antikroppar mot NDNA.

Positivt: Ett serum betraktas som positivt, om kineto-
plasten uppvisar en klart urskiljbar férgning med en
fluorescens stérre &n den negativa kontrollbrunnen.

Antikroppnivaer: Vid avidsning av antikroppnivéer
bériar ménga laboratorier med att I&sa den brunn som
innehdller det mest sp&dda provet och Iaser “baklén-
ges"” till sp&dningen 1:10. Den férsta brunnen med klart
urskilibar kinetoplastfargning ér antikroppnivéns and-
punkt. Virekommenderar denna teknik for att faststélla
antikroppsnivans andpunkter.

FLUORESCENSENS INTENSITET

Fluorescensens intensitet kan semikvantifieras enligt de
riktlinjer for fluorescerande antikroppreagenser som
Centralerna fér kontroll och férebyggande av sjukdom,
Atlanta, Georgia, USA (CDC) har uppréttat.

4+ Lysande gulgron (maximal fluorescens)

3+ Mindre lysande gulgrén fluorescens

2+ Avgrdnsat cellmdnster, men svag fluorescens
1+ Mycket ddmpad fluorescens

Ett standardobjektglas for faststéllande av dessa
fluorescerande intensiteter, FITC QC Slide™, katalog-
nummer 1900, kan bestdllas fran Immuno Concepts
N.A., Ltd.

RESULTATRAPPORTERING

Screening: Resultatet skall rapporteras som positiva eller
negativa vid spddning 1:10.

Bestamning av antikroppniva: Resultatet skall rap-
porteras som den sista seriesp&dningen med klart
urskilibar férgning av kinetoplasten. Resultat med en
stark reaktion vid spddning 1:640 skall rapporteras som
stérre &n 1:640.

FARGNINGSKARAKTARISTIK
Kinetoplast: En jdmn eller perifer férgning av den kineto-
plast som finns i ndrheten av organismens flagelléra
omrade.
Resultat: Positiv for antikroppar mot nDNA.
Antigener: nDNA.
Sjukdomssamband: Héga antikroppnivéer tyder p&
aktiv SLE (20), eller vid tidigare diagnostiserad SLE,
Gterkommande sjukdom eller bristande respons p&
behandling (21-23).

Kdrna: En jamn, perifer, eller ficckig férgning av karnan.
Resultat: Negativ for antikroppar mot nDNA.
Antigener: Nukledrassocierade antigener (21-23).
Sjukdomssamband: Positiv nukledr férgning kan tyda

pd ospecifik bindvdavssjukdom.

OBSERVERA: Positiva ANA-resultat som erhdllits
genom HEp-2 eller andra substrat ger normalt inte
motsvarande nukledra fargning pd C. lucilice. Till
exempel bevisar inte en fldckig ANA genom HEp-2
nukledr fargning pd C. lucilice.

Basala knutar: En jémn fargning av de bada omraden
som @&r beldgna ddér organismknuten ansluter till lagel-
len i ekfoplasman.
Synonymer: Basala fotter.
Resultat: Negativ for antikroppar mot nDNA.
Antigener: Antigener associerade med basal knut.
Sjukdomssamband: Rapporterade hos SLE-patienter
som inte uppvisar ndgon kinetoplast- eller nukledr
férgning (37).

Flagell: Fargning av organismens flagell.
Synonymer: Organismens svansomréde.
Resultat: Negativ for antikroppar mot nDNA.
Antigener: Okdnda flagellassocierade antigener.
Sjukdomssamband: Okdnt.

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Diagnos kan infe stéllas enbart pd grundval av
detektion av anti nDNA-antikropp. Ldkaren mdste
tolka dessa resultat med hdnsyn fill patientens
historia och symptom, de fysiska upptéckterna och
6vriga diagnostiska metoder.

2. Behandling boér inte pabdrjas enbart pd grund-
val av etft positivt test f6r anti NDNA-antikroppar.
Kliniska symptom, andra laboratorieupptéckter
och l&karens Kliniska intryck méste beaktas innan
behandling p&bdrjas.

3. Vissa ldkemedel, inklusive procainamid och hy-
dralazin, kan orsaka en lupus erytematos-liknande
sjukdom. Patienter med I&kemedelsinducerad LE
kan uppvisa positiva antinukledra antikroppar, vika
i allménhet ar riktade mot nukledra histoner, &ven
om antikropp fill NDNA ocksé har rapporterats (38-
39).

4. Aven om en hégt titrerad nDNA i hég grad kan
tyda pd SLE, bér detta inte betraktas diagnostiskt,
utan snarare ses som en del av patientens totala
sjukdomshistoria. Ldga nDNA-antikroppnivaer &r
ofta fallet med sera hos patienter med reumatoid
artrit, Sjogrens syndrom, progressiv systemisk skleros,
dermatomyosit, skivformig lupus eryfematosus och
blandad bindvavssjukdom (21).

5. Eftersom det finns ménga olika alternativ att tillgd
vad gdller fluorescerande mikroskop, rekommen-
deras att ljuskdllor, filter och optik standardiseras,
ndr man j@mfor patienters antikroppnivder mellan
laboratorier.

6. Patienter under steroidbehandling kan uppvisa
negativa resultat for NDNA-antikropp (40).

FORVANTADE VARDEN

Det férv@ntade vdrdet i den normala populationen &r
negativt i screeningsp&dning 1:10. Vissa Idkemedel, t ex
hydralazin, kan medféra produktion av nDNA-antikrop-
par (38-39).

PRESTANDA

Immuno Concepts nDNA-festsystem utvérderades ge-
nom jémférelse med tvd andra kommersiellt tilgéngliga
fluorescerande antikropptester (41). Studien omfattade
103 serumprover frdn normala individer samt patienter
med diagnoser som omfattade systemisk lupus ery-
tematosus (SLE), blandad bindvévssjukdom (MCTD),
Raynauds progressiva systemisk skleros-CREST-variant
(PSS-CREST), reumatoid artrit (RA), reumatoid artrit hos
barn (JRA) och andra bindvavssjukdomar. Sera testades
vid de screeningsp&dningar som respektive tillverkare
rekommenderade. Studieresultaten sammanfattas i
foljande tabelll.
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TABELL 1

Antal

Immuno

Tillverkare

Tillverkare

patienter Concepts A B
Positiva Positiva Positiva

Diagnos 1:10 1:10 1:10
SLE 30 13 13 11
MCTD / 6verlappning o o o
Raynaud's PSS-CREST 17 o o [e]
RA o o o
JRA 4 o o (o]
Annan bindvavssjukdom 9 o o o
Sjukhuskontroller 11 1 1 1
Normala kontroller 24 o o [¢]

Den sjukhuskontroll som var positiv i alla Crithidia luciliae nDNA-tester uppvisade immunkomplex njursjukdom som

inte motsvarade kriteriet fér SLE-diagnos.
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FLUORESCERANDE nDNA TESTMETOD

REKONSTITUTION AV BUFFERT (PBS)

L6s upp innehdllet i en buffertpdse i en liter
avjoniserat eller destillerat vatten. PBS-
bufferten kan téckas och férvarasi2-10° C i
maximalt fyra veckor.

SPADNING AV PATIENTPROV

Screening: Spdd patientprovet fill 1:10
genom att fillsétta 0,1 ml (100 pl) serum fill
0,9 mlrekonstituerad PBS.

Semikvantitativ bestémning av anti-
kroppniva: For att framstdlla dubbla
seriespddningar av screeningprov (t ex 1:
20, 1:40, 1:80...1:640), avlagsna 0,5 ml av
sp&dningen 1:10 och blanda med 0,5 mlav 9.
PBS for att uppnd spddningen 1:20. Fortsatt
darefter med seriespddningarna pd detta
satt.

SPADNING AV TILLHORANDE TITRERBAR
KONTROLL

Behandla den filhérande titrerbara kon-
frollen som ett ospdtt patientprov. Spdad

kontrollen 1:10 genom att fillsGtta 0,1 ml 10.

(100 pl) kontrollserum i 0,9 ml rekonstituerad
PBS. Framstdll dubbla sp&dningar av den
fitrerbara kontrollen (se skiss ovan).

IORDNINGSTALLANDE AV OBJEKTGLAS FOR 1.

SUBSTRAT (20-25 pl/brunn)

Avlégsna objekiglaset/objektglasen frén
pdsen/pdsarna och placera kontrollsera pd
kontrollserabrunnarna enligt féljande: Vand
upp och ned pad pipettflaskan och kidm
forsiktigt tills det syns en droppe pd spetsen.
For forsiktigt droppen fill ratt kontrollbrunn,
men undvik direktkontakt mellan pipett-

spetsen och objektglasets yta. Placera 12.

den positiva kontrollen pd den brunn som
&r markerad “+", den negativa kontrollen
pd den brunn som dr markerad “-" och en
droppe PBS-buffert p& den brunn som ar
markerad “PBS". Tillsétt 1 droppe (20-25 pl)
patientprov i de numrerade brunnarna.
VARNING: DIREKTKONTAKT MELLAN
PIPETTSPETSEN OCH OBJEKTGLASETS YTA
KAN LEDA TILL ATT ANTIGENSUBSTRATET TAR
SKADA.

ODLING AV OBJEKTGLAS (305 minuter i
rumstemperatur, dvs 18-24 °C)

Placera objektglaset/-n i en fuktig tackt
kammare (en petriskél med fuktad pap-
pershandduk duger). Odla, med locket pd,
i 30 minuter (5 minuter) i rumstemperatur
(18-24°C).

PBS-SKOLINING

Avlégsna objektglaset/-n frén inkubator-
brickan och skélj hastigt med PBS genom
aft anvanda en sprutflaska, Pasteur, eller
serologisk pipett. Spruta inte buffert direkt
pd brunnarna.

OBSERVERA: Led PBS-flédet IGngs objektgla-
sets mittlinje for att undvika korskonfamina-
tion pd trettonbrunnars objektglas genom
aft férst luta glaset mot brunnarna 1-5 och
ddrefter mot brunnarna 6-10.

PBS-TVATINING (tio minuter)

Tvatta objektglaset/-n under tio minuter
med PBS i en objektglasférgskal eller ett
Coplin-kérl. Férsiktig omskakning rekom-
menderas vid nedsénkningen av objektgla-
set, vid mitfpunkten samt vid aviégsnandet.
Denna tvattning kan férldngas med 10-30
minuter utan att de slutliga testresultaten
pdverkas. Kassera PBS-tvattidsningen efter
anvandning. Fér optimala resultat skall PBS
&ndras vid mittpunkten och en magnetisk
blandare anvéndas.

FLUORESCERANDE ANTIKROPPREAGENS
(téck brunnarna med 10-12 droppar)
Avlégsna ett objektglas &t gadngen frén PBS
och doppa 3-5 génger i avjoniserat eller
destillerat vatten. Knacka objektglasets
sida mot I&skpapper eller pappershandduk
for aft aviégsna dverskottsvatten. Aterfor
omedelbart objektglaset till inkubations-
kammaren och t&ck brunnarna helt med
fluorescerande antikroppreagens. Borja

med att placera en droppe i varje brunn.
30

Upprepa detta fér varje objektglas. Den
fluorescerande antikroppreagensen har
fitrerats fér att kompensera fér det avjonise-
rade eller destillerade vatten som finns kvar
pd objektglaset efter skdljning.

OBSERVERA: Det dr vikfigt att objektglasb-
runnarna inte forkar under detta férfar-
ande, annars tar substratet skada.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LA§K-
PAPPER ELLER ANNAT FOREMAL OCH LAT
ALDRIG OBJEKTGLASET STA UTAN FLUO-
RESCERANDE ANTIKROPPREAGENS LANGRE
AN FEMTON SEKUNDER.

ODLING AV OBJEKTGLAS (305 minuter i
rumstemperatur, dvs 18-24 °C)

Placera locket pd& inkubationskammaren
och téck med en pappershandduk for
aft férhindra att det utsatts for ljus, om
kammaren inte &r ogenomskinlig. Odla
objektglaset/-n i 30 minuter (£5 minuter) i
rumstemperatur (18-24 °C).

PBS-SKOLINING

Avlégsna objektglaset/-n frén inkubator-
brickan och skdlj hastigt med PBS. Spruta
inte buffert direkt p& brunnarna.

PBS-TVATINING (tio minuter)

Tvatta objektglaset/-n i tio minuter med

PBS i en objektglasfargskdl eller ett Coplin-
karl. Forsiktig omskakning rekommenderas
vid nedsdnkningen av objekfglaset, vid
mittpunkten samt vid avidgsnandet. Denna
tvattning kan férlédngas med 10-30 minuter
utan att de slutliga testresultaten pdaverkas.

MONTERING AV SKYDDSREMSA

Avlégsna ett objektglas &t gangen frén PBS
och doppa det 3-5 gdnger i avjoniserat
eller destillerat vatten. Knacka objektglasets
sida mot I&skpapper eller pappershandduk
for aft aviégsna dverskottsvatten.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED
LASKPAPPER ELLER ANNAT FOREMAL OCH
LAT DET ALDRIG STA UTAN SKYDDSREMSA
LANGRE AN FEMTON SEKUNDER. Tillséitt 4-5
droppar halvpermanent montferingsme-
dium l&ngs mittlinjen pé& varje objektglas.
Satt forsiktigt skyddsremsan pd plats och
undvik luftfickor genom aftt férsiktigt ldgga
ned skyddsremsan frdn objektglasets ena
&nde fill den andra.

OBSERVERA: Overflddigt monteringsmedium
pd objektglaset kan leda till hdg bakgr-
undsfluorescens p& grund av ljusspridning

, eller brist p& tydlig upplésning av celler
(suddig bild). Overflédigt monteringsmedi-
um kan aviagsnas frén objekfglaset genom
att skyddsremsan forsiktigt torkas med
|&skpapper eller linspapper. Undvik att réra
direkt vid skyddsremsan.

TEKNISK HJALP: +1-916- 363-2649
eller e-mail: techservice@immunoconcepts.com
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