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SISTEMA DE TESTE HEp-2000® COLORZYME® ANA-Ro

Para uso diagnaostico in vitro
Para uso profissional

FINALIDADE DO USO: Este é um sistema enzimatico Indireto de anticorpo para a detecgéo semi-quantitativa de
anticorpos antinucleares em soro humano. Este sistema usa células HEp-2 transfectadas’, que permite uma identificagéo
especifica dos auto-anticorpos SS-A/Ro. Os auto-anticorpos para SS-A/Ro podem apresentar um padrdo de coloracéo
distintivo nas células transfectadas. Quando este padrdo esta presente, ele é considerado uma evidéncia confirmatéria de

gue os anticorpos anti SS-A/Ro estdo presentes.

A auséncia deste padréo distintivo ndo exclui a possibilidade da presenca de anticorpos anti SS-A/Ro.

Este sistema de teste é para ser utilizado como auxilio ha detec¢éo de anticorpos associados com doenga reumética.

REsUMO E EXPLICAGAO DO TESTE

Anticorpo antinuclear (ANA) é um termo geral usado para descrever auto-anticorpos contra varias proteinas nucleares de
células. Estudos recentes destes anticorpos, usados em técnicas imunofluorescentes, revelaram um numero seleto de
proteinas nucleares especificas (1). Devido a alta correlacdo entre ANA positivo e IUpus eritematoso sistémico (SLE),
para um ANA negativo € geralmente descartada a suspeita da doenca (2).

Apesar dos anticorpos especificos para DNA continuem a apresentar uma alta correlacdo com SLE (3), recentemente,
um numero de macromoléculas nucleares (4) e citoplasmaticas (5-7) tém sido detectadas e associadas com outras
doencas de tecido conectivo (8-10). Devido ao fato de alguns desses anticorpos demonstrarem ser de uso para
diagndstico e/ou progndstico da esclerose sistémica progressiva (11-12), doenga mista do tecido conectivo (13-15),
sindrome de Sjogren (16-17), polimiosites (18) e artrite reumatoide (19), o teste de ANA é reconhecido agora como uma
ferramenta geral para triagem para doencas de tecido conjuntivo (20).

A sensibilidade do teste ANA varia com o tipo de substrato utilizado, procedimentos de fixacao, tipo de ANA presente no
soro. Culturas de substratos geralmente mostram maior sensibilidade do que as sec¢des do tecido (21-24). A detec¢éo de
anticorpos para SSA (Ro) é especialmente variavel. Tecidos de roedores ndo contém niveis detectaveis de antigeno SS-A
(Ro) (25), e relatos de deteccao de anticorpos anti SS-A/Ro em substratos de cultura de células tem uma sensibilidade
que varia de 50 a 90% (26-27).

O sistema de ensaio HEp-2000® Colorzyme® ANA-Ro da Immuno Concepts com células epiteliais humanas mitéticas
transfectadas* (HEp-2), representa um dos mais avancados sistemas para deteccdo de ANA. As células HEp-2 com
fases mitéticas apresentam maior sensibilidade no padréo diferencial do classico substrato de rim de rato na deteccao de
anticorpos na esclerose sistémica progressiva (PPS) (28).
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As fases mitéticas ajudam no reconhecimento do padrao diferencial como também na deteccédo de antigenos nucleares
anteriormente nao registrados presente em altas concentragdes nas células mitoticamente ativas (29-31). As células
HEp-2 deste sistema de teste foram transfectadas com multiplas cépias de sequéncia especifica de DNA que carregam a
informacao para os autoantigenos SS-A/Ro. Aproximadamente 10-20% das células transfectadas hiper expressam este
antigeno, assim a deteccao dos anticorpos para SS-A/Ro é mais consistente que nas células que néo foram
transfectadas. Auto-anticorpos para SS-A/Ro podem apresentar um padréo distinto de coloragdo nas células
transfectadas. Quando este padrao estiver presente, € uma evidéncia confirmatéria de que anticorpos anti SS-A/Ro
estdo presentes.

A auséncia deste padréao distintivo ndo exclui a possibilidade da presenca de anticorpos anti SS-A/Ro.

PRINCIPIO DO TESTE

O sistema de ensaio HEp-2000® Colorzyme® ANA-Ro da Immuno Concepts utiliza uma técnica de anticorpo enzimatico.
Amostras de pacientes sdo incubadas com substrato antigeno que permite uma ligacao especifica com dos
autoanticorpos com o nucleo da célula. Se ANAs estiverem presentes, um complexo estavel antigeno-anticorpo é
formado. Apds lavagem para remover os anticorpos ndo-especificos, o substrato é incubado com anticorpos anti-
humanos conjugados com a peroxidade de rabano (HRP). Quando resultados séo positivos,ha a formagdo de um
complexo estavel de trés partes consistindo do conjugado anti humano HRP ligado ao anticorpo antinuclear humano a
qual é ligado ao antigeno nuclear.Este complexo é visualizado pela incubac¢do da lamina no reagente de cor Colorzyme®
gue contém um substrato enzimatico especifico. A reagdo entre a enzima marcada com anticorpo e a enzima especifica
do substrato resulta numa reacdo de coloracéo visivel em microscopio comum Em amostras positivas o ndcleo das
células mostrard uma coloracgao azul-pdrpura com uma coloracdo de padrao caracteristico da distribuicdo do antigeno
dentro das células. Se a amostra for negativa para ANA o nucleo ndo apresentara padrdo de coloracdo claramente
discernivel.O citoplasma pode apresentar uma coloracao fraca enquanto a regido ndo cromoss6mica das células
mitéticas podem apresentar uma coloracdo escura.

COMPONENTES DO SISTEMA- MATERIAIS FORNECIDOS

Uso: Todos os componentes estao prontos para uso, nao precisando, assim, aliquotar ou reconstituir (exceto a Solucao
Tampao de lavagem PBS e o reagente de cor, que deve ser dissolvida em &gua deionizada ou destilada antes de seu
uso).

Armazenamento: Todos os componentes devem ser armazenados sob refrigeracdo entre 2-10°C. Depois da
reconstituicdo, o reagente tampédo PBS deve ser armazenado em recipientes com tampa de rosca e armazenar de 2 °C a
25 °C.

ApOs a reconstituicao o reagente de cor Colorzyme® deve ser armazenado num frasco fechado até 30 dias em
temperatura ambiente.Dependendo da taxa de utilizacdo,, 150 ml de reagente de cor Colorzyme® pode ser usado até 20
laminas.

Estabilidade: Todos os componentes permanecem estaveis por 12 meses apds a sua fabricagcao. Nao utilize qualquer
componente além da sua data de vencimento

REAGENTES REATIVOS

Laminas Substrato : Laminas com substrato ANA usando células HEp-2000® (com formas mitoticas ) cultivadas
e estabilizadas diretamente nos pogos de teste Estas sdo células foram transfectadas com auto antigeno SS-A/Ro.
Lamina exclusiva,projetada para minimizar a contaminacgéo cruzada dos pogos durante o teste. Estas laminas estéo
embaladas com um gés inerte e atdxico que ajuda a manter a estabilidade das células.

Controle Positivo SS-A/Ro : Catalogo No. 2035-Ro. Frasco conta-gotas pronto para uso,contendo 1.0 ml
de soro controle humano positivo especifico para o antigeno SS-A/Ro . Este soro apresenta uma reacao de coloragéo
pontilhado fino que é tipica de anti SS-A/Ro visto no substrato celular HEp-2000® Immuno Concepts. A expressao é
predominantemente na regido nuclear com evidente coloracao nucleolar.Coloracao fraca do citoplasma também podem
ser vistos nas células super expressadas. A regido cromossdmica das células mitéticas demonstram uma reacao de
coloragdo negativa



Controle Positivo Homogéneo [CONTROL| +|: Catalogo No. 2021. Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1.0

ml de soro controle humano positivo especifico para o DNA e/ou antigenos nucleares DNP. Este soro demonstra uma
reacdo de coloracdo homogénea no substrato celular HEp-2000® Immuno Concepts .A regido cromossdmica das células
mitéticas demonstram a mesma reacao de coloragdo homogénea.

Controle Positivo Pontilhado [CONTROL| +|: Catalogo No. 2022. Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1.0 ml

de soro controle humano positivo especifico para os antigenos nucleares Sm e/o@gj RNP. Este soro demonstra reacao de
uma das mais comuns coloragéo pontilhado vistos no substrato celular HEp-2000~ Immuno Concepts. A regido
cromossémica das células mitéticas demonstram uma reacgéo de coloracao negativa.

Controle Positivo Nucleolar [CONTROL| +|: Catalogo No. 2023. Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo 1.0 ml
de soro controle humano positivo especifico para os antigenos nucleolares. Este soro demonstra uma reagéo de
coloracao nucleolar no substrato celular HEp-2000® Immuno Concepts.

Controle Positivo Centromérico : Catalogo No. 2025. Frasco conta-gotas pronto para uso, contendo
1.0 ml de soro controle humano positivo especifico para centrébmero cromossomal (cinetocore). Este soro demonstra
uma discreta reacao de coloracdo pontilhada no substrato celular HEp-2000° Immuno Concepts. A regido
cromossdmica das células mitéticas demonstram uma discreta reagdo pontilhada.

Soro Controle Titulavel : Catalogo No. 2026. Frasco pronto para uso contendo 0.5 ml de soro controle humano para
ser tratado como uma amostra nao diluida de paciente.

Soro Controle Negativo JCONTROL]| - | Catalogo No. 2031. Frasco conta-gotas pronto para uso,contendo 1.0 ml de
soro controle humano. Embora este soro controle negativo possa demonstrar uma fraca reacao citoplasmética com
coloragéo na regido ndo cromossémica das células mitoticas , ndo hd uma coloracdo nuclear de padrao discernivel.

Reagente Anticorpo Enzimético |[CONJ|HRP]: Catalogo No. 4009-Ro (9.0 ml), 4075-Ro (23 ml). Anti humano 1gG
conjugado com peroxidase de rabano (HRP).Reagente pronto para o uso e frascos conta gotas de precisdo com
Reagent com 9.0 ml para cada 10 laminas fonecidas no kit completo.

Reagente de Cor |PWDR]|CRP|: Catalogo No. 4066. P4 substrato enzimético especifico contendo 4-cloro-1-naftol.Cada
envelope contém pé para preparar 150 ml de reagente de cor Colorzyme® auto ativante.

Preparacao: Dissolver o contetido de um envelope em 150 ml de &gua deionizada ou destilada.Misturar até dissolver
completamente. Este reagente de cor é estavel por 30 dias em frasco fechado e em temperatura ambiente. O
reagente de cor pode ser reusado por até 30 dias ou até que ocorra sinais de mudanca de cor ou precipitados.Ap4s
0 reuso,é normal o aparecimento de leve opalescéncia sem precipitado. Dependendo da freqiiéncia do uso, 150 ml
do reagente de cor Colorzyme® pode ser usado para até 20 laminas.

COMPONENTES NAO REATIVOS

Tampdo PBS em pé : Catalogo No. 1011.Tampé&o fosfato salino em pé (0,01 M, pH7,440,2). Cada
envelope contém tampé&o em po suficiente para preparar um litro (Um envelope de tampédo em po6 é fornecida para cada
5 laminas em kit completo)

Preparacao: Dissolver um envelope de tampé&o em p6 em um litro de 4gua deionizada ou destilada tampar e armazenar
entre de 2 °C a 25 °C por até 4 semanas ou até sinais de contamina¢ao ou se outra mudanca visivel ocorrer.

Meio para Montagem semi-permanente [SOLN|MM|: Catalogo N°. 1111. Frasco conta-gotas contendo 5,0 mL de meio
para montagem a base de glicerol, pH 9,1+0,2

Laminulas [CVSLP|: Catalogo N°. 1042. Cada pacote contém dez laminulas de vidro 24 x 64 mm. Laminulas N°. 1.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS — MAS NAO FORNECIDOS

Pipetas volumétricas para dispensar volumes de 20-25 pl



Trés jarras Coplin ou cubas de lavagem

Pisetas ou pipetas Pasteur

Pipetas sorolégicas

Frasco de 1 litro com tampa(para tampé&o PBS)
Frasco com tampa para armazenar o reagente de cor Colorzyme®
Agua deionizada ou destilada

Tubos para diluicao de soros

Lencos ou papel toalha

Camara de incubacao

Luvas descartaveis

Reldgio

Microscopio comum com aumento de 200X e 400X

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

17.

PRECAUCOES

Todos os materiais de procedéncia humana utilizados neste produto foram testados e considerados negativos (ndo
reativo repetidamente) para anticorpos contra o virus - 1 da Imunodeficiéncia humana (HIV — 1), virus - 2 da
Imunodeficiéncia humana (HIV — 2), virus da hepatite C (HCV), e de antigeno de superficie da hepatite B (HbsAg)
pelos métodos aprovados pelo FDA. Porém, nenhum método de teste pode oferecer completa seguranca para o
HIV-1, HIV-2, hepatite C, hepatite B ou outros agentes infecciosos estdo ausentes. Assim, todos materiais do kit
devem ser manipulados da mesma maneira como materiais potencialmente infectantes.

Todas as amostras do paciente devem ser manipuladas com Biosseguranc¢a de Nivel 2 como recomendado para
gualquer soro humano potencialmente infectante ou amostras de sangue conforme o Disease Control/Nacional
Institutes of Health Manual: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, Edicdo 1999.

A diluicdo dos componentes ou substituicdo de outros componentes que sao fornecidos neste sistema pode causar
resultados incompativeis.

A azida sodica (0.1%) é utilizada como um conservante no soro controle. A azida sodica pode reagir com cobre ou
chumbo do encanamento e formar azidas de metal altamente explosiva. Ao descartar os reagentes, lave com amplo
volume de agua para prevenir residuos potenciais no encanamento. A azida sédica € um veneno e pode ser toxico
se ingerida.

Este kit é para ser utilizado em diagndstico in vitro

No caso de soro hemolizado ou lipémico tiver de ser utilizado, inativar por 30 minutos a 56°C para otimizar os
resultados. Soro contaminado microbiologicamente ndo sera devera ser utilizado.

O soro controle titulavel é indicado para uso em monitoramento da reprodutibilidade lote a lote e corrida a corrida.
N&o € indicado como um quantificador de sensibilidade ou especificidade do ensaio

N&o fume, coma ou beba nas areas onde as amostras ou os reagentes do kit sd4o manipulados. Evite espirros e
geracao de aerossois.

Evite espirros e geracao de aerossois.

O tempo e temperatura da incubacao diferente do especificado podem gerar resultados erréneos.

Contaminacéo cruzada de reagentes ou amostras podem dar resultados falsos.

Artigos de vidro reutilizaveis devem ser lavados e enxaguados completamente sem detergentes antes do uso. Todos
os artigos de vidro devem estar limpos e secos antes do uso.

Deixe todos os reagentes, substrato e amostras atingir a temperatura ambiente (18-25°C) antes do uso.

Utilize luvas de latex descartaveis ao manipular as amostras e os reagentes e depois lave bem as méaos.
Contaminac¢éo microbiana dos reagentes podem resultar em resultados falsos.

Nunca pipete com a boca e evite contato dos reagentes e amostras com a pele e mucosas.Se ocorrer o contato,
lavar a regido afetada com sab&o e grande quantidade de agua.

O reagente de cor pode ser reutilizado por até 30 dias ou até que ocorra qualquer mudanca de cor ou precipitado
visivel.Leve turvacdo ou opalescéncia sem precipitado visivel apds o reuso é normal. Dependendo da freqiiéncia do
uso, 150 ml do reagente de cor Colorzyme® pode ser usado para até 20 laminas.

COLETA DE AMOSTRA

Coleta: O soro é a amostra preferida. Aproximadamente 5 mL do sangue total devem ser coletados assepticamente pela
punc¢éo venosa usando um tubo de coleta a vacuo ou outro sistema de coleta adequado. Deixar o sangue coagular em
temperatura ambiente (18-25° C). O soro deve ser separado do coagulo pela centrifugacio o mais rapido possivel para
evitar hemdlise.



Interferentes: O soro com um alto grau de hemdlise, ictericia, lipemia ou crescimento microbiano nao deve ser utilizado
devido estas condi¢des poderem causar falsos resultados. Amostras contendo particulas visiveis devem ser
centrifugados antes do teste.

Armazenagem: Os soros podem ser armazenados entre 2-10° C por até uma semana. Se os testes demorarem mais do
que este prazo, congelar os soros & —20° C ou mais baixo. Os soros ndo devem ser armazenados em congeladores de
auto descongelamento.

Cuidados: Repetidos congelamentos/descongelamentos de amostras de pacientes podem gerar resultados de falso
positivo ou falso negativo

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

CONTROLE DE QUALIDADE

Controles positivos, negativos e do tampao fosfato salino devem ser testados a cada execucéo. O controle positivo deve
apresentar coloracéao azul-pUrpura escuro no nicleo das células com um padréo claramente discernivel caracteristico do
controle de soro que foi utilizado. O citoplasma do controle positivo pode apresentar coloragéo azul-parpura. O controle
negativo deve apresentar aspecto de leve coloragao azul-pdrpura no nucleo e no citoplasma porém sem discernimento
de coloracao de padréo nuclear.O controle PBS é usado para observar coloragéo inespecifica do reagente anticorpo
enzimatico.Se os controles ndo aparecerem como o descrito o teste ndo é valido e deve ser repetido. Se o teste HEp-
2000® ANA-Ro esta sendo usado para confirmacdo da presenca de anticorpos anti-SSA/Ro, use o controle positivo
SSA/Ro, catalogo numero 2035-Ro,deve ser corrido em pelo menos uma lamina.

CONTROLE TITULAVEL OPCIONAL

Quando lendo a titulacédo, a maioria dos laboratérios comecam lendo pelos pogos de maior diluicdo e Iéem na ordem
contraria, para a diluicdo de 1:40. O primeiro poco em que € visto mais claramente a fluorescéncia é o ponto de parada
da titulacdo. Nés recomendamos essa técnica para determinagéo dos pontos de parada da titulacéo.

A média e faixa de titulagdo (média + uma diluicdo) foram determinados em nosso laboratorio e é declarado como um
guia. Este controle é fornecido para permitir que cada laboratério alcance a reprodutibilidade (precisao) neste teste de
ANA. Desde que ndo se pretenda que este controle seja um indicador de preciséo de titulacéo, cada laboratério deve
estabelecer sua prépria média de ponto de parada da titulagéo para esta amostra, e deve utilizar essa informacao para
alcancar reprodutibilidade de corrida a corrida.

Através de varios testes desse controle de titulacdo, usando o Sistema de Teste de Colorzyme® para ANA da Immuno
Concepts, um valor médio de titulagcao sera estabelecido para cada nimero de lote. O nimero do lote, a média e faixa do
titulo sdo estabelecidos no rétulo do frasco e deve ser usado como um guia para a performance do teste.

E importante que a intensidade de colorac¢io n&o seja confundida com a presenca ou auséncia de anticorpos
antinucleares. O fator chave a ser considerado, para determinar se uma dada diluigdo é positiva, € o aparecimento de um
padréo claramente discernivel, indiferentemente da intensidade de colora¢éo fluorescente.

Este controle titulavel apresentara um padrao pontilhado tipico associado com o anticorpo RNP. Também pode estar
presente um segundo padrdo de NSp | (varias pontos discretos no nucleo de células em interfase), porém, é padrdo RNP
tipico de pontilhado que é utilizado com o propésito de ler o ponto de parada.

Os valores obtidos em nosso laborat6rio podem ser diferentes dos seus valores. Alguns de varios fatores podem afetar
seus resultados, podendo incluir, mas ndo somente a eles, 0s seguintes:

1. Alinhamento apropriado do feixe de luz do microscépio. Consulte as instru¢cdes do manual.

2. A abertura numérica da objetiva. A abertura numérica é referente a capacidade de distribuicdo de luz e a resolucdo
da objetiva.

3. Preciséo e exatiddo da técnica de diluicdo, equipamento e performance do procedimento de testes.

INTERPRETAQAO DOS RESULTADOS

Aumento total de 200x é recomendado para testes de triagem, enquanto o aumento total de 400x é recomendado para

reconhecimento do padréo e visualizagdo das células mitéticas.

Negativo: Um soro é considerado negativo para anticorpos antinucleares se a coloragéo do nucleo for menor ou igual ao
controle negativo. O citoplasma pode apresentar fraca coloracdo, com coloracdo da regido ndo cromossdmica das
células mitéticas, mas sem padrao nuclear claramente discernivel.



Positivo: Um soro é considerado positivo se o nlicleo apresentar um padréo claramente discernivel de coloragdo na
maioria das células na interfase.

SS-A/Ro: Um soro é considerado positivo para anticorpos SS-A/Ro se 10-20% dos nucleos interfasicos apresentarem um
padrao de coloracédo distintivo SS-A/Ro, que aparece como um padrao distintivo pontilhado com proeminente coloracéo
no nucléolo. Estes séo as células transfectadas hiper expressadas. Os demais 80-90% de nucleos interfasicos podem ou
ndo demonstrar uma reacédo de coloracao pontilhado com ou sem coloracéo do nucléolo.

Titulagao: Ao ler a titulagdo, a maioria dos laboratorios comecam lendo pelos pogos de maior diluicao e Iéem na ordem
contraria, para a diluicdo de 1:40. O primeiro pogo em que o padrdo é claramente discernivel € o ponto de parada da
titulagdo. Nos recomendamos esta técnica para determinacéo de ponto de parada dos titulos. E importante que a
intensidade de coloracé@o ndo seja confundida com a presenca ou auséncia de anticorpos antinucleares. O fator chave a
ser considerado, para determinar se uma dada diluicdo é positiva, € o aparecimento de um padréo claramente
discernivel, indiferentemente da intensidade de coloragdo. Devido ao aumento da concentracdo de antigeno SS-A/Ro nas
células hiper expressadas, ndo é incomum ver coloracdo de células em altos titulos. O significado clinico destes altos
titulos sdo desconhecidos.

CUIDADOS: Alguns soros podem demonstrar coloracéo nuclear e citoplasmatica sem padrdo nuclear aparente. Este
fendbmeno geralmente é devido a anticorpos heterdfilos e devem ser relatados como negativo (33).

INTENSIDADE DA COLORAGAO ENZIMATICA

O grau da intensidade de colora¢é@o néo fornece um indicador clinico mas é limitado apenas como um indicador de titulo
(33). Numa interpretacao simplificada informe o resultado como positivo e o titulo correspondente.

Reacéo fortemente positiva: Coloracéo azul-pirpura escura a muito escura,com contornos celulares bem definidos e
padrédo nuclear bem definido.

Reacdo positiva: Colorac¢éo azul-purpura escura ou fraca com grande variabilidade de coloragéo entre as
células.Contornos celulares podem estar menos definidas em algumas células mas com a maioria ainda demostrando
um padrao de coloragédo claramente discernivel.

NOTA: Devido que as células crescem diretamente na superficie da lamina, estas ndo se encontram no mesmo estagio
do ciclo celular.E comum ver uma diferenca de intensidade de colora¢do devido as diferencas de concentracéo e
localizagdo dos diferentes antigenos durante o ciclo celular.

Triagem: Os resultados podem ser relatados como positivos ou negativos a uma dilui¢cdo 1:40 e os padrdes de coloracao
devem ser relatados.

Titulagdo: Os resultados devem ser relatados como a ultima diluicdo em série em que a coloracéo claramente
distinguivel é observada. Os resultados com uma reagéo forte na diluigdo mais alta devem ser relatados como maiores
gue a diluicdo. Titulos de 1:40 a 1:80 séo considerados baixos; de 1:160 a 1:320 s&o considerados médios e de 1:640 ou
mais sao considerados altos. Nao é necessario determinar o ponto final do titulo. Qualquer titulo de ANA maior ou igual a
1: 640 é considerado um titulo alto e alertara o clinico para fazer testes adicionais. Cada laboratério deve estabelecer seu
proprio esquema de titulagao, com base nos anticorpos detectados na populacao de pacientes.

DETECCAO DE PADROES
Homogéneo: Uma coloragéo sélida dos nucleos com ou sem aparéncia visivel do nucléolo. A regido cromossémica das
células mitéticas em metéfase é claramente positiva com uma intensidade de coloracdo periférico ou lisa, igual ou
superior ao ndcleo em intérfase.

Sindnimos: Difuso; sélido

Antigenos nucleares: dsDNA; nDNA; DNP; histona.

Associacao com doencgas: Altos titulos sédo sugestivos de SLE. Titulos baixos sdo sugestivos de SLE ou outras doencas

do tecido conectivo (34).

Periférico: Uma coloracéo soélida, principalmente ao redor da regido externa dos nucleos, com coloracdo mais fraca em
direcao ao centro dos nucleos. A regido cromossdmica das células mitéticas em metafase é claramente positiva com uma
coloracgéo periférico lisa ou periférica ,de intensidade maior ou igual, ao nicleo em intérfase.

Sindnimos: borda, membrana

Antigenos nucleares: dsDNA; ssDNA; nDNA,; histona.



Associacao com doencas: Altos titulos sédo sugestivos de SLE. Titulos baixos sdo sugestivos de SLE ou outras doencas
do tecido conjuntivo (34).

Pontilhado: Uma coloragdo granular ou grossa dos nucleos geralmente sem coloragéo no nucléolo. A regido ndo
cromossdmica das células mitéticas em metafase demonstram coloragdo, quando a regido cromossdmica é negativa
para o corante.
Antigenos nucleares: Sm; RNP; Scl-70; SS-B e outros sistemas antigeno/anticorpo ndo caracterizados.
Associacao com doencas: Altos titulos séo sugestivos de SLE (antigeno Sm), doenga mista do tecido conectivo
(antigeno RNP), escleroderma (antigeno Scl-70), ou Sindrome de Sjégren (antigeno SS-A ou SS-B). Titulos baixos
séo sugestivos de outras doencas do tecido conjuntivo (35).

Nucleolar: Coloragdo pontilhado grande e grosso dentro do ndcleo geralmente em nimero inferior a 6 por célula, com ou
sem pontilhado fino ocasional, . A regido ndo cromossémica das células mitéticas em metafase demonstram forte
coloracdo. Células em anafase e em teléfase podem demonstrar coloracéo similar dos nicleos em intérfase.
Antigenos nucleolares: Geralmente referente ao RNAs 4-6s e outros antigenos nucleares como a fibrilarina , RNA
Polimerase I, NOR 90 e PM/Scl.
Associacao com doencas: Prevaléncia de altos titulos na escleroderma e na Sindrome de Sjbgren (36).

Centromérico: Um discreto padrao pontilhado altamente sugestivo da sindrome de CREST?® variante da esclerose
sistémica progressiva (28). Os pontilhados no nicleo sdo muito discretos e normalmente mdltiplos de 46 (normalmente
23-46 pontos por nucleo) pois os centrdmeros sdo constrigcdes onde fibras difusas ligam-se aos cromossomos. Células
mitoticas apresentardo a mesma reacao pontilhado na regido cromossémica (12).
Sindnimos: ACA,; pontilhado discreto (12).

Antigenos nucleares: Centrdmero cromossomal ( cinetocore)

Associacdo com doengas: Altamente sugestiva de sindrome de CREST?® variante da esclerose sistémica progressiva

(28).

SS-A/Ro: Um padréo distintivo pontilhado com coloragdo proeminente do nucléolo em 10-20% dos nucleos
interfasicos. Estes sdo as células transfectadas hiper expressadas. Os demais 80-90% de nucleos interfasicos podem
ou ndo demonstrar reacdo de coloracdo pontilhada fino dos ndcleos com ou sem coloragéo do nucléolo. A regido ndo
cromossdmica das células em metafase apresentam colora¢do, enquanto a regido cromossdmica é negativa.

Antigenos nucleares: SS-A/Ro (60kD).

Associacdo com doencas: Visto em 60-70% dos pacientes com Sindrome de Sjogren priméria, 30-40% em pacientes

com SLE, e em mais de 95% dos pacientes com lUpus cutaneo subagudo.(37)
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PADROES BAsicos DE COLORAGCAO

$ CREST é uma forma de PSS com proeminente Calcinose, fenémeno de Raynaud,disfuncdo esofagiana,esclerodactilia e
teleangectasia
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CELULAS MITOTICAS
DETECCAO

As células devem ser visiveis em todo o campo quando observada com aumento de 200x ou mais. Para verificar se
uma célula estd em mitose, observe em um aumento de 400x. As células mit6ticas exibem uma caracteristica em
forma redonda sem membrana nuclear detectavel. A regido cromoss6mica das células mitéticas geralmente
apresentam uma forma irregular dentro da célula, devia a falta de membrana nuclear, e extrema constricdo dos
Cromossomos.

O soro positivo para DNA e/ou DNP e/ou histona (como o controle positivo homogéneo da Immuno Concepts)
apresentardo coloragdo da regido cromossémica destas células. Nas amostras negativas para DNA e/ou DNP e/ou
histona (como o controle positivo pontilhado IC) as células mitéticas nao apresentarao coloragdo cromossmica e pode
ser de dificil visualizacao..

Chromosome Region Cytoplasm

Nuclear Membrane
Nucleoplasm
Nucleoli

Cytoplasm/
Nucleoplasm

MITOTIC CELL (Metaphase) NON-MITOTIC CELL (Interphase)

Uso DAs CELULAS MITOTICAS

Diferenciando anticorpos Pontilhado vs. Homogéneo: Um padrdo de coloracdo pontilhado fino as vezes dificulta a
diferenciacdo da coloracdo homogénea. Se o padrdo € homogéneo havera coloracdo sélida do cromossomo das
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células mitéticas. Se o padrao é estritamente pontilhado, a regido externa dos cromossomos apresentardo uma reacao
de pontilhado fino.

NOTA: Se uma fina coloracéo pontilhada na célula mitética ocorrer junto da coloracdo sélida da regido cromossémica,
€ altamente provavel que dois ou mais anticorpos estdo presentes. Registre a diluicdo de triagem como padrdo misto
homogéneo/pontilhado e titule cada um dos anticorpos.

Anticorpo Membrana Nuclear vs. Periférica: O anticorpo que apresenta um padréo periférico esta geralmente
associados com antigenos nucleares DNA/DNP. Altos titulos destes anticorpos séo sugestivos de SLE. Em substratos
gue ndo incluem células mitéticas, o padréo periférico pode ser de dificil distingcdo em relacdo ao anticorpo de
membrana nuclear, estes padrdes podem ser diferenciados, pois a regido cromossémica das células mitéticas seréo
intensamente coradas no padrao periférico, mas ndo serdo coradas pelo anticorpo de membrana nuclear. Esta distingéo
é clinicamente importante pois o anticorpo de membrana nuclear nao tem especificidade do DNA/DNP e ndo esta
associado com SLE (38).

Anticorpo Anti-Centrémero (ACA) vs. Pontilhado atipico semelhante ao centromérico:A fim de verificar o anticorpo
anti centrémero, a regido cromossomica das células mitéticas devem corar com brilho e discreto pontilhado.Se a regido
cromossOmica nao estiver corada nao é anti centrdmero e deve ser relatado como “pontilhado atipico.” (39).

SS-A/Ro vs. Padrbes que podem assemelhar-se a coloragdo SS-A/Ro: A coloracéo distinta de SS-A/Ro € visto
como um padréo distinto pontilhado brilhante com coloracao proeminente do nucléolo em 10-20% dos nucleos
interfasicos. Os demais 80-90% de nucleos interfasicos podem ou ndo podem demonstrar coloracéo pontilhada dos
nucleos com ou sem coloracdo de nucléolo. A regido ndo cromossémica das células em metafase ndo apresentam
coloracdo. O padrdo nucleolar pode ser diferenciado pela coloragdo grossa e pontilhada em todo o nucleo, geralmente
menor que 6 por célula. O padrdo Scl-70 apresenta coloragdo pontilhado e coloragdo nucleolar em todos os nudcleos
em interfase e colorag&o da regi&o cromoss6mica em células em metéfase. Anticorpos para Antigeno Nuclear em
Células em Proliferacéo (PCNA) apresenta um pontilhado de fino para grosso em 30-50% dos n(cleos interfasicos.

oy . e o
bl | ~ " 'v -
® - iy
g - -l ‘.' o . ‘ ‘
~ - >
- g .
£
- o .
| ¢ § -
. N - -t
5 ..~ - o’ . \
;‘ - &3 v »
". | of
» ".- -
e . Ma P LX) a”
SSA/Ro Nucleolar
2 & ) V"
e = .‘ o 3
“ - = *‘, '
De o o ™18 % &
Gy "

@
@
»

e - - .

s
Iy 3

PCNA - Scl-70

COLORACAO CITOPLASMATICA

9



Embora os autoanticorpos para antigenos citoplasmaticos ndo serem comumente associados com doencas do tecido
conjuntivo, estes anticorpos podem ser detectados utilizando substrato de cultura celular epitelial (40). Anticorpos do
musculo liso e mitocondrial sdo os dois anticorpos mais comumente detectados e estdo geralmente associados com
mononucleose, hepatite cronica ativa, doencas do figado (41-42). Utilizando o substrato celular HEp-2, anticorpos
musculo liso também foram observados em pacientes com verrugas (43).

Anticorpo Anti-Mitocondrial (AMA): Pontilhados discretos concentrados na regido perinuclear da célula e se
estendendo em menor densidade para regifes externas do citoplasma. Este padréo pode ser diferenciado do padrao
anticorpo anti-Golgi, que geralmente cora somente um lado da regido perinuclear e do anticorpo anti-ribossomal , que
apresenta um padrao pontilhado fino de aspecto filamentoso compativel com a localizacédo do reticulo endoplasmatico
dentro da célula.

NOTA: Pontilhados perinucleares podem ser facilmente distinguidos da coloracao nuclear periférica observando que o
padrao mitocondrial forma um pontilhado ininterrupto ao redor do exterior da membrana nuclear, enquanto o padréao
periférico forma uma coloragao suave sélida dentro da membrana nuclear.

RELATAR COMO SENDO SORO NEGATIVO PARA ANTICORPOS ANTI NUCLEARES E VERIFICAR A
POSITIVIDADE PARA ANTICORPOS ANTI MITOCONDRIA EM SUBSTRATO AMA ESPECIFICO.

Anticorpo do Musculo Anti-Liso (ASMA): Coloracao de fibras muito finas sobre todo o citoplasma da célula com uma
aparéncia de “teia de aranha”. Diferente do anticorpo mitocondrial, A coloracdo de anticorpos de musculo liso é uniforme
sobre todo o citoplasma e pode também se estender sobre o nlcleo. Células mitéticas geralmente apresentam grandes
pontos discretos fora da regido cromossémica. Anticorpos de musculo liso tem apresentado uma alta especificidade
para a actina. (44-45).

RELATAR COMO SENDO SORO NEGATIVO PARA ANTICORPOS ANTI NUCLEARES E VERIFICAR A
POSITIVIDADE PARA ANTICORPOS ANTI MUSCULO LISO EM SUBSTRATO ASMA ESPECIFICO.

LIMITAGCOES DO TESTE

1. O diagnostico ndo pode ser feito com base somente na detec¢éo de anticorpos antinuclear. O médico deve avaliar o
resultado juntamente com a histéria e sintomas do paciente, os achados fisicos e outros procedimentos de
diagnastico.

2. O tratamento ndo deve ser iniciado com base num teste positivo para anticorpos antinuclear. Sinais clinicos, outros
achados laboratoriais e impressoées clinicas fisicas devem ser considerados antes de iniciar qualquer tratamento.

3. Algumas drogas, incluindo procainamida e hidralazina, podem induzir a uma doenca semelhante a lUpus
eritematoso (46). Paciente com LE induzido por drogas pode demonstrar um padrdo homogéneo positivo ou
homogéneo/periférico, ANAs comumente direcionados contra histona nuclear (47).

4. Uma pequena porcentagem de pacientes com SLE podem ndo demonstrar ANAs através deste teste mas pode
apresentar ANAs através de outras técnicas (48).

5. N&ao é necessario determinar o ponto final do titulo. Qualquer titulo de ANA maior ou igual a 1: 640 é considerado
um titulo alto e alertara o clinico para fazer testes adicionais. Cada laboratorio deve estabelecer seu préprio
esquema de titulacdo, com base nos anticorpos detectados na populacdo de pacientes. Embora altos titulos ANA
possam ser altamente sugestivos de doenca do tecido conectivo,este nao deve ser considerado como diagndstico,
mas ser visto como uma parte da histéria clinica geral do paciente.

6. A coloracao dos Padrdes podem mudar com a titulagdo progressiva do soro. Este fendmeno € geralmente devido a
presenc¢a de mais do que um anticorpo nuclear

7. ANAs positivos sdo também encontrados em pequena porcentagem dos pacientes com infec¢des e/ou doengas
neoplésicas (9).

8. Os autoanticorpos para SS-A (Ro) apresentam um padréo de coloracao distintivo em células transfectadas. Quando
este padrdo estiver presente é considerada uma evidéncia confirmatéria que os anticorpos anti SS-A/Ro estao
presente. A auséncia deste padrdo distintivo ndo exclui a possibilidade de anticorpos anti SS-A/Ro estarem
presentes.

9. Devido a hiper expressao de autoantigeno SS-A/Ro nas células HEp-2000®, as amostras que contém anticorpos
anti SS-A/Ro apresentam valores mais altos de titulacéo nas células que os valores obtidos nas células HEp-2 nédo
transfectadas. Ja4 que nenhum dos outros anticorpos nas células HEp-2000 sé&o afetados pelo processo de
transfeccdo. Soros com outros autoanticorpos especificos ndo demonstram diferenca de titulagcéo significante entre
a linha de células de HEp-2000 transfectadas e as células HEp-2 ndo transfectadas.

VALORES ESPERADOS
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Em um grande centro médico universitario , utilizando substrato ANA de células HEp-2, os seguintes dados foram
gerados ao longo de um periodo de dois anos (49). Tabela 1.

TABELA 1
Diagnéstico Padrdo de %
g identificacao Positiv
O
Populacdo anormal (mais de 4,500 Soros
Testados):
LUpus eritematoso sistémico S,P+H, H, P 93
Artrite reumatéide S,H 40
Doenca mista do tecido conjuntivo S 99
Esclerose sistémica progressiva-difusa S,N 85
Esclerose sistémica progressiva - CREST ACA 93
Artrite reumatdéide juvenil
Sistemica S 14
Poliarticular S 13
Pauciarticular-B27+ - 0
DM/PM S 25
Vasculites S 20
Populacdo normal (mais de 9,000 Soros testados):
20-60 anos S 2
70-80 anos S 3.5

Abreviac¢des: S=pontilhado, H=Homogeneo, P=Periférico, N=Nucleolar, ACA=anti-Centrdmero

CARACTERISTICAS DE PERFORMANCE

AMOSTRAS NORMAIS

Amostras de soro de 500 doadores de sangue, 258 homens e 242 mulheres, nenhum deles tendo qualquer histéria
conhecida de doencgas reumaticas e foram testadas usando células néo transfectadas HEp-2 em paralelo ao Teste HEp-
2000® Colorzyme® ANA-Ro. Nesta populacdo, 36 amostras (7,2%) apresentaram testes positivos para anticorpos
antinucleares a diluicdo de 1:40 de soro. Os padrfes de coloragéo foram idénticos nos dois substratos para 34 das 36
amostras positivas. As duas amostras que apresentaram diferengas foram ambas de pacientes mulheres, e em ambas
foi confirmada a presenca de anticorpos anti SS-A/Ro Uma destas amostras apresentou fraca reac¢éo padréo pontilhado
nas células HEp-2 néo transfectadas e uma tipica coloragdo SS-A/Ro no teste HEp-2000 Colorzyme® ANA-Ro. A outra
amostra era negativa nas células HEp-2 nédo transfectadas, mas apresentou tipica coloracdo SS-A/Ro no Teste HEp-
2000® Colorzyme® ANA-Ro. A especificidade destas duas amostras foi confirmada por teste ELISA e por Western
Imunoblotting. As amostras que foram negativas nos testes de ANA foram também negativas no teste ELISA.

SOROS DE PACIENTES COM SOMENTE ANTICORPOS SS-A/RO

Amostras de soro de 46 pacientes com SLE ou Sindrome de Sjégren foram testadas usando um kit comercialmente
disponivel, com células HEp-2 n&o transfectadas e o Teste HEp-2000 Colorzyme® ANA-Ro. Em todas amostras foram
confirmadas a presenca de anticorpos para SS-A/Ro por teste ELISA e Western Imunoblotting. Nenhum outro anticorpo
foi detectado em qualquer uma destas amostras. Trinta e seis destas amostras (78%) foram positivas (padréo
pontilhado) com as células HEp-2 ndo transfectadas. E todas as 46 (100%) foram positivas (padrdo de coloragao
distintivo de SS-A/Ro com o Teste HEp-2000® Colorzyme® ANA-Ro

SORO DE PACIENTES COM ANTICORPOS DIFERENTES DE SS-A/Ro
Amostras obtidas de 230 pacientes com varias doencas reumaticas e nao reumaticas foram testadas usando um teste
comercialmente disponivel com células HEp-2 ndo transfectadas em paralelo com o Teste HEp-2000® Colorzyme®
ANA-Ro. Um Unico padrao de coloracao foi encontrado em 120 amostras, e padrdes mistos foram encontrados em 110
amostras. Dentre da populagéo total de 230 amostras, 333 padrdes foram idénticos nos dois substratos. Vinte e nove
amostras apresentaram padréo de coloragao distintivo de SS-A/Ro no Teste HEp-2000® Colorzyme® ANA-Ro. Vinte e
trés destas amostras apresentaram padrdo pontilhado nas células HEp-2 ndo transfectadas. As seis amostras
discrepantes (positivas no Teste HEp-2000® ANA-Ro e negativas para as células HEp-2 nédo transfectadas) tinham
anticorpos para SS-A/Ro como demonstrado pelo padréo de coloracéo distintivo de SS-A/Ro, pelo teste ELISA e
Western blot.
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COMPARACAO DE TITULO

Devido a hiper expressao de antigenos SS-A/Ro em células HEp-2000®, as amostras que contém anticorpos anti SS-
A/Ro apresentam valores mais altos de titulagdo nas células que os valores obtidos nas células nédo transfectadas HEp-
2. Ja que nenhum dos outros anticorpos nas células HEp-2000® sao afetados pelo processo de transfecgao, soros com
outros autoanticorpos especificos ndo demonstram diferenca de titulagéo significante entre a linha de células de HEp-
2000® transfectadas e células HEp-2 ndo transfectadas.

REPRODUTIBILIDADE DE TITULACAO

Dez amostras, escolhidas do CDC e outro soro bem caracterizado internamente, foram corridos em trés diferentes
nameros de lotes em laminas HEp-2000®, em trés ocasifes diferentes. Em nenhum caso, uma amostra negativa deu
resultados positivos. Todos os valores de titulagcéo estavam dentro do valor médio de titulacdo estabelecido para as
amostras avaliadas.

CONFIRMACAO DOS ANTICORPOS ANTI SS-A/Ro

Em um grande laboratério de referéncia de reumatologia, amostras de soros de 349 pacientes com ANAs positivos
conhecidos foram testados usando o Teste HEp-2000® Colorzyme® ANA-Ro. Nesta populacéo selecionada, 239
amostras apresentaram um padréo de coloragéo distintivo para SS-A/Ro). Testes ELISA positivos para anticorpos anti
SS-A/Ro foram obtidos em 238 (99,6%) das 239 amostras. E ainda 79 amostras apresentaram forte padréo pontilhado
e/ou homogéneo, e deram teste ELISA positivo para anticorpos anti SS-A/Ro Com isso, o0 padrdo distinto de SS-A (Ro)
é considerado uma evidéncia confirmatéria de que os anticorpos anti SS-A/Ro estdo presentes, mas a auséncia deste
padréo distintivo ndo exclui a possibilidade de anticorpos anti SS-A/Ro estarem presentes. Em estudos descritos acima,
examinamos um total de 429 soros que continham anticorpos anti SS-A/Ro confirmados com teste ELISA ou Western
Immunoblots, € que apresentaram padrédo de coloracdo SS-A/(Ro distintivo nas células transfectadas HEp-2000®.
Também vimos amostras que continha anticorpos anti SS-A/Ro, mas ndo apresentavam padréo de coloragdo SS-A/Ro
distintivo, devido ao alto nivel de outros anticorpos (geralmente anti-DNA ou anti-Sm/RNP) que mascaravam o padrao
SS-A/Ro Com isso, se o0 padrdo de coloracdo SS-A/Ro distintivo for encontrado, € confirmada a presenca dos
anticorpos anti SS-A/Ro mas a auséncia deste padrado distintivo ndo exclui a possibilidade de anticorpos anti SS-A/Ro.
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PROCEDIMENTO DE TESTE HEP-2000?2 ANA-RO COLORZYME®

NOTA: Se o laboratério estd usando um sistema de processamento automatizado de amostras, os procedimentos e recomendacdes do
fabricante do sistema devem ser seguidos. O sistema de processamento de |ldminas deve ser programado para diluicdo apropriada das
amostras, dispensacédo de volumes e tempos de incubagéo, conforme descrito abaixo.

RECONSTITUICAO DO TAMPAO (PBS)
Diluir o contetido de um envelope em um litro de 4gua destilada.O
tampdao PBS pode ser armazenado em 2-25°C por até 4 semanas.

RECONSTITUICAO DO REAGENTE DE COR

Diluir o contetido de um envelope em 150 ml de &gua deionizada ou
destilada. Misture suavemente até dissolver completamente.Este
reagente de cor é estavel por 30 dias em temperatura ambiente em
um frasco fechado.O reagente pode ser reutilizado por até 30 dias
enquanto ndo houver mudancga de coloragio ou precipitados visiveis.E
normal leve turvag&o ou opacidade sem precipitado .Dependendo da
frequéncia de uso,150 ml do reagente de cor Colorzyme® podera ser
usado para até 20 laminas.

DILUIR AMOSTRA DO PACIENTE

Triagem: Diluir a amostra do paciente numa proporgao de 1:40 através
da adic¢éo de 0,05 mL (50uL) de soro a 1,95 mL (1950uL) de PBS
reconstituido.

Titulagdo semi quantitativa: Para fazer uma série de dilui¢cées a razéo
2 (isto é, 1:80,1:160, 1:320,...etc.), utilizando PBS.

PREPARO DAS LAMINAS DE SUBSTRATO (20-25 pl/pogo)

Retire lamina(s) do(s) envelope(s) e coloque o soro ou controles como
se segue: Inverter o frasco conta-gotas até que a gota seja visivel.
Cuidadosamente, toque a gota do controle apropriado no pogo
evitando que a ponta do conta gotas toque na superficie da lamina.
Em seguida adicione 1 gota (20-25 pl) da amostra do paciente diluido
nos pogos demarcados.

NOTA: Para triagem geral, o controle positivo homogéneo é
recomendado. Para titulagdes semi-quantitativas, selecione o controle
positivo conforme os padrdes de coloragdo de maior freqiiéncia
observados nas amostras de triagem.Se o teste for realizado para
confirmacao da presenca de anticorpos anti SS-A(Ro), utilize o
controle céd. 2035-Ro em pelo menos uma lamina.

CUIDADO: CONTATO DIRETO DA PONTA DO CONTA-GOTAS
COM A SUPERFICIE DA LAMINA PODE RESULTAR EM DANOS
COM O SUBSTRATO ANTIGENICO.

INCUBAGAO DAS LAMINAS (3045 minutos a temperatura ambiente —
18 a25°C):

Coloque a(s) lamina(s) em uma camara Umida coberta (uma placa de
Petri com papel toalha molhado ja sera adequado). Incube, em local
fechado, por trinta minutos (+5 minutos) & temperatura ambiente (18-
25°C).

ENXAGUE COM PBS

Remova a(s) lamina(s) da incubadora e lave brevemente com PBS
usando uma piseta ou Pipeta Pasteur . Ndo dispense o tampé&o
diretamente nos pocos .

NOTA: Para evitar contaminagdo cruzada nos pogos nas laminas de
10, dispense o PBS ao longo da linha central da lamina, inclinando
primeiramente para os pocos da primeira linhade 1-5 e
posteriormente para os pogos da segunda linha de 6 - 10.

LAVAGEM COM PBS (10 minutos)

Lavar a lamina(s) durante 10 minutos com PBS em uma cuba de
lavagem ou jarra Coplin .O tempo pose ser aumentado até 30 minutos
sem variagéo no resultado final. Descarte o PBS apds 0 uso.

REAGENTE ANTICORPO ENZIMATICO (cubra os pogos com 12-14
gotas)
Remova uma lamina de cada vez do tampao e mergulhe de 3-5 vezes
na 4gua destilada ou deionizada. Baté-los de lado contra papéis

14

10.

11.

12.

14.

absorventes para remover o excesso de agua. Retorne imediatamente
a lamina & camara de incubacgé&o e cubra os pogos completamente
usando o Reagente Anticorpo enzimatico. Repita o procedimento para
cada lamina. O Reagente de Anticorpo enzimatico foi titulado para
compensar a agua que tiver permanecido na lamina depois do
enxagie.

NOTA: é importante que o poco da lamina ndo seque durante este
procedimento ou danos ao substrato poderdo ocorrer.

NAO SEQUE A LAMINA OU PERMITA QUE ESTA PERMANECA
SEM REAGENTE DE ANTICORPO FLUORESCENTE POR MAIS DE
15 SEGUNDOS.

INCUBAR AS LAMINAS (30 + 5 minutos em temperatura ambiente
i.e. 18-25°C)

Colocar a lamina na camara de incubacao e tampar.. Incubar a(s)
lamina(s) em temperatura ambiente (18-25°C) por 30 minutos (+ 5
minutos).

RINSAR COM PBS
Remova a(s) lamina(s) da cuba e rinse rapidamente com PBS. N&o
direcione o jato diretamente sobre os pogos.

LAVAGEM COM PBS (10 minutos)

Lavar a(s) lamina(s) com PBS durante 10 minutos em cuba de
lavagem ou jarra Coplin. Esta lavagem pode ser estendida até 30
minutos sem alteracdo no resultado final.

INCUBACAO COM REAGENTE DE COR (30 minutos em temperatura
ambientes, i.e. 18-25°C)

Remova as laminas uma de cada vez do PBS e mergulhe 3-5

Vezes em 4agua deionizada ou destilada e bata-as sobre um papel
toalha para remover o excesso de agua.lmediatamente coloque a(s)
lamina(s) dentro da cuba com o reagente de cor ativado e incube
durante 30 minutos.

. RINSAR COM PBS

Remova a lamina uma de cada vez e mergulhe-as durante 4-5
segundos numa cuba com PBS. N&o direcione o jato de PBS
diretamente sobre o0s pocos.Em seguida cologue a lamina uma a uma
em outra cuba contendo &gua deionizada ou destilada para remover
completamente o reagente de cor.Imediatamente va para a etapa 14.

MONTAGEM COM LAMINULA

Remova uma lamina de cada vez da cuba com agua. Baté-los de lado
contra papéis absorventes para remover o excesso de agua.

NAO SEQUE A LAMINA OU PERMITA QUE ESTA PERMANECA
SEM LAMINULA POR MAIS DE 15 SEGUNDOS.

Adicionar 4-5 gotas de Meio de Montagem Semi-permanente ao longo
da linha média de cada lamina. Coloque cuidadosamente a laminula
na posi¢ao, evitando bolhas de ar, através do abaixamento da
laminula de uma extremidade da lamina para outra.

NOTA: O excesso de liguido de montagem pode causar uma perda
da resolugédo das células( imagens borradas). O excesso pode ser
removido por um papel toalha evitando o movimento da laminula. As
laminas devem ser lidas imediatamente ou armazenadas sem perda
da reatividade por um tempo maior em temperatura de 2-10°C.

PARA ASSISTENCIA TECNICA:
EUA: 1-800-251-5115 Fora dos EUA: 1-916-363-2649
Email: technicalsupport@immunoconcepts.com
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