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FLUORESCERANDE ANA TESTSYSTEM

Fér diagnostisk anvandning in vitro
Foér yrkesmassigt bruk

AVSEDD ANVANDNING: Det hér é&r ett fluorescerande antikroppstest for halvkvantitativ detektion av antinukle&r
antikropp i humanserum. Detta testsystem skall anvdndas som ett hjdlpmedel fér detektion av antikroppar som &r
associerade med systemiska reumatiska sjukdomar.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Antinuklear antikropp (ANA) ar en allman term som anvands for att beskriva autoantikroppar mot olika cellnukleara
proteiner. Tidiga studier av dessa autoantikroppar med hjalp av immunofluorescerande teknik pavisar ett fatal utvalda
nuklearproteinspecificiteter (1). Tack vare det hdga sambandet mellan positiv ANA och systemisk lupus erytematosus
(SLE) utesluter negativ ANA i huvudsak sjukdomen (2).

Aven om DNA-specifika antikroppar har ett hdgt sjukdomssamband med SLE (3), har dven ett antal nukleéra (4) och
cytoplasmiska (5-7) makromolekyler upptackts som associerats med andra bindvavssjukdomar (8-10). Vissa av dessa
antikroppar visar sig ha diagnostisk och/eller prognostisk betydelse fér progressiv systemisk skleros (11-12), blandad
bindvavssjukdom (13-15) Sjégrens syndrom (16-17), polymyositis (18), och/eller reumatoid artrit (19). Tack vare dessa
sjukdomsassociationer har ANA-testning nu erkants som ett allmant screeningredskap for bindvavssjukdom (20).

ANA-testkansligheten varierar beroende pa vilken typ av substrat och vilka fixativprocedurer som anvands samt vilka
ANA-typer som finns i sera. Cellkultursubstrat visar i allmanhet storre kanslighet an vavnadssektioner (21-24).

Immuno Concepts ANA-testsystem med mitotiska* humanepiteloidceller (HEp-2) ar ett avancerat
immunofluorescerande system for detektion av ANA. HEp-2-celler med mitotiska former har visats sig ha storre
kanslighet och ger skarpare monsterigenkanning an klassiskt musnjuresubstrat fér detektion av antikroppar vid
progressiv systemisk skleros (PSS) (25). mitotiska former gor det lattare att kdnna igen olika monster och att upptacka
tidigare orapporterade nukleara antigener som forekommer i hogre koncentrationer i mitotiskt aktiva celler (26-28).

TESTPRINCIP

Immuno Concepts fluorescerande ANA-testsystem anvander den indirekta fluorescerande antikroppteknik som férst
beskrivits av Weller och Coons (29). Patientproverna odlas med antigensubstrat for att tillata specifik bindning av
autoantikroppar till cellkdrnorna. Om ANA férekommer bildas ett stabilt antigen/antikroppkomplex. Efter tvattning for att
avlagsna obundna antikroppar odlas substratet med en antihuman antikropp konjugerad med fluoroscein. Om resultatet
ar positivt bildas ett stabilt komplex i tre delar bestadende av en fluorescerande antikropp bunden till en human
antinuklear antikropp, som i sin tur ar bunden till en nuklear antigen.

*Mitos &r en term som anvénds for att beskriva celldelningsprocessen. Den delas vanligtvis upp i sex faser, interfas,

profas, metafas, anafas, telofas och cytokines.
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Detta komplex kan betraktas i fluorescerande mikroskop. | positiva prover uppvisar cellkdrnorna en appelgrén
fluorescens med ett fargmonster som ar karaktaristiskt for den aktuella nukleara antigendistributionen i cellerna. Om
provet ar ANA-negativt, uppvisar cellkdrnan inte nagot klart urskiljningsbart ménster av nuklear fluorescens.

SYSTEMKOMPONENTER - MATERIAL SOM INGAR

Anvandning: Alla komponenter levereras bruksfardiga utan krav pa delning eller rekonstitution (férutom PBS-bufferten
som maste I6sas upp i avjoniserat eller destillerat vatten fére anvandning).

Forvaring: Alla komponenter kan férvaras i kylskap i 2-10°C. Efter rekonstitution skall PBS-bufferten férvaras i
skruvlockbehallare och lagra mellan 2-25°C.

Stabilitet: Komponenterna ar stabila i minst tolv manader fran tillverkningsdatum. Anvand ingen komponent efter dess
utgangsdatum.

REAKTIVA REAGENSER
Objektglas for substrat |[SLIDE]: ANA-objektglas for substrat som anvander HEp-2-celler (med mitotiska former) som

odlats och stabiliserats direkt pa testbrunnarna. Ett unikt vallgravsformat objektglas minimerar korskontamination mellan
brunnarna under analysen. Objektglaspasen ar fylld med en stabil giftfri gas som bidrar till cellernas stabilitet.

Homogen positiv kontroll CONTROL] + |: Katalognr 2021. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml positivt
humankontrollserum med antikropp som ar specifik fér DNA och/eller DNP-nukleara antigener. Serumet uppvisar en

homogen fargreaktion med Immuno Concepts HEp-2-cellsubstrat. Kromosomomradet i de mitotiska cellerna uppvisar
samma homogena fargreaktion.

Flackig positiv kontroll : Katalognr 2022. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml positivt
humankontrollserum med antikropp som ar specifik for Sm och/eller RNP-nukleéra antigener. Serumet uppvisar en av
de mest vanliga flackiga fargreaktioner som setts med Immuno Concepts HEp-2-cellsubstrat. Kromosomomradet i de
mitotiska cellerna uppvisar en negativ fargreaktion.

Nukleolar positiv kontroll [CONTROL] + |- Katalognr 2023. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml positivt
humankontrollserum med antikropp som ar specifik fér nukleolara antigener. Serumet uppvisar en nukleolar fargreaktion
med Immuno Concepts HEp-2-cellsubstrat.

Centromer positiv kontroll CONTROL| +|: Katalognr 2025. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml positivt

humankontrollserum med antikropp som ar specifik fér kromosomala centromerer (kinetochore). Serumet uppvisar en
atskiljd flackig fargreaktion med Immuno Concepts HEp-2-cellsubstrat. De mitotiska cellernas kromosomomrade
uppvisar samma atskiljda flackiga fargreaktion.

Titrerbart kontrollserum : Katalognr 2026. Bruksfardig ampull innehallande 0,5 ml positivt humankontrollserum
som skall behandlas som ett outspatt patientprov. Se ampullens etikett fér information om antikroppnivavarde.

Negativt kontrollserum |CONTROL| - |: Katalognr 2031. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml negativt

humankontrollserum. Aven om det negativa kontrollserumet kan uppvisa svag fluorescens av cytoplasmat med ljusare
fargning av den mitotiska cellens icke-kromosomomrade, uppvisar det inget urskiljningsbart nukleart fargningsmonster.

Fluorescerande antikroppreagens |[CONJ|FITC]: Katalognr 2009 (9,0 ml), 2075 (23 ml), 2009CS (9,0 ml), 2075CS (23
ml), 2009B (9,0 ml), 2075B (23 ml). Antihuman IgG konjugerade med fluorescein isotiocyanat (FITC). Reagensen
levereras bruksfardig i precisionspipettflaskor med 9,0 ml fér vart tionde objektglas i kompletta testsatser.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER

PBS buffertpulver [PWDR|PBS]: Katalognr 1011. Fosfatbuffrat saltiésningspulver (0,01 M, pH 7,4 £ 0.2). Varje pase
innehaller tillrackligt med buffertpulver for att ge 1 liter. (En pase buffertpulver levereras for vart femte objektglas i
kompletta testsatser).

Framstéllning: LOs upp en pase buffertpulver i 1 liter avjoniserat eller destillerat vatten, tick och lagra mellan 2-25°
C i upp till fyra veckor, eller tills det syns tecken pa kontamination eller andra synliga férandringar.



Halvpermanent monteringsmedel [SOLN|MM|: Katalognr 1111. Bruksfardig pipettampull innehallande 5,0 ml
glycerolbaserat monteringsmedel.

Skyddsremsor [CVSLPJ: Katalog nr 1042. Varje bunt innehaller tio 24 x 64 mm skyddsremsor nr 1 av glas.

YTTERLIGARE MATERIAL SOM BEHOVS - MEDFOLJER EJ

Volymetriska pipetter for pipettering av 20-25 ul volymer
Coplin-karl eller fargningsskalar

Klamflaska eller Pasteur-pipetter

Serologiska pipetter

Enliters behallare (fér PBS-buffert)

Avjoniserat eller destillerat vatten

Provror for att framstalla serumspadningar

Laskpapper eller pappershanddukar
Inkubationskammare

Engangshandskar

Laboratorietidur

Fluorescerande mikroskop utrustat med 495 nm matarfilter och 515 nm sparrfilter

FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Allt material av manskligt ursprung som anvants i den har produkten har testats med FDA-godkanda metoderoch
visat sig vara negativt (inte upprepande reaktivt) for antikroppar mot humant immunbristvirus-1 (HIV-1), humant
immunbristvirus-2 (HIV-2), hepatit C-virus (HCV) och hepatit B ytantigen (HBsAg) . Ingen testmetod kan emellertid
helt garantera att det inte forekommer HIV-1, HIV-2, hepatit-C, hepatit-B eller andra smittamnen. Darfor bor allt
satsmaterial hanteras som potentiellt smittsamt.

2. Alla patientprover pa biosédkerhetsniva 2 bor hanteras enligt rekommendationerna for potentiellt smittsamt
humanserum eller blodprov i manualen fran Centrum fér Sjukdomskontroll/Nationella halsoinstitut: Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Spadning av komponenter eller byte till andra komponenter an de som medfdljer detta system kan ge motsagande
resultat.

4. Natriumazid (0,09%) anvands som konserveringsmedel. Natriumazid kan reagera med bly- eller kopparledningar
och bilda explosiva metallazidsalter. Nar reagenser kasseras, skall man spola med rikliga mangder kranvatten for att
avlagsna eventuella rester fran avloppsledningarna. Natriumazid ar ett gift och kan vara toxiskt vid fértaring.

5. Satsen ar avsedd for in vitro-diagnostiskt bruk.

6. Om hemolyserat eller lipemiskt sera maste anvéandas skall inaktiverat sera varmas i 30 minuter i 56°C for optimala
resultat. Mikrobiellt kontaminerat sera skall inte anvandas.

7. Det titrerbara kontrollserumet ar avsett fér anvandning vid évervakning av reproducerbarheten mellan olika loter
eller serier. Det ar inte avsett for matning av den totala sensitiviteten eller analysens specificitet.

8. Undvik att roka, ata eller dricka i omraden dar prover eller satsreagenser hanteras.

9. Undvik alltid stank eller alstring av aerosoler.

10. Andra inkubationstider och temperaturer an de angivna kan ge felaktiga resultat.

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

12. Ateranvandningsbart glas méste tvattas och skoljas noggrant fére anvandning. Allt glas maste rengéras och torkas
fore anvandning.

13. Placera alla reagenser, objektglas och prover i rumstemperatur (18-25°C) fére anvandning.

14. Anvand engangshandskar vid hantering av prov och reagenser, och tvatta handerna noggrant efterat.

15. Mikrobiell kontamination av reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.

16. Pipettera aldrig med munnen och undvik att komma i kontakt med reagenser och prov med hud eller slemhinnor.
Tvatta med bakteriedddande tval och rikligt med vatten om sadan kontakt intraffat.

PROVTAGNING

Provtagning: Serum rekommenderas som prov. Cirka 5 ml helblod skall tas aseptiskt genom venpunktion med hjalp av
ett sterilt vakuumblodtagningsror eller annat Iampligt blodtagningssystem. Lat blodet koagulera i rumstemperatur (18-
25°C). Serum skall sa snart som mdjligt separeras fran koagler genom centrifugering fér att minimera hemolys.



Storande @mnen: Sera som uppvisar en hég grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillvaxt bér inte anvandas,
eftersom dessa betingelser kan leda till avvikande resultat. Prover som innehaller synliga av partiklar bor klargéras
genom centrifugering fére analys.

Forvaring: Sera kan forvaras i 2-10°C under max en vecka. Om analysen dréjer ytterligare skall sera frysas i —20°C
eller lagre. Sera bor inte forvaras i sjalvavfrostande kylskap eller fryslagerrum.

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

TOLKNING AV RESUKTAT

KVALITETSKONTROLL

Positiva, negativa och PBS-kontroller skall testas en gang per korning. Den positiva kontrollen bér uppvisa ljust
appelgrén fluorescens i cellkarnorna, med ett klart urskiljningsbart ménster som ar karaktaristiskt for det kontrollserum
som anvands. Den negativa kontrollen bor uppvisa 1ag intensitet och en ospecifik matt grén fluorescens i bade
cytoplasman och karnan, men utan ett urskiljningsbart ménster av nuklear fargning. PBS-kontrollen anvands for att
observera ospecifik fargning av antikroppreagensen och bor inte uppvisa nagon grén fluorescens. Om kontrollerna inte
ser ut enligt beskrivningarna ar testet ogiltigt och bér géras om.

TILLHORANDE TITRERBAR KONTROLL

Vid avlasning av antikroppnivaer boérjar manga laboratorier med att Idsa den brunn som innehaller det mest spadda
provet och laser “baklanges” till spadningen 1:40. Antikroppnivans andpunkt ar den férsta brunn i vilken ett klart
urskiljningsbart nukleart fargningsmdénster ar synligt. Vi rekommenderar denna metod for att faststalla antikroppsnivans
andpunkter.

Antikroppnivans medelvarde och spridningsomrade (x en spadning pa var sida om medelvardet) som faststallts for detta
lotnummer faststalldes i vart laboratorium och uppges fér vagledning. Kontrollen tillhandahalls for att varje laboratorium
skall ha tillgang till ANA-testningens reproducerbarhet (precision). Eftersom kontrollen inte ar avsedd som indikator pa
antikroppnivans precision, boér varje laboratorium faststalla sitt eget medelvarde fér antikroppnivans dndpunkt for provet i
fraga och anvanda denna information for att fa tillgang till reproducerbarheten (precisionen) mellan olika serier.

Genom upprepade analyser av denna titrerbara kontroll, med anvandning av Immuno Concepts fluorescerande ANA-
testsystem har ett medelantikroppvarde faststallts for varje lotnummer. Lotnumret och antikroppnivans medelvarde och
spridningsomrade (x en dubbel spadning pa var sida om medelvardet) star angivna pa ampullens etikett, och bor
anvandas som vagledning for testsystemets prestanda.

Det ar viktigt att inte blanda ihop fluorescensens intensitet med eventuell férekomst av antinukleara antikroppar. Den
viktigaste faktorn nar man faststaller om en given serumspadning ar positiv eller inte ar om det finns ett klart
urskiljningsbart ménster, oavsett den fluorescerande fargningens intensitet.

Denna titrerbara kontroll uppvisar det typiska flackiga monster som ar associerat med RNP-antikroppen. Det kan aven
finnas ett andra ménster av NSp | (flera diskreta flackar i interfascellernas karna), men detta ar det typiska RNP-
flackmonster som skall anvandas for att Iasa andpunkter.

De varden som erhallits i vart laboratorium kan skilja sig fran era. Faktorer som kan paverka resultaten omfattar, men ar
inte begransat till:

1. Vilken typ av ljuskalla som anvands. Ljuskallor av kvicksilver ger hdgre exciteringsenergi vid 495 nm an
kvarts/halogen. Ljuskallor av kvicksilver pa 50 watt, 100 watt och 200 watt skiljer sig nagot i exciteringsenergi vid
495 nm. Kvarts-/halogenljuskallor pa 100 watt ger hdgre exciteringsenergi vid 495 nm an kvarts-/halogenljuskallor
pa 50 watt.

2. Ljuskallans skick och alder. Detta galler framfor allt ljuskallor av kvicksilver som i allménhet uppvisar en gradvis
minskning i exciteringsenergi vid 495 nm, innan de smalter ned. Denna gradvisa minskning i exciteringsenergi kan
leda till en avsevard forlust i kanslighet dver flera veckors tid. Problemet kan undvikas genom att féra en
tidsloggbok. For basta resultat: Byt ut 50 watts glédlampor av kvicksilver efter 100 timmar och 100 eller 200 watts
glédlampor av kvicksilver efter 200 timmar. Kvarts-/halogenljuskallor uppvisar i allmanhet ingen gradvis minskning i
exciteringsenergin, innan de smalter ned.

3. Vilken typ av matarfilter som anvands. Stérningsmatarfilter ger storre kanslighet 6ver en mycket smalare vaglangd
an absorptionsmatarfilter. Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet eller kontakta saljaren for mer
information.

4. Korrekt placering av mikroskopets ljusbana. Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet for mer
information.
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5. Objektivets numeriska blandaréppning. Med infallande ljusfluorescens (Epi) 6kar fluorescensen exponentiellt,
medan den numeriska blandaréppningen (NA) 6kar additivt. Detta kan leda till att ett 40 gangers objektiv med en NA
pa 0,65 laser en eller flera spadningar lagre an ett 40 gangers objektiv med en NA pa 0,85. Den numeriska
blandaréppningen star angiven pa sidan av objektivet.

6. Sparrfilter. Sparrfiltret minskar de specifika exciteringsvaglangderna och kan anvandas for att minska kansligheten.
Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet eller kontakta saljaren fér mer information.

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

TOLKNING AV TESTRESULTATEN
200 gangers total forstoring rekommenderas for screening av positiv/negativ, medan 400 gangers total forstoring
rekommenderas for ménsterigenkénning och pa visning av mitotiska celler.

Negativt: Ett serum betraktas som negativt for antinukleara antikroppar, om nuklearfargningen ar mindre an eller lika
med den negativa kontrollbrunnen utan klart urskiljningsbart ménster. Cytoplasman kan uppvisa en svag fargning, med
tydligare fargning i de mitotiska cellernas icke-kromosomomrade, men utan ett klart urskiljningsbart nukleart ménster.

Positivt: Ett serum betraktas som positivt om karnan uppvisar ett klart urskiljningsbart monster av fargning i flertalet
interfasceller.

Antikroppnivaer: Vid avlasning av antikroppnivaer bérjar manga laboratorier med att Iasa den brunn som innehéller det
mest spadda provet och laser “baklanges” till spadningen 1:40. Den forsta brunnen med ett klart urskiljningsbart ménster
ar antikroppnivans andpunkt. Vi rekommenderar denna metod for att faststélla antikroppsnivans andpunkter. Det ar
viktigt att inte blanda ihop fargningens intensitet med eventuell férekomst av antinukledra antikroppar. Den viktigaste
faktorn for faststallande om en given serumspadning ar positiv eller inte ar om det finns ett klart urskiljningsbart nukleart
monster, oavsett fargningens intensitet.

VARNING: Vissa sera kan uppvisa nuklear och cytoplasmisk fargning utan ett synbart nukleart ménster. Detta fenomen
beror i allménhet pa heterofila antikroppar, och bor rapporteras som negativt (30).

FLUORESCENSENS INTENSITET

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

4+ Lysande gulgron (maximal fluorescens): Tydlig cellkontur. Klart definierat cellcentrum.

3+ Mindre lysande gulgron fluorescens: Tydlig cellkontur. Klart definierat cellcentrum.

2+ Avgransat cellménster, men svag fluorescens: Cellkonturen mindre valdefinierad.

1+ Mycket dampad fluorescens: Cellkonturen ar i de flesta fall nastan omgjlig att skilja fran cellens centrum.

Ett standardobjektglas for faststallande av fluorescensens intensitet, FITC QC Slide™, katalognummer 1900, kan
bestallas fran Immuno Concepts, N.A. Ltd.

RAPPORTERING AV RESULTATET

Screening: Resultatet skall rapporteras som starkt positivt eller positivt vid spadning 1:40, och det nukleéara
fargmoénstret skall rapporteras.

Bestiamning av antikroppniva: Resultatet skall rapporteras som den sista seriespadningen med ett klart
urskiljningsbart fargningsmonster. Resultat med en stark reaktion vid hogsta utspadning ska rapporteras som storre an
den utspadningen. Antikroppnivaer pa 1:40 till 1:80 betraktas som laga. 1:160 till 1:320 betraktas som medelhéga
antikroppnivaer och 1:640 och mer betraktas som hoéga. Det ar inte nédvandigt att bestdmma titerens slutpunkt. Alla
ANA-titer storre an eller lika med 1: 640 betraktas som en hog titer och kommer att varna klinikern att géra ytterligare
tester. Varje laboratorium bor uppréatta sitt eget titerskema, baserat pa antikroppar som upptécks i patientpopulationen.

MONSTERDETEKTION



Homogen: En fast fargning av kdrnan med eller utan synbar maskering av nukleolerna. De metafasmitotiska cellernas
kromosomomrade ar klart positivt med en jamn eller perifer fargningsintensitet stérre an, eller lika med,
interfaskarnornas.
Synonymer: Diffus, fast.
Nukleéra antigener: dsDNA, nDNA, DNP, histon.
Sjukdomssamband: Héga antikroppnivaer tyder pa SLE. Laga antikroppnivaer tyder pa SLE eller annan
bindvavssjukdom (31).

Perifer: En fast fargning, framst runt karnans yttre ring, med svagare fargning mot dess mitt. De metafasmitotiska
cellernas kromosomomrade ar klart positivt med en jamn eller perifer fargningsintensitet stérre an, eller lika med,
interfaskarnornas.
Synonymer: Kantig, raggig, hinnaktig.
Nukleéra antigener: dsDNA, ssDNA, nDNA, DNP, histon.
Sjukdomssamband: Hoga antikroppnivaer tyder pa SLE. Lagre antikroppnivaer tyder pa SLE eller annan
bindvavssjukdom (31).

Flackig: En grov- eller finkornig fargning av kérnan i allmanhet utan fluorescerande fargning av nukleolerna. De
metafasmitotiska cellernas icke-kromosomomrade uppvisar fargning, medan kromosomomradet ar negativt pa farg.
Nukleéra antigener: Sm; RNP; Scl-70; SSA/Ro; SSB/La och andra antigen-/antikroppsystem som annu inte ar
karaktariserade.
Sjukdomssamband: Hoga antikroppnivaer tyder pa SLE (Sm-antigen), blandad bindvavssjukdom (RNP-antigen),
sklerodermia (Scl-70-antigen) eller Sjoégrens syndrom, aven kallat Sicca-syndromet (SSA/Ro- eller SSB/La-
antigen). Lagre antikroppnivaer kan tyda pa annan bindvavssjukdom (32).

Nukleoléar: Stor, grovflackig fargning inuti karnan, i allmanhet mindre &n sex stycken per cell, med eller utan enstaka
fina flackar, 5-10 stycken till antalet. De metafasmitotiska cellernas icke-kromosomomrade uppvisar stark fargning,
medan kromosomomradet uppvisar svag fargning. Anafasa och telofasa celler kan uppvisa liknande fargning som
interfaskarnorna.
Nukleéra antigener: Benamns allmant 4-6s RNA och andra nukleara antigener, t ex fibrillarin, RNA polymeras |, NOR
90 och PM/Scl.
Sjukdomssamband: Héga antikroppnivaer vid sklerodermia och Sjégrens syndrom (33).

Centromer: Ett enstaka flackigt fargmoénster som i hdg grad tyder pa CRESTS-syndromvarianten av progressiv
systemisk skleros (25). De nukleara flackarna ar mycket atskiljda och ar vanligtvis ndgon multipel av 46 (oftast 23-46
flackar per karna). Eftersom centromerer ar sammandragningar dar spindelfibrer binds till kromosomerna, uppvisar de
mitotiska cellerna samma flackreaktion i kromosomomradet (12).

Synonymer: ACA, atskiljt flackig.

Nukleéra antigener: Kromosom centromer (kinetochore).

Sjukdomssamband: Tyder i hdg grad pa CREST-syndromvarianten av progressiv systemisk skleros (25).

GRUNDFARGNINGSMONSTER

Homogent Flackigt

SCREST é&r en form av PSS med framskriden kalcinos, Raynaud-fenomen, esofageal dysfunktion, sklerodactylo och
telangiektasi.
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Centromert

Nukleolart

MiTOoTISKA CELLER

DETEKTION

Mitotiska celler bor kunna synas pa varje falt, nar man betraktar dem i minst 200 gangers forstoring. Granska cellen i
400 gangers forstoring for att verifiera om den befinner sig i mitos. Mitotiska celler har en karaktaristisk rund form utan
detekterbart nukleart membran. Kromosomomradet i mitotiska celler har i allmanhet en oregelbunden form inuti cellen
pa grund av bristande nuklearmembran och extrem sammandragning av kromosomerna.

Sera som ar positivt for DNA, DNP och/eller histon (exempelvis Immuno Concepts homogena positiva kontroll) uppvisar
ljus fargning i sddana cellers kromosomomrade. | prover som ar negativa for DNA, DNP och/eller histon (exempelvis
Immuno Concepts flackiga positiva kontroll) uppvisar de mitotiska cellerna ingen kromsomfargning, och kan darfér vara

svara att upptacka.
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ANVANDNING AV MITOTISKA CELLER

Urskiljning av flackig respektive homogen antikropp: Ett finflackigt fargningsmonster ar ibland svart att skilja fran
homogen fargning. Om monstret ar homogent ar de mitotiska cellernas kromosomer fast fargade. Om monstret ar strikt
flackigt uppvisar omradet utanfér kromosomerna en fint flackig reaktion.

OBSERVERA: Om hela den mitotiska cellen ar finflackig samtidigt som kromosomomradet har en fast fargning, ar det
hogst troligt att det finns tva eller flera antikroppar. Rapportera screeningspadningen som flackig/homogen och titrera
varje antikropp till dess andpunkt.

Perifer kontra nuklear membranantikropp: Antikropp som uppvisar ett perifert ménster associeras i allmanhet med
DNA-/DNP-nukleédra antigener. Hoga antikroppnivaer for dessa antikroppar tyder pa SLE. | substrat som inte inkluderar
mitotiska celler kan det perifera monstret vara svart att urskilja frdn en nuklear membranantikropp. Genom att anvanda
Immuno Concepts mitotiska celler gar det att urskilja dessa monster, eftersom de mitotiska cellernas kromosomomrade
fargas intensivt i ett perifert monster, men inte fargas av en nuklear membranantikropp. Skillnaden ar kliniskt
betydelsefull, eftersom nukledra membranantikroppar inte har nagon DNA-/DNP specificitet och inte &r associerade med
SLE (34).



Anti-centromer antikropp (ACA) kontra atypiskt fargad antikropp som liknar en centromer: For att bekrafta
anticentromerantikroppen bor kromosomregionen i de mitotiska cellerna fargas ljus med atskiljda flackar. Om
kromosomomradet inte fargas, har antikroppen varken nagon kinetochorspecificitet eller ndgon association till
sklerodermias CREST-variant (35). Om kromosomomradet inte fargas, ar antikroppen ingen anticentromer och skall
darfoér rapporteras som “atypiskt flackig”.

CYTOPLASMISK FLUORESCENS

Aven om autoantikroppar mot cytoplasmiska antigener inte vanligtvis associeras med bindvévssjukdom, kan dessa
antikroppar upptéackas genom epiteliala cellstruktursubstrat (36). Mitokondriala och glatta muskelantikroppar ar de tva
antikroppar som vanligtvis upptacks och allmant associeras med mononukleos, kroniskt aktiv hepatit och leversjukdom
(37-38). Med hjalp av HEp-2-cellsubstratet har den glatta muskelantikroppen dven pavisats hos patienter med vartor
(39).

Antimitokondrial antikropp (AMA): Atskiljda flackar koncentrerade i cellens perinukledra omrade och utvidgade i lagre
densitet till cytoplasmans yttre omraden. Detta bor skiljas fran anti-Golgi-antikroppen, som i allmanhet endast fargar en
sida av det perinukledra omradet, och fran antiribosomal antikropp, som uppvisar finare flackar med ett natformigt
utseende som éverensstammer med platsen fér endoplasmisk reticulum i cellen.

OBSERVERA: Perinukleara flackar kan enkelt sarskiljas fran perifer nuklearfargning genom att de mitokondriska
flackarna bildar en avbruten flackig fargning runt utsidan pa det nukledra membranet, medan perifera sera bildar en fast
och jamn fargning inuti det nukledra membranet.

RAPPORTERA SERA SOM NEGATIVA FOR ANTINUKLEARA ANTIKROPPAR OCH BEKRAFTA POSITIVT SVAR
FOR ANTIMITOKONDRISK ANTIKROPP PA AMA-SPECIFIKT SUBSTRAT.

Antiglatt muskelantikropp (ASMA): Mycket fin fibrés fargning éver hela cellcytoplasman med ett spindelvavsliknande
utseende. Till skillnad fran mitokondrisk antikropp &r fargningen av glatt muskelantikropp likformig éver hela
cytoplasman och kan aven stracka sig dver karnan. Mitotiska celler uppvisar i allmanhet stora, atskiljda flackar utanfor
kromosomomradet. Glatta muskelantikroppar har visat sig ha en hég specificitet for aktin (40-41).

RAPPORTERA SERA SOM NEGATIVA FOR ANTINUKLEAR ANTIKROPP OCH BEKRAFTA POSITIVT SVAR FOR
ANTIGLATT MUSKELANTIKROPP PA ASMA-SPECIFIKT SUBSTRAT.

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Diagnos kan inte stallas enbart pa grundval av detektion av antinuklear antikropp. Lakaren maste tolka dessa
resultat tillsammans med patientens historia och symptom, de fysiska upptackterna och évriga diagnostiska
metoder.

2. Behandling bor inte pabdrjas enbart pa grundval av ett positivt test for antinukleara antikroppar. Hansyn maste tas
till kliniska symptom, andra laboratorieupptackter och lakarens kliniska intryck innan eventuell behandling pabérjas.

3. Vissa lakemedel, bland annat procainamid och hydralazin, kan medféra en lupus erytematos-liknande sjukdom (42).
Patienter med lakemedelsinducerad LE kan uppvisa positiv homogen eller homogen/perifer ANA, som i allmanhet ar
riktad mot nukleara histoner (43).

4. En liten andel patienter med SLE uppvisar eventuellt inte ANA genom indirekt immunofluorescens, men kan uppvisa
ANA med andra metoder (44).

5. Det ar inte nédvandigt att bestdmma titerens slutpunkt. Alla ANA-titer stérre an eller lika med 1: 640 betraktas som
en hdg titer och kommer att varna klinikern att gora ytterligare tester. Varje laboratorium bér uppratta sitt eget
titerskema, baserat pa antikroppar som upptécks i patientpopulationen. Aven om en hdgt titrerad ANA i hég grad
kan tyda pa bindvavssjukdom, bor detta inte betraktas som en diagnos, utan i stallet ses som en del av patientens
totala sjukdomshistoria.

6. Fargningsmodnster andras ofta i och med fortlépande titrering av sera. Detta beror i allmanhet pa forekomsten av
mer an en nuklear antikropp.

7. Eftersom manga alternativ finns att tiliga nar det galler fluorescerande mikroskop, rekommenderas att ljuskallor, filter
och optik standardiseras nar man jamfér patienternas antikroppnivaer mellan olika laboratorier.

8. Positiva ANA foreligger aven hos en liten procentandel patienter med smittsamma och/eller neoplastiska sjukdomar

(9).



FORVANTADE VARDEN

| ett stort medicincentrum pa ett universitet framstalldes féljande data éver en tvaarsperiod med hjalp av HEp-2-cell
ANA-substrat (45). Tabell 1.

TABELL 1
Diagnos Monster- %
férdelning | Positiv
Onormal population (6ver 4500 sera testade):
Systemisk lupus erytematosus S,P+H,H, P 93
Reumatoid artrit S,H 40
Blandad bindvavssjukdom S 99
Progressiv diffus systemisk skleros S,N 85
Progressiv systemisk skleros-CREST ACA 93
Reumatoid artrit hos barn
Systemisk S 14
Polyartikularis S 13
Pauciartikularis-B27+ - 0
DM/PM S 25
Vaskulit S 20
Normal population (6éver 9000 sera testade):
20-60 ar S 2
70-80 ar S 3,5

Forkortningar: S=Flackig, H=Homogen, P=Perifer, N=Nukleolar, ACA=Anticentromer

PRESTANDA

Immuno Concepts ANA-testsystem utvarderades genom jamférelse med tva andra fluorescerande antikroppanalyser
som ar kommersiellt tillgangliga (45). Studien omfattade 97 serumprover fran normala individer med bland annat
féljande diagnoser: systemisk lupus erythematosus (SLE), blandad bindvavssjukdom (MCTD), Raynauds progressiva
systemiska skleros-CREST-variant (PSS-CREST), reumatoid artrit (RA), reumatoid artrit hos barn (JRA) och andra
bindvavssjukdomar. Sera testades med de screeningspadningar som rekommenderades av respektive tillverkare.
Studieresultaten sammanfattas i tabell 2.

TABELL 2
Antal Immuno KB-cells | Musnjure
DIAGNOS . Concepts positiva positiva
patienter | sitiva1:40 | 1:20 1:20
SLE 23 23 22 21
MCTD/éverlappning 7 7 6 4
Raynaud’'s PSS-CREST 17 17 16 7
RA 2 2 2 0
JRA 4 4 4 3
Annan bindvavssjukdom 9 9 9 6
Sjukhuskontroller 11 7 3 2
Normala kontroller 24 1 1 0

De patienter som testades positivt i kategorin “annan bindvavssjukdom” med Immuno Concepts substrat hade temporar
artrit (1), odifferentierad bindvavssjukdom (1), polymyosit (2), monoartrit (3), polyartrit (3) och andra sjukdomar som inte
vidare klassificerats.

Sjukhuskontroller som uppvisade positiv ANA med Immuno Concepts substrat hade diabetes (2), oklassificerad artrit
(3), hypotyreos (1) och immunkomplex njursjukdom (1) som inte motsvarade kriteriet for diagnosen SLE.
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FLUORESCERANDE ANA TESTPROCEDUR

OM laboratoriet anvénder en robot for att analysera proverna sa skall rekommendationerna fran tillverkaren gélla. Roboten skall vara
programmerad med anvisad provspadning, provvolym och inkubations tid som ni kan se nedan.

REKONSTITUTION AV BUFFERT (PBS)

Los upp innehallet i en buffertpase i en liter avjoniserat eller destillerat
vatten. PBS-bufferten kan tackas och férvaras i 2-25°C i maximalt fyra
veckor.

SPADNING AV PATIENTPROV

Screening: Spad patientprovet till 1:40 genom att tillsatta 0,05 ml (50 pl)
serum i 1,95 ml rekonstituerad PBS.

Semikvantitativ bestdmning av antikroppniva: Gor seriespadningar av
screeningprover (t ex 1:80, 1:160, 1:320...etc.) med anvandande av
PBS.

IORDNINGSTALLANDE AV OBJEKTGLAS FOR SUBSTRAT (20-25
pl/brunn)

Avlagsna objektglaset/objektglasen fran pasen/pasarna och placera
kontrollsera pa kontrollserabrunnarna enligt féljande: Vand upp och ned
pa pipettflaskan och klam forsiktigt tills det syns en droppe pa spetsen.
For forsiktigt droppen mot réatt kontrollbrunn, men undvik direktkontakt
mellan pipettspetsen och objektglasets yta. Tillsatt 1 droppe (20-25 pl)
patientprov i de numrerade brunnarna.

OBSERVERA: For allméan screening rekommenderas den homogena
positiva kontrollen. Fér semikvantitativ bestdmning av antikroppniva
skall den positiva kontroll véljas som askadliggor det
fluorescensmoénster som &r mest likt screeningprovet (anvéand t ex den
flackiga positiva kontrollen fér patientprover som ger ett flackigt
fluorescensmonster i screening).

VARNING: DIREKTKONTAKT MELLAN PIPETTSPETSEN OCH
OBJEKTGLASETS YTA KAN LEDA TILL ATT ANTIGENSUBSTRATET
TAR SKADA.

INKUBATIONSOBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i rumstemperatur, dvs
18-25°C)

Placera objektglaset/-n i en fuktig tdckt kammare (en petriskal med
fuktad pappershandduk duger). Odla, med locket pa, i 30 minuter (+ 5
minuter) i rumstemperatur (18-25°C).

PBS-SKOLJNING

Avlagsna objektglaset/-n fran inkubatorbrickan och skélj hastigt med
PBS genom att anvanda en sprutflaska, Pasteur, eller serologisk pipett.
Spruta inte buffert direkt pa brunnarna.

OBSERVERA: For att undvika att objektglasen korskontamineras kan
du leda PBS-stralen langs objektglasets mittlinje genom att forst luta
objektglasen mot den 6vre raden av brunnar och dérefter mot den
nedre raden.

PBS-TVATTNING (tio minuter)

Tvatta objektglaset/-n i tio minuter med PBS i en objektglasfargskal eller
ett Coplin-karl. Tvattningen kan férlangas med 10-30 minuter utan att de
slutliga testresultaten paverkas. Kassera PBS-tvattldsningen efter
anvandning.

FLUORESCERANDE ANTIKROPPREAGENS (tack brunnarna med
12-14 droppar)

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS och doppa det 3-5 ganger i
avjoniserat eller destillerat vatten. Knacka objektglaset mot laskpapper
eller pappershanddukar fér att avldgsna dverskottsvatten. Aterfér
omedelbart objektglaset till inkubationskammaren och tack brunnarna
helt med fluorescerande antikroppreagens. Borja med att placera en
droppe &ver varje brunn. Upprepa detta for varje objektglas. Den
fluorescerande antikroppreagensen har titrerats for att kompensera for
det avjoniserade eller destillerade vatten som ar kvar pa objektglaset
efter skoljning.

10.
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OBSERVERA: Det ar viktigt att objektglasbrunnarna inte torkar under
detta forfarande, annars tar substratet skada.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER ELLER
ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG OBJEKTGLASET STA UTAN
FLUORESCERANDE ANTIKROPPREAGENS LANGRE AN 15
SEKUNDER.

INKUBATION AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i rumstemperatur,
dvs 18-25°C)

Placera locket pa inkubationskammaren och tack med en
pappershandduk for att forhindra att det utsatts for ljus, om kammaren
inte ar ogenomskinlig. Odla objektglaset/-n i 30 minuter (x 5 minuter) i
rumstemperatur (18-25°C).

PBS-SKOLJNING
Avlagsna objektglaset/-n fran inkubatorbrickan och skélj hastigt med
PBS. Spruta inte buffert direkt pa brunnarna.

PBS-TVATTNING (tio minuter)

Tvatta objektglaset/-n i tio minuter med PBS i en objektglasfargskal eller
ett Coplin-karl. Tvattningen kan férlangas med 10-30 minuter utan att de
slutliga testresultaten paverkas, forutsatt att motfarg inte anvands.
Tillhérande motfarg: Tillsatt 5-10 droppar motfarg (0,5% Evans bla) per
100 ml PBS, innan objektglaset sénks ned. Eftersom graden av énskad
motfargning kan variera fran person till person, gar det att 6ka
respektive minska dess intensitet genom att justera antalet droppar som
tillsatts PBS i denna tvattning.

MONTERING AV SKYDDSREMSA

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS och doppa det 3-5 ganger i
avjoniserat eller destillerat vatten (Valfri). Knacka objektglaset mot
laskpapper eller pappershandduk for att aviagsna éverskottsvatten.
TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER ELLER
ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG OBJEKTGLASET STA UTAN
SKYDDSREMSA LANGRE AN 15 SEKUNDER. Tills&tt 4-5 droppar
halvpermanent monteringsmedium langs mittlinjen pa varje objektglas.
Satt forsiktigt skyddsremsan pa plats och undvik luftfickor genom att
forsiktigt 1dgga ned skyddsremsan fran ena dnden av objektglaset till
den andra.

OBSERVERA: Overflédigt monteringsmedium péa objektglaset kan leda
till hg bakgrundsfluorescens pa grund av ljusspridning eller brist pa
klar upplésning av celler (otydlig bild). Overflddigt monteringsmedium
kan avlagsnas fran objektglaset genom att skyddsremsan forsiktigt
torkas av med laskpapper. Undvik att réra direkt vid skyddsremsan.
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