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SISTEMA DE TESTE FLUORESCENTE PARA nDNA

Para uso em diagnostico in vitro
Para uso profissional

USO PRETENDIDO: Este é um teste de anticorpo fluorescente indireto para detec¢do semiguantitativa de anticorpo
anti-nDNA em soro humano. Este sistema de teste destina-se ao uso como auxiliar no diagnéstico do lipus eritematoso
sistémico.

RESUMO E EXPLICAGAO DO TESTE

Anticorpo antinuclear (ANA) é um termo geral, usado para descrever autoanticorpos para varias proteinas nucleares das
células. Estudos iniciais desses anticorpos, que empregaram técnicas de imunofluorescéncia, revelaram algumas
especificidades selecionadas da proteina nuclear (1). Devido & alta correlacdo do ANA positivo com o ldpus eritematoso
sistémico (LES), o teste negativo para ANA essencialmente excluia a doencga (2).

Embora os anticorpos especificos para DNA continuem a mostrar alta correlagdo com LES (3), nos ultimos anos, varias
das macromoléculas nucleares (4) e citoplasmaticas (5-7) também foram detectadas e associadas a outras doencas de
tecido conectivo (8-10). Considerando que varios desses anticorpos parecem ter utilidade diagnéstica e/ou prognostica
em esclerose sistémica progressiva (11-12), doenga conjuntiva do tecido conectivo (13-15), sindrome de Sjogren (16-
17), polimiosite (18) e artrite reumatoide (19), agora se reconhece que o teste de ANA é uma ferramenta de triagem
geral para a doenga do tecido conectivo (20).

Os pacientes com LES podem produzir anticorpos para uma variedade de antigenos nucleares, porém, os anticorpos
direcionados contra Sm (antigeno Smith) e nDNA apresentam a maior correlacdo com a doenca (20). Os anticorpos
direcionados contra Sm demonstram padrédo de coloragéo pontilhado de ANA, ao passo que os anticorpos direcionados
contra nNDNA, em geral, apresentam padréo de coloragdo homogénea de ANA. Embora os baixos niveis de anticorpos
anti-nDNA possam ser presenca frequente no soro de pacientes com artrite reumatoide, sindrome de Sjogren,
esclerose sistémica progressiva, dermatomiosite, lipus eritematoso discoide e doenca mista do tecido conjuntivo (21),
os altos niveis de anticorpos anti-nDNA s&o vistos quase exclusivamente no LES. Acredita-se que os anticorpos contra
nNDNA estdo envolvidos na patogénese das variantes mais graves de LES, quando se depositam como complexos
imunes (22). Os anticorpos anti-nDNA ocorrem em altos titulos e, como se correlacionam com a atividade da doenga
(23), sua deteccao é importante no tratamento dos pacientes com LES.

Existem diversos ensaios para a detec¢éo de anticorpos anti-nDNA. Os métodos mais usados incluem
imunofluorescéncia indireta, radioimunoensaio, contra-imunoeletroforese e imunodifusao (24-27). O Sistema de teste
para nDNA da Immuno Concepts € um método de anticorpo fluorescente indireto (IFA). O anticorpo sérico reativo para
nDNA é detectado por coloragéo do cinetoplasto no interior do organismo Crithidia luciliae (34). C. luciliae € um parasita
da mosca varejeira e ndo é patogénico para o ser humano. O cinetoplasto desses hemoflagelados é parte de uma
grande mitocéndria na qual o nDNA helicoidal esta concentrado (33-34). Nas eletromicrografias, o cinetoplasto aparece
como uma estrutura ligeiramente concava, em forma de disco, que contém cristas mitocondriais € uma massa fibrosa
de DNA (35). O cinetoplasto é encontrado entre o nlcleo de localizacao central e o corpo basal do flagelo. Como o
nDNA do cinetoplasto ndo contém contaminantes de DNA de cadeia Unica (ssDNA), os possiveis problemas de reacdes
falso-positivas de ssDNA, que ocorrem no radioimunoensaio com DNA de timo de bezerro, sdo praticamente eliminados
(28-33).
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PRINCIPIO DO TESTE

O teste para nDNA da Immuno Concepts usa a técnica de anticorpo fluorescente indireto descrita pela primeira vez por
Weller e Coons (36). As amostras do paciente sdo incubadas com substrato antigénico para permitir a ligacao
especifica de autoanticorpos ao nDNA do cinetoplasto. Se 0 nDNA estiver presente, forma-se um complexo antigeno-
anticorpo estavel. Depois de lavar para remover os anticorpos ndo-especificos, o substrato é incubado com reagente
para anticorpo anti-humano conjugado a fluoresceina. Quando os resultados séo positivos, ocorre a formacéao de um
complexo estavel de trés partes, consistindo em anticorpo fluorescente ligado ao anti-DNA humano, que é ligado ao
antigeno n-DNA. Esse complexo pode ser visualizado com o auxilio de um microscépio fluorescente. Nas amostras
positivas, o cinetoplasto ou o cinetoplasto e o ndcleo mostram fluorescéncia amarelo esverdeado brilhante no interior
dos organismos Crithidia luciliae. Se a amostra for negativa para nDNA, o cinetoplasto ndo apresentara fluorescéncia.

COMPONENTES DO SISTEMA - MATERIAIS FORNECIDOS

Uso: Todos os componentes vém prontos para uso, sem necessidade de compor aliquotas ou de reconstituicdo (exceto
para o tampédo PBS que deve ser dissolvido em agua desionizada ou destilada antes do uso).

Armazenamento: Todos os componentes podem ser armazenados em refrigeracéo de 2 °C a 10 °C. Depois da
reconstituicdo,o reagente tampé&o PBS deve ser armazenado em recipientes com tampa de rosca e armazenar de 2 °C
a 25 °C.

Estabilidade: Todos os componentes continuam estaveis por pelo menos 12 meses a partir da data de fabricacdo. Nao
utilize qualquer componente depois de sua data de validade.

REAGENTES REATIVOS
Laminas de substrato |[SLIDE}: LAminas de substrato de nDNA que usam Crithidia luciliae estabilizado diretamente nos

pocos de teste. O modelo Unico de lamina com fossos minimiza a contaminagéo cruzada dos pocos durante o teste. A
bolsa da lamina é cheia com um gas inerte ndo-tdxico que contribui para a estabilidade das células.

Controle positivo homogéneo |CONTROL| +|: N° de Catalogo 3021. Frasco dispensador pronto para usar que
contém 1,0 ml de soro humano positivo de controle com anticorpo especifico para antigenos nDNA. Este soro mostra
reacdo com coloragéo positiva brilhante no cinetoplasto no substrato de Crithidia luciliae da Immuno Concepts.

Soro de controle titulavel : N° de Catélogo 3026. Frasco pronto para usar que contém 0,5 ml de soro humano
positivo de controle a ser tratado como amostra de paciente ndo-diluida. Ver o valor da titulagdo na etiqueta do frasco.

Soro de controle negativo [CONTROL| - |: N° de Catalogo 3031. Frasco pronto para usar que contém 1,0 ml de soro
humano negativo de controle. O soro de controle negativo ndo mostra qualquer coloragéo especifica do cinetoplasto no
substrato de Crithidia luciliae da Immuno Concepts.

Reagente para anticorpo fluorescente [CONJ|FITC]: N° de Catéalogo 3009 (9,0 ml), 3075 (23 ml). IgG anti-humana

(cadeias pesada e leve) conjugada a fluoresceina isotiocianato (FITC). O reagente vem pronto para uso, em frascos
conta-gotas de 9,0 ml para cada 10 laminas no kit completo de teste.

COMPONENTES NAO-REATIVOS

Tampdo PBS em pé : N° de Catalogo 1011. Soluc&o salina tamponada com fosfato em p6 (0,01 M, pH 7,4
+0,2). Cada bolsa contém p6 de tampZo suficiente para fazer 1 litro. (E fornecida uma bolsa de pé de tamp&o para cada
cinco lAminas nos kits completos de teste.)

Preparacao: Dissolver uma bolsa de p6 de tampdo em um litro de agua desionizada ou destilada, tampar e
armazenar entre de 2 °C a 25 °C por até quatro semanas ou até que ocorram sinais de contaminagdo ou outras
alteracoes visiveis.

Meio de montagem semipermanente [SOLN|MM|: N° de Catélogo 1111. Frasco pronto para usar que contém 5,0 ml
de meio de montagem com base em glicerol.

Laminulas |CVSLP}: N° de Catéalogo 1042. Cada pacote contém dez laminulas de 24 x 64 mm No. 1 de vidro.



MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS ~POREM NAO
FORNECIDOS

Pipetas volumétricas para dispensar volumes de 20 a 25 pl
Jarras de Coplin ou placas de coloragéo

Almotolia ou pipetas Pasteur

Pipetas sorolégicas

Agua desionizada e destilada

Tubos de ensaio para preparar diluicdes de soro

Papel absorvente ou papel-toalha

Luvas descartaveis

Recipientes de um litro com tampa de rosca (para o tampé&o PBS)
Temporizador de laboratério

Microscopio fluorescente equipado com filtro excitador de 495 nm e filtro de barreira de 515 nm

10.
11.
12.

13.
14.
15.
16.

PRECAUCOES

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

Todas as amostras de pacientes devem ser manuseadas no nivel de Biosseguranca 2, conforme as
recomendagfes para amostras de soro ou sangue humano com potencial infeccioso constantes no Manual dos
Centers for Disease Control/National Institutes of Health: Biosafety in Microbiological Andy Biomedical Laboratories,
1999 Edition.

A diluicdo dos componentes ou a substituicdo dos componentes além dos fornecidos com o sistema podem gerar
resultados inconsistentes.

A azida sddica (0,09%) € usada como conservante. A azida sédica pode reagir com instalagfes hidraulicas de
chumbo ou cobre e formar sais de azida metalica explosivos. Ao descartar os reagentes, enxaguar com grandes
volumes de &gua corrente para evitar possiveis residuos no encanamento. A azida sddica € um veneno e pode ser
téxica quando ingerida.

Este kit destina-se ao uso para diagndéstico in vitro.

Em caso de se utilizar soro hemolisado ou lipémico, aquecer o soro inativado por 30 minutos até 56 °C para obter
resultados ideais. O soro contaminado por micrébios ndo deve ser usado.

O soro de controle titulavel destina-se ao uso na monitoracéo da reprodutibilidade de cada lote e de cada execucéo.
N&o se destina como medidor da sensibilidade ou especificidade gerais do ensaio.

N&o fumar, comer ou beber nas areas em que as amostras ou reagentes do kit sdo manuseados.

Evitar respingos ou geracao de aerossois todas as vezes.

Os tempos e temperaturas de incubacao além dos especificados podem gerar resultados falsos.

A contaminacao cruzada de reagentes ou amostras pode gerar resultados falsos.

A vidraria reutilizavel deve ser lavada e totalmente enxaguada, de modo a remover todo o detergente antes do uso.
Toda a vidraria deve ser limpa e seca antes do uso.

Deixar todos os reagentes, laminas e amostras chegarem a temperatura ambiente (18 °C a 25 °C) antes de usar.
Usar luvas descartaveis ao manusear amostras e reagentes, e lavar completamente as maos depois.

A contaminacao microbiana de reagentes ou amostras pode gerar resultados falsos.

Nunca pipetar com a boca e evitar o contato dos reagentes e amostras com a pele e a mucosa. Se ocorrer contato,
lavar com sabao germicida e quantidade abundante de agua.

COLETA DE AMOSTRA

Coleta: O soro é a amostra preferida. Cerca de 5 ml de sangue total devem ser coletados de modo asséptico, por
puncédo venosa com tubo de coleta estéril e a vacuo ou com outro sistema de coleta adequado. Deixar o sangue
coagular em temperatura ambiente (18 °C a 25 °C). O soro deve ser separado do coagulo por centrifugacdo, assim que
possivel para minimizar a hemolise.

Substéancias interferentes: O soro que apresenta alto grau de hemolise, bile, lipemia ou crescimento microbiano nao
deve ser usado porque essas condi¢cdes podem ocasionar resultados falsos. As amostras que contém matéria
particulada visivel devem ser clareadas por centrifugacéo antes dos testes.
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Armazenamento: O soro pode ser armazenado de 2 °C a 10 °C por até uma semana. Se os testes demorarem mais
gue isso, o soro deve ser armazenado congelado a —20 °C ou menos. O soro ndo deve ser armazenado em refrigerador
ou freezer com autodescongelamento.

CUIDADO: O congelamento e descongelamento repetitivo das amostras dos pacientes pode gerar resultados falso-
positivos ou falso-negativos.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

A interpretacao correta dos resultados depende do nitido reconhecimento das vérias caracteristicas morfologicas do
organismo Crithidia luciliae.

./..' \ Flagellum
/\ Basal Body
< 7"\ Kinetoplast

Nucleus .
Cytoplasmic organelles

A cobertura externa da maioria dos protozoarios consiste em uma camada de pelicula composta por lipoproteina. No
interior da pelicula, encontra-se a membrana plasmatica. A membrana plasmatica engloba o citoplasma que consiste de
a) uma camada externa de ectoplasma, que contém o corpo basal e o flagelo e b) endoplasma, um citoplasma interno
muito liquido que contém o nucleo, o cinetoplasto e outras organelas.

A pelicula, a membrana plasmatica, o corpo basal e o flagelo séo, via de regra, considerados acessérios permanentes
no interior do organismo, com pouca variabilidade na localizacdo de uma célula para outra. Embora o cinetoplasto
localize-se, em geral, mais perto do corpo basal do que do nucleo, a localizagao exata dessa organela pode variar de
uma célula para outra, devido a natureza do liquido no endoplasma.

Para diferenciar claramente o cinetoplasto do ndcleo, deve-se ver o poco de controle positivo. O cinetoplasto sempre
serd localizado mais proximo do flagelo (ilustrado acima). O poco de controle negativo ndo mostrara coloragéo do
cinetoplasto, enquanto o de controle positivo mostrara sua coloragéo.

LER APENAS ORGANISMOS ISOLADOS, BEM-DEFINIDOS NO INTERIOR DE CADA CAMPO. A MORFOLOGIA
PODE VARIAR DE UM ORGANISMO PARA OUTRO, DEVIDO A FIXACAO DURANTE O CRESCIMENTO DA FASE
DE REGISTRO.

CONTROLE DE QUALIDADE

Controles positivos, negativos e do tampao fosfato salino devem ser testados a cada execuc¢do. O controle positivo deve
mostrar fluorescéncia amarelo esverdeado brilhante no cinetoplasto de Crithidia luciliae, com ou sem coloracdo do
nacleo. O controle negativo ndo apresentara coloragédo do cinetoplasto. O controle PBS é usado para observar
coloragdo ndo-especifica do reagente de anticorpo, e ndo deve apresentar fluorescéncia verde. Se os controles néo
aparecerem conforme a descri¢éo, o teste € invalido e deve ser repetido.

CONTROLE TITULAVEL OPCIONAL

Ao ler os titulos, muitos laboratérios comegam a leitura no pogo que contém a amostra mais diluida e leem "de tras para
a frente" até a diluicdo de 1:10. O primeiro po¢o no qual um padrdo claramente de coloracao do cinetoplasto é
discernivel é visivel é o ponto final de titulagdo. Recomendamos esta técnica para determinar os pontos finais de
titulacéo.

O titulo médio e a faixa de titulo (+ uma diluicdo em cada lado da média) determinados foram estabelecidos em nosso
laboratério e séo fixados como orientagdo. Esse controle é fornecido, para permitir que cada laboratério avalie a
reprodutibilidade (preciséo) de seus teste para nDNA. Desde que ndo se pretende que esse controle seja um indicador
da exatidao do titulo, cada laboratério deve estabelecer seu préprio ponto final médio do titulo para essa amostra, e
deve usar essa informagé&o para avaliar reprodutibilidade de cada execuc¢éo (preciséo).

Por meio de multiplos testes desse controle titulavel, usando o Sistema de teste Fluorescente para nDNA da Immuno
Concepts, estabeleceu-se um valor de titulo médio para cada nimero de lote. O nimero de lote, o titulo médio e a faixa
de titulo (+ uma diluicdo dupla em cada lado da média) sdo declarados na etiqueta do frasco e devem ser usados como
orientacdo no teste de desempenho do sistema.



Os valores obtidos em nosso laboratério podem diferir dos seus valores. Alguns dos muitos fatores que podem afetar
seus resultados podem incluir o seguinte, sem a isso se limitar:

1. Tipo de fonte de luz usada. As fontes de luz de mercurio produzem maior energia de excitacdo a 495 nm do que o
guartzo ou halogénio. As fontes de luz de mercurio de 50 watts, 100 watts e 200 watts diferem um pouco quanto a
energia de excitacdo a 495 nm. As fontes de luz de quartzo ou halogénio de 100 watts produzem maior energia de
excitacao a 495 nm que as mesmas fontes de 50 watts.

2. Condicao e tempo de uso da fonte de luz. Isso é particularmente verdadeiro para as fontes de luz de mercurio, que
em geral, apresentam reducao gradual da energia de excitacdo a 495 nm antes de queimar. Essa reducao gradual
da energia de excitacédo pode resultar em perda significativa de sensibilidade durante varias semanas. Esse
problema é evitado mantendo-se um registro de tempo de uso. Para obter melhores resultados, deve-se trocar as
lampadas de mercurio de 50 watts depois de 100 horas de uso, e as lampadas de mercirio de 100 ou 200 watts,
depois de 200 horas. As fontes de luz de quartzo e halogénio em geral, ndo apresentam reducéo gradual da energia
de excitagéo antes de queimar.

3. Tipo de filtro excitador usado. Os filtros excitadores de interferéncia fornecem mais sensibilidade em comprimento
de onda muito mais estreito do que os filtros excitadores de absorgdo. Consultar o manual do microscopio ou o
representante de vendas para obter mais informacdes.

4. Alinhamento adequado da via de luz do microscépio. Consultar as instrugdes do manual do microscopio
fluorescente.

5. Abertura numérica da objetiva. Com a luz fluorescente incidente (Epi), a fluorescéncia aumenta de maneira
exponencial, pois da abertura numérica (NA) da objetiva aumenta ainda mais. Isso pode causar objetiva de 40X,
com NA de 0,65 para ler uma ou mais dilui¢cdes inferiores a objetiva de 40X com NA de 0,85. A abertura numérica
esta marcada ao lado da objetiva.

6. Filtros de supresséo. Os filtros de supressédo reduzem os comprimentos de onda especificos de excitacdo e podem
ser usados na reduc¢do da sensibilidade. Consultar o manual do microscopio ou o representante de vendas para
obter mais informac0es.

7. Preciséo e exatiddo da técnica de dilui¢cdo, do equipamento e do desempenho dos procedimentos do teste.

INTERPRETA(;AO DOS RESULTADOS DO PACIENTE
O aumento total de 400X é recomendado para visualizar Crithidia.

Negativo: Um soro é considerado negativo para anticorpos anti-nDNA se a fluorescéncia do cinetoplasto for menor ou
igual & do pogo de controle negativo. A coloragéo nuclear, sem coloracdo do cinetoplasto, também é considerada
negativa para anticorpos anti-nDNA.

Positivo: Um soro é considerado positivo se o cinetoplasto apresentar coloracdo claramente discernivel com
fluorescéncia maior do que a do controle negativo.

Titulos: Ao ler os titulos, muitos laboratdrios comegam a leitura no pogo que contém a amostra mais diluida e leem "de
trds para a frente" até a diluicdo de 1:10. O primeiro poc¢o no qual um padréo claramente discernivel é visivel é o ponto
final de titulacdo. Recomendamos esta técnica para determinar os pontos finais de titulagao.

INTENSIDADE FLUORESCENTE

A intensidade fluorescente pode ser semiquantitativa seguindo-se as orientaces dos reagentes para anticorpo
fluorescente, estabelecidas pelos Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos EUA, em Atlanta, Geérgia.

4+ Amarelo esverdeado brilhante (fluorescéncia maxima)
3+ Fluorescéncia amarelo esverdeado menos brilhante
2+ Padrao celular definido, mas fluorescéncia esmaecida
1+ Fluorescéncia de pouquissima intensidade

Existe uma lamina padrédo para a determinacao dessas intensidades fluorescentes, FITC QC Slide™, niamero de
catalogo 1900, da Immuno Concepts, N.A., Ltd.

LAUDO DE RESULTADOS

Selecdo: Os resultados devem ser relatados como positivos ou negativos na diluicdo de 1:10.

Titulacéo: Os resultados devem ser relatados como a Ultima diluicdo em série em que a coloracao claramente
distinguivel do cinetoplasto é observada. Os resultados com uma forte rea¢@o na diluicdo de 1:640 deve ser relatado
como superior a 1:640.



CARACTERISTICAS DA COLORACAO
Cinetoplasto: Coloracédo leve ou periférica do cinetoplasto perto da regido do flagelo do organismo.
Resultado: Positivo para anticorpos anti-nDNA.
Antigenos: nDNA.
Associacao com doencas: Os titulos altos sdo sugestivos de LES (20) ou, no caso de LES ja diagnosticado, de
doenca recidivante ou ainda, de falta de resposta a terapia (21-23).

Nucleo: Coloragéo leve, periférica ou pontilhada do ntcleo.

Resultado: Negativo para anticorpos anti-nDNA.

Antigenos: Antigenos nucleares associados (21-23).

Associacao com doencas: A doenca ndo-especifica do tecido conectivo pode ser indicada pela coloragdo nuclear
positiva.
NOTA: Os resultados positivos para ANA por HEp-2 ou outros substratos ndo apresentam normalmente a
coloracgéo nuclear correspondente em C. luciliae, por exemplo, o teste de ANA pontilhado por HEp-2 néo
apresenta coloragéo nuclear pontilhada em C. luciliae.

Corpos basais: Coloracao leve de duas esferas localizadas onde o corpo do organismo se liga ao flagelo no
ectoplasma.
Sindnimos: Cinetossomo.
Resultados: Negativo para anticorpos anti-nDNA.
Antigenos: Antigenos associados ao corpo basal.
Associacdo com doencgas: Relatados nos pacientes com LES que ndo apresentam coloracédo do cinetoplasto ou do
nacleo (37).

Flagelo: Coloracao do flagelo do organismo.
Sinbnimos: Regido da cauda do organismo.
Resultado: Negativo para anticorpos anti-nDNA.
Antigenos: Antigenos associados ao flagelo desconhecidos.
Associacdo com doencgas: Desconhecida.

LIMITACOES DO TESTE

1. O diagnostico néo pode ser feito com base apenas na deteccéo de anticorpos anti-DNA. O médico precisa
interpretar esses resultados em conjunto com a histéria, os sintomas e os achados fisicos e do paciente e com
outros procedimentos de diagnéstico.

2. O tratamento ndo deve ser iniciado com base unicamente em um teste positivo para anticorpos anti-nDNA. As
indicacdes clinicas, outros achados laboratoriais e a impressao clinica do médico devem ser considerados antes de
iniciar qualguer tratamento.

3. Certas medicagdes, inclusive procainamida e hidralazina, podem induzir doenca semelhante ao lGpus eritematoso
sistémico. Os pacientes com LE induzido por medicacdo podem ser positivos para ANAs comumente direcionados
contra as histonas nucleares, embora o anticorpo anti-nDNA também tenha sido relatado (38-39).

4. Embora o nDNA de alto titulo possa ser bastante sugestivo de LES, ndo se pode considera-lo diagnéstico, mas sim,
visto como parte da histéria clinica geral de um paciente. Os baixos titulos de anticorpos anti-nDNA em geral estao
presentes no soro de pacientes com artrite reumatoide, sindrome de Sjogren, esclerose sistémica progressiva,
dermatomiosite, lGpus eritematoso sistémico e doenca mista do tecido conectivo (21).

5. Como existem muitas op¢des de microscopios fluorescentes, recomenda-se que as fontes de luz, filtros e a 6ptica
sejam padronizados ao comparar os titulos de pacientes entre laboratérios.

6. Os pacientes que recebem tratamento com esteroides podem ter resultados negativos para anticorpo anti-nDNA
(40).

VALORES ESPERADOS

O valor esperado na populagao normal € negativo na diluicédo de selegdo de 1:10. Certos medicamentos, como
hidralazina, podem induzir producado de anticorpo anti-nDNA (38-39).



CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O sistema de teste nDNA da Immuno Concepts para ANA foi avaliado em comparacéo com outros testes fluorescentes
para anticorpos ja comercializados (41). O estudo empregou 103 amostras de soro de individuos normais e de
pacientes com diagndsticos que incluiram lupus eritematoso sistémico (LES), doenca mista do tecido conectivo
(DMTC), variante de CREST para sindrome de Raynaud-esclerose sistémica progressiva (ESP-CREST), artrite
reumatoide (AR), artrite reumatoide juvenil (ARJ), além de outras doencas do tecido conectivo. As amostras de soro
foram testadas nas diluicdes de selecdo recomendadas por cada fabricante. Os resultados do estudo estdo resumidos

na Tabela 1.
TABELA 1.
DIAGNOSTICO Nt]m'ero de | Positivo 1:10da Positivq 1:10 Positivg 1:10
pacientes Imune Concepts do Fabricante do Fabricante
A B
LES 30 13 13 11
DMTC/sobreposicdo 6 0 0 0
ESP-CREST Raynaud 17 0 0 0
AR 2 0 0 0
ARJ 4 0 0 0
Outra doenca do tecido conectivo 9 0 0 0
Controles hospitalizados 11 1 1 1
Controles normais 24 0 0 0

O controle hospitalizado, positivo em todos os testes de nDNA de Crithidia luciliae, tinham doenca renal por
imunocomplexo, que ndo satisfaz os critérios de diagndéstico de LES.
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PROCEDIMENTO DO TESTE FLUORESCENTE b NDNA

NOTA: Se o laboratério esta 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 DE TAMPAO (PBS)

Dissolver o contetdo de uma bolsa de tamp&o em um litro de agua
desionizada ou destilada. O tamp&o PBS pode ser tampado e
armazenado de 2 °C a 25 °C por até quatro semanas.

DILUICAO DAS AMOSTRAS DO PACIENTE

Selegao: Diluir as amostras do paciente até 1:10, adicionando 0,1 ml
(100 pl) de soro a 0,9 ml de PBS reconstituido.

Titulagdo semiquantitativa: Para fazer duas diluicGes em série das
amostras selecionadas (por exemplo, 1:20, 1:40, 1:80...1:640),
remover 0,5 ml da diluigdo de 1:10 e misturar com 0,5 ml de diluente
da amostra para atingir a diluicdo de 1:20, e continuar as diluicbes em
série dessa maneira.

DILUIGAO DE CONTROLE TITULAVEL OPCIONAL

Tratar o controle titulavel opcional como uma amostra de paciente ndo
diluida. Diluir o controle até 1:10 adicionando 0,1 ml (100 pl) do soro
de controle a 0,9 ml do Diluente da amostra. Fazer duas diluigdes em
série do controle titulavel conforme descrigdo acima.

PREPARACAO DE LAMINAS COM SUBSTRATO (20-25 ul/poco)
Remover a(s) lamina(s) da bolsa e colocar soro de controle nos pocos
de controle, da seguinte maneira: Inverter o frasco dispensador de
controle e comprimi-lo suavemente até que uma gota fique visivel na
ponta. Deixar a gota tocar suavemente no pogo de controle
apropriado, evitando o contato direto da ponta do dispensador com a
superficie da lamina. Adicionar 1 gota (20-25 pl) da amostra do
paciente aos po¢os numerados.

CUIDADO: O CONTATO DIRETO DO DISPENSADOR COM A
SUPERFICIE DA LAMINA PODE RESULTAR EM DANO NO
SUBSTRATO DE ANTIGENO.

INCUBAR LAMINAS (30 + 5 minutos em temperatura ambiente, isto
é,18°Ca25°C)

Colocar a(s) lamina(s) em uma camara Umida coberta (placa de Petri
com papel-toalha umedecido é adequada). Incubar, com a tampa no
lugar, por 30 minutos (+ 5 minutos) em temperatura ambiente (18 °C s
25°C).

ENXAGUE COM PBS

Remover a(s) lamina(s) da bandeja de incubacéo e enxaguar com
PBS, usando almotolia, pipetas Pasteur ou pipeta sorolégica. Nao
borrifar o tamp&o diretamente nos pogos.

NOTE: Para evitar a contaminag&o cruzada nas laminas de 13 pogos,
direcionar o jato de PBS ao longo da linha média da Iamina, inclinando
primeiro na diregdo dos pogos 1-5, seguindo-se a inclina¢éo para os
pogos 6-10.

LAVAGEM COM PBS (10 minutos)

Lavar a(s) lamina(s) por 10 minutos com PBS em placa de coloragdo
de lamina ou jarra de Coplin. Essa lavagem pode estender-se por 10 a
30 minutos, sem ocasionar variabilidade nos resultados finais do teste.
Descartar a solucéo de lavado do PBS depois do uso.

10.

11.

12.

REAGENTE DE ANTICORPO FLUORESCENTE (Cobrir os pogos
com 10 a 12 gotas)

Remover uma lamina por vez do PBS e mergulha-la 3 a 5 vezes em
agua desionizada ou destilada. Bater esse lado da lamina em papel
absorvente ou papel-toalha para remover o excesso de agua.
Devolver a lamina imediatamente para a camara de incubacao e cobrir
0s pocos completamente, usando reagente de anticorpo fluorescente;
comecar colocando uma gota sobre cada pogo. Repetir para cada
lamina. O reagente de anticorpo fluorescente foi titulado para
compensar o residuo de 4gua desionizada ou destilada na lamina
depois do enxague.

NOTA: E importante que os pocos de laminas n&o sequem durante
esse procedimento e que ndo ocorra dano ao substrato .

NAO COLOCAR A LAMINA EM PAPEL ABSORVENTE NEM SECAR
DE FORMA ALGUMA OU PERMITIR QUE ELA REPOUSE SEM
REAGENTE DE ANTICORPO FLUORESCENTE POR MAIS DE 15
SEGUNDOS.

INCUBAR LAMINAS (30 + 5 minutos em temperatura ambiente, isto
é,18°Ca25°C)

Colocar a tampa na camara de incubag&o e cobrir com papel-toalha
para evitar exposicdo a luz, se a camara néo for opaca. Deixar a(s)
l&mina(s) incubar por 30 minutos (+ 5 minutos) em temperatura
ambiente (18 °C a 25 °C).

ENXAGUE COM PBS
Remover a(s) lamina(s) da bandeja de incubacéo e enxaguar
rapidamente com PBS. N&o borrifar o tampéo diretamente nos pocos.

LAVAGEM COM PBS (10 minutos)

Lavar a(s) lamina(s) por 10 minutos com PBS em placa de coloragdo
de lamina ou jarra de Coplin. Essa lavagem pode estender-se por 10 a
30 minutos, sem ocasionar variabilidade nos resultados finais do teste.

COLOCAGAO DA LAMINULA

Remover uma lamina por vez do PBS e mergulha-la 3 a 5 vezes em
agua desionizada ou destilada (Opcional). Bater esse lado da lamina
em papel absorvente ou papel-toalha para remover o excesso de
agua.

NAO COLOCAR A LAMINA EM PAPEL ABSORVENTE NEM SECAR
DE FORMA ALGUMA OU PERMITIR QUE ELA REPOUSE SEM
LAMINULA POR MAIS DE 15 SEGUNDOS. Adicionar 4 a 5 gotas de
meio de montagem semipermanente ao longo da linha média de cada
lamina. Colocar a laminula cuidadosamente na posi¢éo, evitando
bolsas de ar, abaixando suavemente a laminula de uma extremidade
da lamina para a outra.

NOTA: O excesso de meio de montagem na lamina pode resultar em
alta fluorescéncia de fundo, devido a disperséo da luz ou em falta de
boa resolucéo das células (imagem borrada). O excesso de meio de
montagem deve ser removido suavemente colocando-se a laminula
em papel absorvente enquanto se evita qualquer movimento direto.
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