@ immuno
concepts,

HEp-2000° FLUORESCERANDE ANA-Ro TESTSYSTEM

Fér diagnostisk anvédndning in vitro
For yrkesméssigt bruk

AVSEDD ANVANDNING: Detta &r ett indirekt fluorescerande antikroppstest fér den halvkvantitativa detekteringen av
IgG-antinukleédr antikropp (ANA) i humant serum med manuell fluorescerande mikroskopi eller med Image Navigator®
Fluorescence Semi-Automated Microscope. Testet kan anvdndas med manuella fluorescensmikroskop eller med det
semi-automatiska fluorescensmikroskopet Image Navigator®. Testsystemet anvénder transfekterade’ HEp-2 celler, som
gor det mdéjligt att specifikt identifiera autoantikroppar mot SSA/Ro-antigenen. Autoantikroppar mot SSA/Ro kan uppvisa
ett distinkt fdrgningsménster p& de transfekterade cellerna. Nér det finns ett sddant ménster, betraktas det som ett
bekréftande bevis pé att det finns anti-SSA/Ro-antikroppar.

Att ett sadant distinkt ménster saknas utesluter inte att det finns anti-SSA/Ro-antikroppar.

Detta testsystem ska anvdndas som ett hjdlpmedel vid detektion av antikroppar som &r associerade med systemisk
reumatisk sjukdom i samband med andra laboratorie- och kliniska fynd. En utbildad operatér méste bekréfta resultaten
som genereras med den halvautomatiska enheten och programvaran Image Navigator®.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

Antinukleadr antikropp (ANA) &r en allman term som anvands for att beskriva autoantikroppar mot olika cellnukleéra
proteiner. Tidiga studier av dessa autoantikroppar visar med hjalp avimmunofluorescerande teknik ett litet antal
nuklearproteinspecificiteter (1). Tack vare det héga sambandet mellan positiv ANA och systemisk lupus erytematosus
(SLE) utesluter negativ ANA i stort sett sjukdomen (2).

Aven om DNA-specifika antikroppar fortfarande &r starkt férknippade med SLE (3), har dven ett antal nukleéra (4) och
cytoplasmiska (5-7) makromolekyler upptackts och associerats med andra bindvavssjukdomar (8-10). Vissa av dessa
antikroppar har diagnostisk och/eller prognostisk betydelse vid progressiv systemisk skleros (11-12), blandad
bindvavssjukdom (13-15), Sjégrens syndrom (16-17), polymyosit (18), och/eller reumatoid artrit (19). Tack vare dessa
sjukdomsassociationer har ANA-testning nu etablerats som screeningmetod for bindvavssjukdom (20).

ANA-testkansligheten varierar beroende pa vilken typ av substrat och vilka fixativmetoder som anvands samt vilka ANA-
typer som finns i sera. Cellkultursubstrat uppvisar i allmanhet stérre kénslighet an vavnadssektioner (21-24).
Detektionen av autoantikroppar mot SSA/Ro-antigen varierar i hdgsta grad. Gnagarvavnad innehaller inte pavisbara
nivaer av SSA/Ro-antigen (25) och rapporter om detektion av anti-SSA/Ro-antikroppar i cellkultursubstrat varierar i
kanslighet fran 50 till 90% (26-27).

Immuno Concepts HEp—2000® ANA-testsystem med transfekterade mitotiska* humanepiteloidceller (HEp-2) ar ett
avancerat immunofluorescerande system for detektion av ANA.

"De transfekterade cellerna och deras anvéndning &r skyddade genom USA-patent 5518881 och andra inplanerade
amerikanska och utléndska patent.

*Mitos &r en term som anvéands fér att beskriva celldelningsprocessen. Den delas vanligtvis in i sex faser: interfas,

profas, metafas, anafas, telofas och cytokines.
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HEp-2-celler med mitotiska former har visats sig ha storre kanslighet och ge skarpare ménsterigenkanning an klassiskt
musnjuresubstrat nar det galler detektion av antikroppar vid progressiv systemisk skleros (PSS) (28).

Mitotiska former underlattar igenkadnnandet av olika ménster och detektion av tidigare orapporterade nukleara antigener,
vilka férekommer i hdgre koncentrationer i mitotiskt aktiva celler (29-31). HEp-2-cellerna i det har testsystemet har
transfekterats med flera kopior av den specifika DNA-sekvens som bar informationen for SSA/Ro-autoantigenen. Cirka
10-20% av de transfekterade cellerna 6verexpresserar den har antigenen, sa att detektion av autoantikroppar mot
SSA/Ro ar mer jamn an for HEp2-celler som inte har transfekterats. Autoantikroppar mot SSA/Ro kan uppvisa ett
distinkt fargningsmonster pa de transfekterade cellerna. Nar det finns ett sddant ménster betraktas det som ett
bekraftande bevis pa att det forekommer anti-SSA/Ro-antikroppar i provet.

Att ett sadant distinkt m6énster saknas utesluter inte att det finns anti-SSA/Ro-antikroppar.

TESTPRINCIP

Immuno Concepts fluorescerande ANA-testsystem anvander den indirekta fluorescerande antikroppteknik som forst
beskrivits av Weller och Coons (32). 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 icke uttryckligen bundna antikroppar odlas substratet med en antihuman antikropp konjugerad med
fluoroscein. Om resultaten ar positiva bildas ett stabilt komplex i tre delar bestdende av en fluorescerande antikropp
bunden till en human antinuklear antikropp, som i sin tur &r bunden till en nuklear antigen. Detta komplex kan studeras i
fluorescerande mikroskop. | positiva prover visar cellkarnorna en appelgrén fluorescens med ett fargningsmonster som
ar karaktaristiskt fér den aktuella nukleara antigendistributionen i cellerna. Om provet ar ANA-negativt uppvisar
cellkarnan inte nagot sadant 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 fore anvandning).

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

Stabilitet: Samtliga komponenter forblir stabila i minst 12 manader fran tillverkningsdatum, bade i den slunta
foérpackningen och efter 6ppning. Anvand inte nagon komponent senare an dess forfallodatum.

REAKTIVA REAGENSER

Objektglas for substrat : ANA-objektglas for substrat med HEp—2000®-ceIIer (med mitotiska former) som ar
odlade och stabiliserade direkt pa testbrunnarna. Detta ar HEp-2-celler som stabilt har transfekterats med SSA/Ro-
antigenen. Ett unikt vallgravsformat objektglas minimerar korskontamination mellan brunnarna under analysen.
Objektglaspasen ar fylld med en stabil giftfri gas som bidrar till cellernas stabilitet. Skivor finns med 7 brunnar, 13
brunnar, 14 brunnar, 18 brunnar eller 21 brunnar, beroende pa behoven hos laboratoriet.

SSA/Ro positiv kontroll [CONTROL| + |: Katalognr 2035-Ro. Droppflaskan som ar klar for anvandning innehaller 1,0 ml
positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for SSA/Ro-antigener. Detta serum uppvisar en
finflackig fargningsreaktion som ar typisk for anti-SSA/Ro, vilket Immuno Concepts HEp- -2000° cellsubstrat &r ett
exempel pa. Expressionen ar till dvervagande grad nuklear till sin lokalisation, med framtrddande nukleolar fargning.
Svag cytoplasmisk fargning kan aven noteras i de dverexpresserande cellerna. Kromosomomradet i de mitotiska
cellerna uppvisar en negativ fargreaktion.

Homogen positiv kontroll [CONTROL| + |: Katalognr 2021. Droppflaskan som &r klar for anvandning innehaller 1,0 ml
positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for DNA och/eller DNP-nukleara antigener. Detta
serum visar en homogen fargningsreaktion pa Immuno Concepts HEp- -2000®-cellsubstrat. Kromosomomradet i de
mitotiska cellerna uppvisar samma homogena fargreaktion.

Flackig positiv kontroll [CONTROL| + |: Katalognr 2022. Droppflaskan som ér klar fér anvandning innehaller 1,0 ml
positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for Sm och/eller RNP-nukleara ant|gener Detta serum
uppvisar en av de mest vanliga flackiga fargreaktioner som noterats pa Immuno Concepts HEp- -2000°-cellsubstrat.
Kromosomomradet i de mitotiska cellerna uppvisar en negativ fargreaktion.



Nukleolér positiv kontroll CONTROL] + |: Katalognr 2023. Droppflaskan som &r klar fér anvandning innehaller 1,0 ml
positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for nukleolara antigener. Detta serum uppvisar en
nukleolar fargningsreaktion pa Immuno Concepts HEp—2000®—ceIIsubstrat.

Centromer positiv kontroll [CONTROL| + |: Katalognr 2025. Droppflaskan som ar klar fér anvandning innehaller 1,0 ml
positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for kromosomala centromerer (kinetochore). Detta
serum uppvisar en diskret flackig fargningsreaktion pa Immuno Concepts HEp—2000®—ceIIsubstrat. De mitotiska
cellernas kromosomomrade uppvisar samma enstaka flackiga fargningsreaktion.

Titrerbart kontrollserum [TC}: Katalognr 2026. Flaskan som &r klar for anvéandning innehaller 0,5 ml positivt humant
kontrollserum med IgG-antikroppar som skall behandlas som ett outspéatt patientprov.

Negativt kontrollserum |JCONTROL] - |: Katalognr 2031. Bruksfardig pipettampull innehallande 1,0 ml negativt
humankontrollserum. Aven om det negativa kontrollserumet kan visa svag fluorescens av cytoplasmat med ljusare
fargning av den mitotiska cellens icke-kromosomomrade, uppvisar det inget urskiljningsbart nukleart fargningsmonster.

Fluorescerande antikroppreagens : Katalognr 2009-Ro (9,0 ml), 2075-Ro (23 ml). Getantihuman IgG
(tunga och latta kedjor) konjugerade med fluorescein isotiocyanat (FITC). Reagensen levereras bruksfardiga i
precisionspipettflaskor med 9,0 ml fér vart tionde objektglas i kompletta testsatser.

For anvandare som foredrar ett fluorescerande antikroppsreagens som ar IgG-specifikt, katalog nr 2009CS (9,0 ml),
2009G-Ro (9,0 ml), 2009GCS-Ro (9,0 ml), 2075CS (23ml), 2075G-Ro (23ml), 2075GCS-Ro (23ml), 2009B (9,0 ml), och
2075B (23 ml) ar tillgangliga. Kontakta din Immuno Concepts-representant fér bestallningsinformation.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER
PBS buffertpulver PWDR|PBS|: Katalognr 1011. Fosfatbuffrat saltldsningspulver (0,01 M, pH 7,4 + 0,2). Varje pase

innehaller tillrackligt med buffertpulver for att ge 1 liter. (En pase med buffertpulver levereras for vart femte objektglas i
kompletta testsatser).

Framstéllning: L6s upp en pase buffertpulver i 1 liter avjoniserat eller destillerat vatten, tack 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 innehéllande 5,0 ml
glycerolbaserat monteringsmedel.

Skyddsremsor [CVSLPJ: Katalog nr 1042. Varje paket 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

Enlitersbehallare (fér PBS-buffert)

Avjoniserat eller destillerat vatten

Provror for att bereda serumspadningar

Petriskal eller annan kammare for inkubation
Laskpapper eller pappershanddukar

Engangshandskar

Laboratorietidur

Fluorescerande mikroskop utrustat med 495 nm matarfilter och 515 nm sparrfilter

FORSIKTIGHETSATGARDER

1. Allt material av humant ursprung som anvants i den har produkten har testats med FDA-godkanda metoder och
visat sig vara negativt (inte upprepat reaktivt) foér 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 smittdmnen. Darfér skall allt
satsmaterial hanteras som potentiellt smittsamt.



2. Alla patientprover pa biosakerhetsniva 2 skall hanteras enligt rekommendationerna for potentiellt smittsamt
humanserum eller blodprov i Centrum for Sjukdomskontroll/Nationella halsoinstitutets manual: Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Spéadning 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 ledningsrér av bly eller

koppar och bilda explosiva metallazidsalter. Nar reagenser kasseras skall man spola med rikliga mangder

kranvatten for att skdlja bort eventuella rester i avloppsledningarna. Natriumazid ar ett gift och kan vara toxiskt vid

fortaring.

Denna sats ar avsedd for diagnostisk anvandning in vitro.

Om hemolyserat eller lipemiskt sera maste anvandas skall inaktivt sera varmas i 30 minuter i 56°C for optimala

resultat. Mikrobiellt kontaminerat sera skall inte anvandas.

7. Dettitrerbara 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. Unduvik alltid stank och 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 noggrant skéljas fran rengéringsmedel innan det anvénds. Allt glas
maste rengdras och torkas fére 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. Mikrobisk 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 bakterieddédande 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 vakuumblodtagningsroér eller annat lampligt blodtagningssystem. Lat blodet koagulera i rumstemperatur (18-
25°C). Serum skall s& snart som mdjligt separeras fran koagler genom centrifugering for att minimera hemolys.

Storande substanser: Sera som uppvisar en hég grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillvaxt skall inte
anvandas, eftersom dessa forhallanden kan leda till avvikande resultat. Prover som innehaller synliga partiklar bor
klargbras genom centrifugering fore testning.

Forvaring: Sera kan férvaras i 2-10°C under hégst en vecka. Om analysen fordréjs ytterligare, skall sera frysas |
—20°C eller lagre. Serum bor inte férvaras i sjalvavfrostande kylskap eller fryslagerrum.

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

TOLKNING AV RESUKTAT

KVALITETSKONTROLL

Positiva, negativa och PBS-kontroller skall testas en gang per kdrning. Den positiva kontrollen bér visa ljust appelgrén
fluorescens i cellkédrnorna, med ett klart urskiljningsbart ménster som ar karaktaristiskt for det kontrollserum som
anvants. Den negativa kontrollen boér visa 1&g intensitet och en ospecifik matt gron 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 bor géras om. De fem mdnsterkontrollerna ska kéras atminstone en gang for varje
parti av kits for att visa det férvantade utseendet pd ANA-monstren. Om HEp—2000® ANA-test skall anvandas for att
bekrafta forekomsten av anti-SSA/Ro-antikroppar maste SSA/Ro positiv kontroll, katalognummer 2035-Ro, kéras pa
minst ett objektglas under den dagens kérning.

TILLHORANDE TITRERBAR KONTROLL

Vid avlasning av antikroppnivaer bdrjar manga laboratorier med att Idsa den brunn som innehéller det mest spadda
provet och laser ,baklanges* till spadningen 1:40. Den foérsta brunnen med ett klart urskiljningsbart nukleart
fargningsmaonster ar antikroppnivans andpunkt. Vi rekommenderar denna teknik for att faststalla antikroppnivans
andpunkter.



Det medelvarde och spridningsomrade foér antikroppnivan (x en spadning pa var sin sida om medelvardet) som
bestamts for detta lotnummer har faststallts i vart laboratorium och uppges for vagledning. Denna kontroll tillhandahalls
for att varje laboratorium skall ha tillgang till ANA-testningens reproducerbarhet (precision). Eftersom kontrollen inte ar
avsedd att vara en indikator pa antikroppnivans precision, bér varje laboratorium etablera sitt eget medelvarde for
antikroppnivans andpunkt for provet i fraga och anvanda denna information for att bedéma reproducerbarheten
(precisionen) mellan olika serier.

Genom upprepade analyser av denna titrerbara kontroll med anvandning av Immuno Concepts fluorescerande ANA-
testsystem har ett medelantikroppvarde etablerats for varje lotnummer. Lotnumret och antikroppnivans medelvarde och
spridningsomrade for (+ en dubbel spadning pa vardera sidan om medelvardet) finns angiven pa flaskans etikett och
skall anvandas som vagledning for testsystemets prestanda.

Det ar viktigt att inte blanda ihop fluorescensintensiteten med férekomst respektive avsaknad av antinukleara
antikroppar. Nyckelfaktorn att ta hansyn till ndr man faststéller om en given serumspadning ar positiv ar om det finns ett
klart urskiljningsbart ménster eller inte, oavsett den fluorescerande fargningens intensitet.

Denna titrerbara kontroll uppvisar det typiska flickiga moénster som ar associerat med RNP-antikroppen. Det kan aven
finnas ett andra moénster eller MND | (flera atskilda flackar i interfascellkdrnan), men detta ar det typiska flackmoénster
som skall anvandas for att avlasa andpunkter.

De varden som erhallits i vart laboratorium kan skilja sig frdn era. N&gra av de faktorer som kan paverka era resultat kan
vara, men ar inte begransat till:

1. Vilken typ av ljuskalla som anvands. Ljuskallor av kvicksilver ger hogre 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 hégre exciteringsenergi vid 495 nm an kvarts-/halogenljuskallor
pa 50 watt.

2. Ljuskallans skick och alder. Detta galler framfor allt for ljuskallor av kvicksilver som i allmanhet 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. Detta problem kan undvikas genom att féra en
tidsloggbok. For basta resultat: Byt ut 50 watts glédlampor av kvicksilver vid 100 timmar och 100 eller 200 watts
glédlampor av kvicksilver vid 200 timmar. Kvarts-/halogenljuskallor uppvisar i allmanhet ingen gradvis minskning i
exciteringsenergi, innan de smalter ned.

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

4. Korrekt placering av mikroskopljusets bana. Se bruksanvisningen till det fluorescerande mikroskopet fér mer
information.

5. Objektivets numeriska blandaréppning. Med infallande ljusfluorescens (Epi) 6kar fluorescensen exponentiellt,
medan den numeriska blandaréppningen (NA) 6kar additivt. Detta kan goéra att ett 40X-objektiv med en NA pa 0,65
I&ser en eller flera spadningar lagre an ett 40X-objektiv med en NA pa 0,85. Den numeriska blandarOppningen star
angiven pa sidan av objektivet. NA paverkas inte av fluorescerande ljusmikroskopets kanslighet.

6. Sparrfilter. Sparrfilter minskar de speciella 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 genomférande.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT

200 gangers total forstoring rekommenderas for positiv/negativ screening och for faststallande av antikroppnivaernas
andpunkter, medan 400 gangers total forstoring rekommenderas fér monsterigenkanning och granskning 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 svag fargning, med
ljusare fargning i de mitotiska cellernas icke-kromosomomrade, men utan ett klart urskiljningsbart nukleart ménster.

Positivt: Ett serum betraktas som positivt om ka&rnan uppvisar ett klart urskiljningsbart ménster av fargning i flertalet
interfasceller.

SSA/Ro: Ett serum betraktas som positivt fér SSA/Ro-antikroppar om 10-20% av interfaskarnorna uppvisar det distinkta
SSA/Ro-fargningsmonstret som framtrader som ett distinkt ljusflackigt ménster med en betydande fargning av
nukleolerna. Dessa &r de dverexpresserande transfekterade cellerna. Aterstdende 80-90% av interfaskérnorna kan,
men behdver inte, uppvisa en finflackig fargning av kdrnan, med eller utan fluorescerande fargning av nukleolerna.



Antikroppnivaer: Vid avlasning av antikroppnivaerna bérjar manga laboratorier med att avliasa den brunn som
innehaller det mest spadda provet och laser ,baklanges* till spadningen 1:40. Den foérsta brunnen med ett klart
urskiljningsbart ménster ar antikroppnivans andpunkt. Vi reckommenderar denna teknik for att faststalla antikroppnivans
andpunkter. Det ar viktigt att inte blanda ihop fargningens intensitet med narvaro respektive franvaro av antinukleéara
antikroppar. Den viktigaste faktorn vid beddmning av om en viss serumspadning ar positiv eller ej &r om det finns ett
klart urskiljningsbart nukleart ménster, oavsett fargningens intensitet.

Pa grund av den 6kade koncentrationen av SSA/Ro-antigen i de dverexpresserande cellerna ar det inte ovanligt att se
en fargning av dessa celler med mycket hdga antikroppnivaer. Den kliniska betydelsen av dessa héga antikroppnivaer
ar inte kand.

VARNING: Vissa sera kan uppvisa nuklear och cytoplasmisk fargning utan ett synbart nukleart ménster. Detta fenomen
beror i allmanhet pa heterofila antikroppar och bér rapporteras som negativt (33).

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 upprattat.

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

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

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

1+ Mycket ddmpad fluorescens: Cellinjen i de flesta fall nastan omgijlig att skilja fran cellens centrum.

Ett standardobjektglas for faststéllande av dessa fluorescensintensiteter, FITC QC Slide™, katalognummer 1900, kan
bestallas fran Immuno Concepts, N.A. Ltd.

RESULTAT RAPPORTERING

Screening: Resultaten ska rapporteras som positiva eller negativa vid utspadningen om 1:40 och
karnfargningsmonstret bor rapporteras for positiva prover.

Bestimning av antikroppniva: Resultatet skall rapporteras som den sista seriespadningen med ett klart
urskiljningsbart fargningsmonster. Resultat med en stark reaktion vid hégsta utspadning ska rapporteras som storre én
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 hdga. Det ar inte nddvandigt att bestdmma titerens slutpunkt. Alla
ANA-titer storre an eller lika med 1: 640 betraktas som en hoég titer och kommer att varna klinikern att géra ytterligare
tester. Varje laboratorium bér uppratta sitt eget titerskema, baserat pa antikroppar som upptacks i patientpopulationen.

MONSTERDETEKTION
Homogen: En fast fargning av kadrnan, med eller utan synbar maskering av nukleolerna. De metafasmitotiska cellernas
kromosomomrade &r klart positivt med en jamn eller perifer fargningsintensitet storre an, eller lika med,
interfaskarnornas.

Synonymer: Diffus, fast.

Nukleéra antigener: dsDNA, nDNA, DNP, histon.

Sjukdomssamband: Hoga antikroppnivaer tyder pa SLE. Laga antikroppnivaer tyder pa SLE eller annan

bindvavssjukdom (34).

Perifer: En fast fargning, framst runt kérnans yttre ring, med svagare fargning mot kadrnans mitt. De metafasmitotiska
cellernas kromosomomrade &r klart positivt med en jamn eller perifer fargningsintensitet storre 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 (34).

Flackig: En grov- eller finkornig fargning av karnan i allmanhet utan fluorescerande fargning av nukleolerna. De
metafasmitotiska cellernas icke-kromosomomrade uppvisar fargning, medan kromosomomradet ar negativt.
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 Sjdégrens syndrom, dven kallat Sicca-syndromet (SSA/Ro- eller SSB/La-
antigen). Lagre antikroppnivaer kan tyda pa annan bindvavssjukdom (35).

Nukleolar: Stor, grovflackig fargning inuti kdrnan, i allmanhet mindre an 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 kan ha en 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: Hoga antikroppnivaer vid sklerodermia och Sjégrens syndrom (36).

Centromer: Ett atskiljt flackigt fargningsmonster som i hég grad tyder pa CREST§—syndromvarianten av progressiv
systemisk skleros (28).
De nukleéra flackarna ar mycket avskiljda och vanligtvis en 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.

Nukleédra antigener: Kromosom centromer (kinetochore).

Sjukdomssamband: Tyder i hdg grad pa CREST-syndromvarianten av progressiv systemisk skleros (28).

SSA/Ro: Ett distinkt ljusflackigt monster med framtrddande fargning av nukleolerna i 10-20% av interfaskarnorna. Dessa
ar de Overexpresserande transfekterade cellerna. De aterstdende 80-90% av interfaskarnorna kan, men behdver inte,
uppvisa en finflackig fargning av kdrnan med eller utan fluorescerande fargning av nukleolerna. De metafasmitotiska
cellernas icke-kromosomomrade uppvisar fargning, medan kromosomomradet ar negativt.
Nukleédra antigener: SSA/Ro (60kD).
Sjukdomssamband: Noterat hos 60-70% av patienter med primar Sjogrens syndrom, 30-40% av patienter med SLE
och mer an 95% av patienter med subakut kutan lupus (37).

Mitotisk cell .
overexponerad cell

SSA/Ro

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

Nukleolart

Centromert

MITOTISKA CELLER

DETEKTION

Mitotiska celler bér kunna synas i varje falt, nar man granskar dem i minst 200 gangers forstoring. Granska cellen i 400
gangers forstoring for att verifiera att en cell befinner sig i mitos. Mitotiska celler har en karaktaristisk rund form utan
pavisbart nukleart membran. Kromosomomradet i mitotiska celler har i allmanhet en oregelbunden form inuti cellen pa

grund av att nukledrmembran saknas och kromosomerna ar extremt sammandragna.

Sera som ar DNA-, DNP- och/eller histonpositiva (som t ex Immuno Concepts homogena positiva kontroll) uppvisar ljus
fargning av dessa cellers kromosomomrade. | prover som ar DNA-, DNP- och/eller histon-negativa (t ex Immuno
Concepts flackiga positiva kontroll) uppvisar de mitotiska cellerna inte nadgon kromsomfargning, och kan darfér vara

svara att se.
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ANVANDNING AV MITOTISKA CELLER

Detektion av flackig kontra 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 finflackig 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 allménhet med
DNA-/DNP-nukleéra antigener. Hoéga nivaer av dessa antikroppar tyder pa SLE. | substrat som inte innehaller mitotiska
celler kan det perifera monstret vara svart att sarskilja fran nukledr membranantikropp. Genom att anvanda Immuno
Concepts mitotiska celler gar det att urskilja dessa mdnster, eftersom de mitotiska cellernas kromosomomrade fargas
intensivt i ett perifert ménster, men inte fargas av en nuklear membranantikropp. Skillnaden ar kliniskt viktig, eftersom
nukledra membranantikroppar inte har nagon DNA-/DNP-specificitet och inte ar associerade med SLE (38).

Anti-centromer antikropp (ACA) kontra atypiskt fargad antikropp som liknar en centromer: For att kunna verifiera
anticentromerantikroppen bdr kromosomomradet i de mitotiska cellerna fargas ljust med atskilda flackar. Om
kromosomomradet inte fargas, ar antikroppen ingen anticentromer och skall darfér rapporteras som ,atypiskt flackig“.

SSA/Ro kontra ménster som kan likna SSA/Ro-fargning: Den distinkta SSA/Ro-fargningen ses som ett distinkt
ljusflackigt ménster med framtradande fargning av nukleolerna i 10-20% av interfaskéarnorna. De &terstdende 80-90% av
interfaskarnorna kan, men behdver inte. uppvisa en finflackig fargning av kdrnan, med eller utan fluorescerande fargning
av nukleolerna. Kromosomomradet i de metafasmitotiska cellerna uppvisar inte nagon fargning. Det nukleoldra ménstret
kan sarskiljas genom storflackig fargning i hela karnorna, i allmanhet farre an sex per cell. Scl-70-mdnstret har finflackig
fargning och nukleolar fargning i alla interfaskarnor samt fargning av de metafasmitotiska cellernas kromosomala
omrade. Antikroppar mot férékande cellnuklear antigen (PCNA) uppvisar varierande grova och fina flackmoénster i 30-
50% av interfaskarnorna.

SSA/Ro Nukleolart
PCNA Scl-70



CYTOPLASMISK FLUORESCENS

Aven om autoantikroppar mot cytoplasmiska antigener inte normalt associeras med bindvavssjukdom, kan sadana
antikroppar detekteras med epiteliala cellstruktursubstrat (40). Mitokondriala och glatta muskelantikroppar ar de tva
antikroppar som vanligtvis detekteras och allmant associeras med mononukleos, kroniskt aktiv hepatit och leversjukdom
(41-42). Med hjalp av HEp-2-cellsubstratet har den slata muskelantikroppen aven pavisats hos patienter med vartor
(43).

Antimitokondrial antikropp (AMA): Enstaka flackar som ar koncentrerade i cellens perinukledra omrade och
utvidgade i lagre densitet i cytoplasmans yttre omraden. Detta bor skiljas fran anti-Golgi-antikroppen, som i allmanhet
endast fargar ena sidan av det perinukledra omradet, och fran antiribosomal antikropp, som uppvisar finare flickar med
ett natformigt utseende som dverensstdmmer med platsen fér endoplasmisk retikulum i cellen (50).

OBSERVERA: Perinukleéara flackar kan enkelt sarskiljas fran perifer nuklearfargning genom att de mitokondriska
flackarna bildar en avbruten flackig fargning runt utsidan pa det nukleara 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 ar glatt muskelantikropps fargning likformig dver hela cytoplasman
och kan aven stracka sig 6ver karnan. Mitotiska celler uppvisar i allmanhet stora, atskiljda flackar utanfér
kromosomomradet (50). Glatt muskelantikropp har visat sig ha en hég specificitet for aktin (44-45).

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

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Diagnos kan inte stéllas enbart pa grundval av detektion av antinuklear antikropp. Lakaren maste tolka dessa
resultat med hansyn till patientens tidigare sjukdomar och symptom, de fysiska upptackterna och andra diagnostiska
metoder.

2. Behandling bor inte pabdrjas enbart pa grundval av ett positivt test for antinukleara antikroppar. Kliniska indikationer,
andra laboratorieupptackter och lakarens kliniska intryck maste beaktas innan behandling pabdrjas.

3. Vissa lakemedel, bland annat procainamid och hydralazin, kan medféra en sjukdom som liknar lupus erytematosus
(46). Patienter med Iakemedelsinducerad LE kan uppvisa positiv homogen eller homogen/perifer ANA, som i
allmanhet ar riktad mot nukleéara histoner (47).

4. En liten procentandel patienter med SLE uppvisar eventuellt inte ANA genom indirekt immunofluorescens, men kan
ha ANA genom andra metoder (48).

5. Det ar inte nddvandigt 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 bdr uppratta sitt eget
titerskema, baserat pa antikroppar som upptéacks i patientpopulationen. Aven om en hégt titrerad ANA i hég grad
kan tyda pa bindvavssjukdom, bdr detta inte anvandas fér diagnos, utan snarare ses som en del av patientens totala
sjukdomshistoria.

6. Fargningsmonstren andras ofta med fortlépande titrering av sera. Detta beror i allmanhet pa férekomsten av mer én
en nuklear antikropp.

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

8. Positiva ANA kan aven férekomma hos en liten andel patienter med smittsamma och/eller neoplastiska sjukdomar
(9).

9. Autoantikroppar mot SSA/Ro uppvisar ett distinkt fargningsmonster pa de transfekterade cellerna. Nar det finns ett
sadant monster, betraktas det som ett bekraftande bevis pa att det finns anti-SSA/Ro-antikroppar. Att ett sadant
monster saknas utesluter inte att det finns anti-SSA/Ro- ant|kroppar

10. Eftersom SSA/Ro- antigenen har en 6verexpression i HEp- -2000° -cellerna, uppvisar prover som innehaller anti-
SSA/Ro-antikroppar hégre antikroppnivavarden for dessa celler éan de varden som erhallits pa icke-transfekterade
HEp-2-celler. Eftersom ingen av de andra autoantigenerna i HEp- -2000®-cellerna paverkas av
transfektionsbehandlingen, uppvisar sera med andra autoantikroppspecificiteter inga avsevarda skillnader i
antikroppniva mellan den transfekterade HEp- -2000° -cellinjen och icke-transfekterade HEp-2 celler.
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FORVANTADE VARDEN

| ett stort medicincentrum pa ett universitet framstalldes foljande data dver en tvaarsperiod med hjalp av HEp-2-cell
ANA-substrat (49). Tabell 1.

TABELL 1
Diagnos Ménster- .
fordelning 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 (6ver 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

REFERENSINTERVALL

Referensintervallet for detektering av antinukledra antikroppar i den normala populationen ar "Negativ". Sdsom framgar
av tabellen ovan kommer en liten andel av de normala individerna att uppvisa en positiv ANA. Varje laboratorium bor
uppratta och uppréatthalla sitt eget referensintervall (normala), baserat pa patientpopulationen och andra lokala faktorer.

PRESTANDA

NORMALA PROVER

Sera fran 500 friska bloddonatorer, 242 kvinnor och 258 méan, av vilka ingen har haft ndgon kand historia av reumatiska
sjukdomar, testades parallellt med i handeln tillgangliga, icke-transfekterade HEp-2-celler och HEp—2000®
fluorescerande ANA-Ro testsystem. | denna population uppvisade 36 prover (7,2%) positiva antinukleéra antikropptester
vid 1:40 spadning av serum. Fargningsmonstren var identiska fér de bada substraten for 34 av de 36 positiva proverna.
De bada prover som uppvisade skillnader kom bada fran kvinnliga patienter, och hos bada proverna bekraftades att de
innehdll anti-SSA/Ro-antikroppar. Ett av dessa prover uppvisade en svag finflackig reaktion pa de icke-transfekterade
HEp-2-cellerna och den typiska ,SSA/Ro“-fargningen pa HEp—2000® fluorescerande ANA-Ro testsystem. Det andra
provet var negativt pa de icke-transfekterade HEp-2-cellerna, men uppvisade typisk ,SSA/Ro“-fargning pa HEp-2000®
fluorescerande ANA-Ro testsystem. De bada provernas SSA/Ro-specificitet bekraftades genom ELISA-analys och
Western immnunoblot. Prover som var negativa vid ANA-testerna var dven negativa i ELISA-analysen.

SERA FRAN PATIENTER MED ENBART SSA/Ro-ANTIKROPPAR

Sera fran 46 patienter med SLE eller Sjogrens syndrom testades med hjalp av icke-transfekterade HEp-2-celler
tillgéngliga pa marknaden och HEp—2000® fluorescerande ANA-Ro-testsystem. Genom ELISA-analys och Western
immunoblot bekraftades att all denna sera innehdll antikroppar mot SSA/Ro-autoantigen. Inga andra autoantikroppar
upptacktes i nagot av dessa prover. Av dessa prover testades 36 (78%) positiva (med flackigt moénster) med de icke-
transfekterade HEp-2-cellerna och alla 46 (100%) testades positiva (distinkt SSA/Ro-fargningsmoénster) med HEp—2000®
fluorescerande ANA-Ro-testsystem.

SERA FRAN PATIENTER MED ANDRA AUTOANTIKROPPAR AN SSA/Ro

Serumprover fran 230 patienter med olika reumatiska och icke-reumatiska sjukdomar testades parallellt med hjalp av
icke-transfekterade HEp-2-celler tillgangliga pa marknaden och HEp—2000® fluorescerande ANA-Ro-testsystem. Ett
enda fargningsmonster noterades i 120 prover och blandade mdnster noterades i 110 prover. | den totala populationen
av 230 prover var 333 fargningsmonster identiska for de bada substraten. 29 prover uppvisade det distinkta ,SSA/Ro“-
fargningsmaonstret pa HEp-2000®—testsystem. 23 av dessa prover uppvisade flackiga monster pa de icke-transfekterade
HEp-2-cellerna.
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De sex avvikande proverna (positiva pa HEp—2000®, men negativa pa icke-transfekterade HEp-2 celler) innehdll alla
SSA/Ro-antikroppar, vilket det distinkta ,SSA/Ro“-fargningsmonstret, ELISA-analyserna och Western blot-bekraftelsen
visar.

JAMFORELSE MELLAN OLIKA ANTIKROPPNIVAER

Eftersom SSA/Ro- antigenen har en 6verexpression i HEp-2000®—ceIIerna, uppvisar prover som innehaller anti-SSA/Ro-
antikroppar hogre antikroppnivavarden pa dessa celler an de varden som erhallits pa icke-transfekterade HEp-2-celler.
Eftersom ingen av de andra autoantigenerna i HEp—2000®—ceIIerna paverkas av transfektionsbehandlingen, uppvisar
sera med andra autoantikroppspecificiteter inga avsevarda skillnader i antikroppniva mellan den transfekterade HEp-
2000®—cellinjen och icke-transfekterade HEp-2 celler.

ANTIKROPPNIVAS REPRODUCERBARHET

Tio prover — utvalda fran CDC-kontroller och andra val karaktériserade interna sera — kordes pa HEp-2000®—0bjekthas
med tre olika lotnummer, vid tre olika tillfallen. Inte i nagot av fallen uppvisade ett negativt prov positiva resultat. Alla
antikroppnivavarden inom en dubbel spadning av det faststallda medelantikroppvardet fér samtliga prover testades.

BEKRAFTELSE PA SSA/Ro-ANTIKROPPAR

| ett stort reumatologiskt referenslaboratorium analyserades serumprover fran 349 patienter med bekraftade positiva
ANA-tester med hjalp av HEp—2OOO® fluorescerande testsystemet. | denna utvalda population uppvisade 239 prover det
distinkta SSA/Ro-fargningsmonstret. Positiva ELISA-tester for SSA/Ro-antikroppar erhdlls i 238 (99,6%) av dessa
prover. Ytterligare 79 prover uppvisade starkt flackiga och/eller homogena ménster och gav positiva ELISA-tester for
SSA/Ro-antikroppar.

Om man ser det distinkta SSA/Ro-monstret, ar detta darfor en bekraftelse pa att det finns SSA/Ro-antikroppar, medan
avsaknad av moénstret inte utesluter att det kan finnas SSA/Ro-antikroppar. | de studier som skisserats ovan har vi
undersokt totalt 429 sera innehallande SSA/Ro-antikroppar.

Dessa kan anses vara bekraftade genom ELISA-analys och/eller Western Immunoblots och de uppvisar det distinkta
SSA/Ro-fargningsmoénstret pa den transfekterade HEp—2000® cellinjen.

Vi har aven sett prover som innehaller SSA/Ro-antikroppar, men som inte uppvisar det distinkta SSA/Ro-
fargningsmaonstret, eftersom héga nivaer av andra autoantikroppar (vanligtvis anti-DNA-antikroppar eller anti-Sm/RNP-
antikroppar) maskerar SSA/Ro-mdnstret.

Om man ser det distinkta SSA/Ro-monstret, ar detta darfor en bekraftelse pa att det finns SSA/Ro-antikroppar, medan
avsaknad av ménstret inte utesluter att det kan finnas SSA/Ro-antikroppar.

ANVAND MED IMAGE NAVIGATOR®

Image Navigator® ar Immuno Concepts halvautomatiserade mikroskopsystem for Iasning av HEp—2000® fluorescerande
ANA-skivor. | en jamférelse av Image Navigator® med konventionell avlasning av fluorescerande ANA-skivor erhélls
féljande data:

Positiv dverensstdmmelse: 99,8%, negativ 6verensstammelse: 98,9%, dvergripande dverensstdmmelse, 99,4% (n =
739 prover).

Den kliniska kansligheten for detektering av ANA hos patienter som ar kdnda for att ha systemisk lupus erythematosus
(SLE) var 93,8 % for konventionell avldsning och 94,1 % fér Image Navigator®. Hos 301 patienter med ka&nda
bindvavssjukdomar var den kliniska kénsligheten 82,7 % for konventionell I&sning och 83,1 % fér Image Navigator®.

| en grupp av 296 patienter med andra sjukdomar an bindvavssjukdomar och 142 friska kontrollpersoner (total n = 438)
visade sig den kliniska specificiteten vara 87,3 % for konventionell avldsning och 87,4 % for Image Navigator®.
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HEP-2000® FLUORESCERANDE ANA-RO TESTPROCEDUR

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

REKONSTITUTION AV BUFFERT (PBS)

L&s upp innehallet i en buffertpase i en liter avjoniserat eller destillerat
vatten. PBS-bufferten kan téackas och forvaras i 2-25°C i hogst fyra
veckor.

SPADNING AV PATIENTPROV 9.
Screening: Spad patientprovet till 1:40 genom att tillsatta 0,05 ml (50 pl)

serum till 1,95 ml rekonstituerad PBS. *

Semikvantitativ bestdmning av antikroppniva: Gor seriespadningar av

screeningprov (t ex 1:80, 1:160, 1:320...etc.) med anvandande av PBS. 10.

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 ratt kontrollbrunn, men undvik direktkontakt
mellan pipettspetsen och objektglasets yta. Tillsatt 1 droppe (20-25 pl)
patientprov i de numrerade brunnarna.

OBSERVERA: For allman screening rekommenderas den homogena 11.

positiva kontrollen. Fér halvkvantitativ titrering bor Titratable Control,
katalognummer 2026, kéras med varje sats patientprover. Alla
monsterkontroller ska kéras med varje partinummer av kits for att visa
det forvantade utseendet pa ANA-mdnstren. Om HEp-2000® ANA-test
skall anvandas for att bekréafta forekomsten av anti-SSA/Ro-antikroppar,
maste SSA/Ro positiv kontroll, katalognummer 2035-Ro, kdras pa minst
ett objektglas under den dagens korning.

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

ODLING AV OBJEKTGLAS (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 12.

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.

PBS-TVATTNING (tio minuter)

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

FLUORESCERANDE ANTIKROPPREAGENS (téck brunnarna med
12-14 droppar)

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS och doppa det 3-5 ganger i
avjoniserat eller destillerat vatten. Knacka objektglasets sida mot
laskpapper eller pappershandduk for att avidagsna 6verskottsvatten.
Aterfér genast objektglaset till inkubationskammaren och tack
brunnarna helt med en fluorescerande antikroppreagens. Borja med att
placera en droppe 6ver varje brunn. Upprepa detta for varje objektglas.
Fluorescerande antikroppreagens har titrerats for att kompensera for
det avjoniserade eller destillerade vatten som finns kvar pa objektglaset
efter skoljning.

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 FEMTON
SEKUNDER.

ODLING AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i rumstemperatur, dvs 18-
25°C)
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Placera locket pa inkubationskammaren och téack med en
pappershandduk for att férhindra att det utsatts for ljus, om kammaren
inte &r ogenomskinlig. Odla objektglaset/-n i 30 minuter (+ 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. Den har tvattningen kan férlangas med 10-30 minuter
utan att de slutliga testresultaten paverkas, om inte motférg anvands.
Tillhérande motfarg: Tillsatt 5-10 droppar motfarg (0,5% Evans bla) per
100 ml PBS, innan objektglaset sénks ned. Eftersom graden av 6nskad
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 objektglasets sida mot
laskpapper eller pappershandduk for att avidagsna 6verskottsvatten.
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 1agga ned skyddsremsan fran ena anden av objektglaset till
den andra.

OBSERVERA: Overflddigt monteringsmedium péa objektglaset kan leda
till hog bakgrundsfluorescens pa grund av ljusspridning eller brist pa
klar upplésning av cellerna (suddig bild). Overflédigt monteringsmedium
kan avlagsnas fran objektglaset genom att skyddsremsan forsiktigt
torkas med laskpapper eller linspapper. Undvik att rora direkt vid
skyddsremsan.

LAS AV SKIVA

Om bilden ska lasas av med hjélp av konventionell fluorescerande
mikroskopi, kan den lasas av omedelbart med hjalp av laboratoriets
standardprocedur. Skivorna maste alltid lasas av av en utbildad
anvandare som ar bekant med fluorescerande ANA-tolkning och
monster. Kontakta leverantoren for det fluorescerande mikroskopet for
instruktioner fér anvandning av mikroskopet.

Om skivan som ska lasas med hjalp av Image Navigator®, Immuno
Concepts automatiska mikroskopi och bildtagningssystem sa ska du
lasa anvandarhandboken fér Image Navigator®—systemet. Image
Navigator® far endast anvandas av en utbildad anvandare.

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

* Laboratorier som vill genomféra screening vid en annan utspadning an
den rekommenderade utspadningen maste validera anvandningen av
den alternativa screeningsutspadningen for deras patientpopulation.
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