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SISTEMA DE ENSAIO DE ANTICORPO FLUORESCENTE DE LKS DE
ROEDORES HISTOFLUOR®

Para uso em diagnéstico in vitro
Para uso profissional

USO PRETENDIDO: Esse é um teste de anticorpos por técnica de fluorescéncia indireta para deteccdo qualitativa e
semiquantitativa de anticorpos IgG em soro humano por meio de microscopia de fluorescéncia manual ou com
microscopio semiautomatizado de fluorescéncia Image Navigator®. Esse sistema de ensaio deve ser usado como um
auxilio na detecgéo de anticorpos antimitocondriais (AMA), anticélulas parietais (APCA) e antimusculo liso (ASMA)
associados a Hepatite Autoimune Tipo 1, a Colangite Biliar Primaria e a Anemia Perniciosa/Gastrite Autoimune,
juntamente com outras descobertas laboratoriais e clinicas. Um operador treinado deve confirmar os resultados
gerados com o dispositivo semiautomatizado e software Image Navigator®.

RESUMO E EXPLICACAO DO TESTE

Os anticorpos encontrados em humanos s&o direcionados a uma série de antigenos diferentes. Muitos desses
antigenos séo altamente conservados, de modo que epitopos antigénicos praticamente idénticos podem ser
encontrados nos tecidos de animais € humanos. Por isso, 0 uso de tecidos de animais para detectar esses anticorpos
é um procedimento laboratorial consagrado. Muitos dos autoanticorpos detectados em tecidos de animais estao
intimamente associados a doengas autoimunes especificas em humanos. A detecgao e quantificagao de determinados
autoanticorpos permite o diagndstico e monitoramento de doengas autoimunes especificas (1,2).

PRINCIPIO DO TESTE

O sistema de teste Histofluor® Rodent LKS da Immuno Concepts utiliza a técnica de imunofluorescéncia indireta descrita
primeiramente por Weller e Coons (3). As amostras de pacientes sdo incubadas com substrato de antigeno
(figado/rim/estdmago de roedores) para permitir a ligacdo especifica dos anticorpos aos componentes da célula. Se os
anticorpos estiverem presentes, um complexo antigeno-anticorpo estavel é formado. Apds a lavagem para remover
anticorpos nao especificos e ndo ligados, o substrato é incubado com um anticorpo anti-humano conjugado a
fluoresceina. Quando os resultados sao positivos, ocorre a formacdo de um complexo estavel de trés partes que consiste
em um anticorpo fluorescente ligado a um anticorpo humano que é, por sua vez, ligado a um antigeno celular. Esse
complexo pode ser visualizado com o auxilio de um microscépio fluorescente. Em amostras positivas, as células
mostrarao uma fluorescéncia da cor verde macga com uma caracteristica de padrao de coloragao referente a distribuigao
particular do antigeno com as células. Se a amostra for negativa para autoanticorpos, as células ndo mostrarao um
padrao claramente perceptivel de fluorescéncia.
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COMPONENTES DO SISTEMA — MATERIAIS FORNECIDOS

Uso: Todos os componentes se apresentam prontos para uso sem a necessidade de alicotagem ou reconstituicao
(exceto o tampéao fosfato salino que deve ser dissolvido em agua deionizada ou destilada antes do uso).

Armazenagem: Todos 0s componentes podem ser armazenados refrigerados de 2 a 10°C. Apds a reconstituigéo, o
tampao fosfato salino deve ser armazenado em recipientes com tampa parafusada e temperatura de 2 a 25°C. O meio
de montagem pode ser armazenado de 2 a 25°C.

Estabilidade: Todos os componentes permanecem estaveis por no minimo 12 meses a partir da data de fabricagao.
Nao use nenhum componente apds a data de validade.

REAGENTES REATIVOS

Laminas de substrato : Secgdes finas (aproximadamente 4-5 micrometros) de figado, rim, estbmago ou rim e
estdbmago de roedores. Os tecidos foram fixados em uma mistura proprietaria de acetona, alcoois e outros solventes
organicos para preservar as proteinas dos tecidos em suas configuragdes originais. As laminas estéo disponiveis em
l[&minas para cultura com 4 divisérias (camundongo, nimero de catalogo 12004-02; rato, nimero de catalogo 12004-03) e
em laminas para cultura com 8 divisérias (camundongo, numero de catalogo 12008-02; rato, numero de catalogo 12008-03).
As laminas KS est&o disponiveis em I1&minas para cultura com 4 divisérias (camundongo, nimero de catalogo 12004-04;
rato, nimero de catalogo 12004-05) e em laminas para cultura com 8 divisérias (camundongo, numero de catalogo 12008-
04; rato, numero de catalogo 12008-05).

Controle positivo de anticorpo antimitocondrial (AMA) |CONTROL| + |: N° de catalogo 12021-02. Frasco conta-gotas
pronto para uso contendo 1,0 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para antigenos
mitocondriais. Esse soro demonstra um padréao de coloragéo antimitocondrial positivo no substrato do tecido do roedor.

Soro de controle negativo [CONTROL]| - |: N° de catalogo 12031. Frasco conta-gotas pronto para uso contendo 1,0 ml
de soro de controle humano negativo. Esse controle pode demonstrar coloragao de fluorescéncia fraca, mas néao
mostra padréao distinguivel.

Reagente de anticorpo fluorescente [CONJIFITC]: N° de catalogo 12009-02 (9,0 ml), 12075-02 (23 ml). IgG anti-
humana de cabra (gama) conjugada para isotiocianato de fluoresceina (FITC - fluorescein isothiocyanate). O reagente
vem pronto para uso em garrafas conta-gotas de precisdo com 9,0 ml para 10 Iaminas em kits de teste completos.

Controle positivo opcional [CONTROL| +]:

N° de catalogo 12022-02 (0,5 ml) - Anticorpo de células Antiparietais (APCA). Frasco conta-gotas pronto para uso
contendo 0,5 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para antigenos de células parietais.
Esse soro demonstra um padrao anticélula parietal positivo no substrato do tecido do roedor.

N° de catalogo 12023-02 (0,5 ml) — Anticorpo antimusculo liso (ASMA). Frasco conta-gotas pronto para uso contendo
0,5 ml de soro de controle humano positivo com anticorpo IgG especifico para antigenos de musculo liso. Esse soro
demonstra um padrao de coloragao antimusculo liso positivo no substrato do tecido do roedor.

Soros opcionais de controle titulavel :

N° de catalogo 12261-02 (0,25 ml) — AMA. Frasco pronto para uso contendo 0,25 ml de soro humano de controle
antimitocondrial positivo para ser tratado como uma amostra néo diluida do paciente. Consulte o rétulo do frasco para
o valor da titulagéo.

N° de catalogo 12262-02 (0,25 ml) — APCA. Frasco pronto para uso contendo 0,25 ml de soro humano de controle
anticélula parietal positivo para ser tratado como uma amostra ndo diluida do paciente. Consulte o rétulo do frasco para
o valor da titulagéo.

N° de catalogo 12263-02 (0,25 ml) — ASMA. Frasco pronto para uso contendo 0,25 ml de soro humano de controle
antimusculo liso positivo para ser tratado como uma amostra nao diluida do paciente. Consulte o rétulo do frasco para
o valor da titulagéo.

COMPONENTES NAO REATIVOS

Tampao fosfato salino em p6 |PWDR|PBS]: N° do catalogo 1011. Tampao fosfato salino em p6 (0,01 M, pH 7,4 £ 0,2).
Cada embalagem contém tamp&o em p6 suficiente para fazer um litro. (Uma embalagem de tamp&o em po é fornecida
para cada cinco laminas nos kits de teste completo.)



Preparagéo: Dissolva uma embalagem de tampao em pé em um litro de agua deionizada ou destilada, cubra e
armazene a uma temperatura entre 2 e 25°C por até quatro semanas ou até que apresente sinais visiveis de
contaminagao ou outras alteragdes.

Meio de cultura de montagem semipermanente [SOLN|MM|: N° de catalogo 1111. Frasco conta-gotas pronto para
uso contendo 5,0 ml de meio de cultura de montagem com base de glicerol.

Laminulas [CVSLP]: N° do catalogo 1042. Cada pacote contém 10 laminulas N° 1 de 24x64 mm.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

Pipetas volumétricas para volumes de 30 a 40 pl
Jarra de Coplin ou pratos de coloragao

Frasco de compressao ou pipetas de Pasteur
Pipetas sorolégicas

Recipientes de um litro (para o tamp&o fosfato salino)
Agua deionizada ou destilada

Tubos de teste para preparar diluigdes de soro

Papel de filtro ou toalhas de papel

Camara de incubacéo

Luvas descartaveis

Crondémetro de laboratério

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

PRECAUCOES

1. Todos os materiais de origem humana usados nesse produto foram testados e séo considerados negativos (ndo
repetidamente reativo) para anticorpos contra o virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1), virus da imunodeficiéncia
humana-2 (HIV-2), virus da hepatite C (HCV) e antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg) por métodos aprovados
pela FDA, agéncia que regulamenta alimentos e remédios nos EUA. Porém, nenhum método de teste pode oferecer
garantia completa de que o HIV-1, HIV-2, hepatite C, hepatite B ou outros agentes infecciosos estejam ausentes. Por
isso, todos os materiais do kit devem ser tratados da mesma forma que materiais potencialmente infecciosos.

2. Todas as amostras de pacientes devem ser tratadas em nivel de biosseguranga 2, conforme recomendado para
qualquer soro ou espécie de sangue potencialmente infeccioso no Manual dos Centros de Controle e Prevengéo de
Doenca/lnstitutos Nacionais de Saude dos EUA: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

3. Adiluigdo dos componentes ou substituicdo de componentes nao fornecidos nesse sistema podem produzir
resultados inconsistentes.

4. A azida de sddio (0,09%) é usada como conservante em alguns reagentes. A azida de s6dio pode reagir com o
encanamento de cobre ou chumbo e formar sais de azida de metal explosivos. Ao descartar os reagentes, lave
com grandes volumes de agua da torneira para evitar eventuais residuos no encanamento. A azida de sédio € um
veneno e pode ser téxica se ingerida.

5. Esse kit é para uso diagnéstico in vitro.

6. Caso precisem ser usados soros hemolisados ou lipémicos, aqueca os soros inativados durante 30 minutos a 56°C
para obter melhores resultados. Soros contaminados por microrganismos nao devem ser usados.

7 Nao fume, coma ou beba em area onde amostras ou reagentes do kit sdo manuseados.

8. Evite derramamento ou geragao de aerossol com frequéncia.

9. O tempo e as temperaturas de incubagéo nao especificados podem fornecer resultados erréneos.

10. A contaminacao cruzada de reagentes ou amostras podem fornecer resultados falsos.

11. Objetos de vidro reutilizaveis devem ser lavados e enxaguados abundantemente para remover detergentes antes
do uso. Todos os objetos de vidro devem ser limpos e secos antes do uso.

12. Aguarde que todos os reagentes, [Aminas e amostras estejam em temperatura ambiente (18-25°C) antes do uso.

13. Use luvas descartaveis quando manusear amostras e reagentes e posteriormente lave bem as méos.

14. A contaminacao de reagentes ou amostras por microrganismos podem fornecer resultados falsos.

15. Nunca pipete com a boca e evite contato de reagentes e amostras com a pela e membranas mucosas. Se o
contato ocorrer, lave com sabdo germicida e com grande quantidade de agua.

COLETA DE AMOSTRAS

Coleta: O soro é a amostra de preferéncia. Aproximadamente 5 ml de sangue total deve ser coletado de forma
asséptica por venopuncgao usando tubo coletor a vacuo estéril ou outro sistema de coleta apropriado. Permita que o
sangue coagule em temperatura ambiente (18-25°C). O soro deve ser separado do coagulo por centrifugagéo, assim
que possivel, para minimizar a hemolise.



Substancias interferentes: Os soros que exibem alto grau de hemodlise, ictericia, lipemia ou crescimento de
microrganismos ndo devem ser usados, porque essas condicées podem ocasionar resultados anormais. As amostras
que apresentem um problema particular visivel devem ser purificadas por centrifugacéo antes do teste.

Armazenagem: Os soros devem ser armazenados a uma temperatura entre 2 e 10°C na primeira semana. Se o teste
for prorrogado, os soros deveréo ser congelados a, pelo menos, 20°C negativos. O soro ndo deve ser armazenado em
um refrigerador ou congelador com degelo automatico.

PRECAUGOES: O congelamento/descongelamento repetido de amostras de pacientes pode produzir resultados falso
positivos ou falso negativos.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS

CONTROLE DE QUALIDADE

Controles positivos, negativos e do tampéo fosfato salino devem ser testados a cada execugéo. O controle positivo
deve ter uma coloragao fluorescente verde maca brilhante nas estruturas apropriadas do tecido com um padrao
claramente perceptivel caracteristico do soro de controle que foi usado. O controle negativo deve mostrar intensidade
baixa, nao especifica, fluorescente de cor verde fosca no citoplasma e no nicleo, mas sem padréo perceptivel de
coloragdo. O controle do tampao fosfato salino € usado para observar coloragdes nao especificas ao entrar em contato
com o reagente do anticorpo e ndo deve exibir qualquer fluorescéncia verde. Se os controles nao aparecem conforme
descritos, o teste é invalido e deve ser repetido.

E importante que a intensidade da fluorescéncia ndo se confunda com a presenca ou auséncia de anticorpos. A
aparéncia de um padréo claramente perceptivel, independente da intensidade da coloracédo da fluorescéncia, € o fator
principal a ser levado em consideragdo para determinar se uma solugao de soro é positiva.

CONTROLES TITULAVEIS OPCIONAIS
Os soros de controles titulaveis devem ser usados no monitoramento lote a lote e na reprodutibilidade execugao a
execucgao. Eles ndo tém a intencdo de ser uma medi¢éo de sensibilidade geral ou especificidade do ensaio.

Ao ler os titulos, muitos laboratérios comegam com a fonte que contém a amostra mais diluida e leem "no sentido
inverso" até a diluigao 1:20.

Os titulos médios e o alcance dos titulos (+ uma diluigdo em qualquer lado da média) determinados para o nimero
deste lote foram estabelecidos em nosso laboratério e sao utilizados como um guia. Este controle é fornecido para
permitir que cada laboratério avalie a reprodutibilidade (precisdo) de seus testes. Ja que este controle ndo tem a
intencdo de ser um indicador da precisao de titulos, cada laboratério deve estabelecer o ponto final de titulos médios
para essa amostra, e deve utilizar essa informagéo para avaliar a reprodutibilidade (precisdo) de execugéo para
execugao.

Por meio de iniUmeros testes de controles de titulagao, utilizando o sistema de teste de imunofluorescéncia Histofluor®
Rodent LKS da Immuno Concept, o valor de um titulo médio foi estabelecido para cada niumero de lote. O numero do
lote, os titulos médios e o alcance dos titulos (+ uma diluigdo dupla em qualquer lado de média) estéo indicados na
etiqueta do frasco e devem ser utilizados como guias para o desempenho do teste.

Os valores obtidos em nosso laboratério podem diferir dos seus valores.
Os fatores que afetam os resultados podem incluir, entre outros:

1. O tipo de fonte de luz usada. Fontes de luz de mercurio produzirdo maior energia de excitagdo a 495 nm que as de
quartzo/halogénio. As fontes de energia de mercurio de 50 watts, 100 watts e 200 watts diferem pouco quanto a
energia de excitagdo a 495 nm. As fontes de luz de 100 watts de quartzo/halogénio produzirdo maior energia de
excitacdo a 495 nm do que as de 50 watts de quartzo/halogénio.

2. A condigdo e a idade da fonte de luz. Isso é particularmente verdadeiro para fontes de luz de mercurio, que em geral
exibe uma reducgdo gradual na energia de excitagdo a 495 nm antes de queimar. Essa redugéo gradual na energia de
excitagdo pode resultar em uma perda significante de sensibilidade com o passar de varias semanas. Esse problema
pode ser evitado ao manter um registro de controle. Para obter melhores resultados, substitua as lampadas de
mercurio de 50 watts a cada 100 horas de uso e as lampadas de 100 ou 200 watts a cada 200 horas de uso. Fontes
de luz de quartzo/halogénio geralmente ndo exibem uma redugédo gradual na energia de excitagdo antes de queimar.

3. O tipo de filtro excitador usado. Os filtros excitadores de interferéncia proporcionam maior sensibilidade em um
comprimento de onda muito mais estreito que os filtros excitadores de absor¢do. Consulte o manual do
microscoépio fluorescente ou o representante de vendas para obter mais informagdes.

4. Alinhamento apropriado do caminho de luz do microscépio. Consulte o0 manual do microscopio fluorescente para
obter instrucdes.



5. A abertura numérica da objetiva. Com fluorescéncia de luz incidente (Epi), a fluorescéncia é aumentada
exponencialmente conforme a abertura numérica (NA - numerical aperture) da objetiva € aumentada
adicionalmente. Isso pode fazer com que uma objetiva de 40X com uma NA de 0,65 leia uma ou mais diluicdes
menores que uma objetiva de 40X com um NA de 0,85. A abertura numérica esta impressa ao lado da objetiva.

6. Filtros de supressao. Os filtros de supressao reduzem determinados comprimentos de onda de excitagdo e podem
ser usados para reduzir a sensibilidade. Consulte o0 manual do microscépio fluorescente ou o representante de
vendas para obter mais informacoes.

7. Precisado e acuracia da técnica de diluicdo, equipamento e desempenho dos procedimentos de teste.

INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS DO PACIENTE
Uma ampliacéo total de 100X é recomendada para exame positivo/negativo, ao passo que uma ampliagéo total de
200X é recomendada para reconhecimento de padrodes.

Negativo: Um soro sera considerado negativo se ndo houver nenhum padrao claramente perceptivel. O tecido pode
demonstrar coloragao fraca, mas sem padrao claramente perceptivel.

Positivo: Um soro é considerado positivo se o tecido mostrar um padrao de coloragao claramente perceptivel.

Titulos: Ao ler os titulos, muitos laboratérios comegam com a fonte que contém a amostra mais diluida e leem "no
sentido inverso" até a diluicdo 1:20. A primeira fonte em que um padrao claramente discernivel é visivel é o parametro
do titulo. Recomendamos esta técnica para determinar os parametros do titulo. E importante que a intensidade da
coloragéo nao seja confundida com a presenga ou auséncia de células de anticorpos antimitocondriais ou antiparietais.
O fator chave a se considerar para determinar se uma dada diluicdo de soro € positiva € o surgimento de um claro
padrao discernivel, independente da intensidade da coloragao.

RELATORIO DOS RESULTADOS

Exame: Os resultados devem ser relatados como positivos ou negativos na diluicdo 1:20, e o padrdo de coloragéo
deve ser relatado.

Titulagao: Os resultados devem ser relatados conforme a Gltima diluigdo serial em que a coloragao claramente
discernivel é vista. Os resultados com uma forte reagéo na diluicdo 1:320 devem ser relatados como maiores que
1:320.

DETECGAO DO PADRAO

Anticorpos antimitocondriais (AMA): Coloracéo citoplasmatica granular das células de Kupffer e dos hepatdcitos na
secao do figado; coloragédo citoplasmatica granular também é vista nos tubulos renais, com a coloragdo mais forte nos
tubulos distais, os quais sdo mais ricos em mitocondrias do que os tubulos proximais; o citoplasma das células
gastricas também mostra coloragdo granular, com coloragdo mais forte nas células parietais do que nas células
principais.

Antigeno: O antigeno mais comumente detectado na mitocéndria € o M2, que é um complexo de varios peptideos
antigénicos do complexo piruvato desidrogenase (PDH - pyruvate dehydrogenase).

Associagdo a doenga: 95% dos pacientes com cirrose biliar primaria (PBC) (4,5)apresentam AMA.

AMA em estdmago de roedores AMA em rim de roedores AMA em figado de roedores

Anticorpos de células Antiparietais (APCA): No estdbmago, o tecido mostra coloragéo citoplasmatica granular
brilhante das células parietais em padrao linear paralelo, sem nenhuma coloragao das células principais. O antigeno
néo é expresso em rins ou figados de roedores, portanto esses tecidos sdo negativos, apenas com fluorescéncia de
fundo.

Antigeno: O antigeno é a bomba de prétons H+K+ATPase.



Associagdo a doenga: Os APCA estao presentes em mais de 90% de pacientes com anemia perniciosa. A gastrite
atroéfica é frequentemente uma precursora da anemia perniciosa, portanto, os anticorpos também podem ser vistos em
pacientes com gastrite atrofica autoimune (6,7).

APCA em eséag de roedores APCA em rim de roedores (negativo) = APCA em figado de roedores (negativo)

Anticorpo antimusculo liso (ASMA): No estdmago, o tecido mostra uma coloracgéo brilhante das fibras de musculo
liso na camada muscular propria, na camada muscular da mucosa, na area intergastrica da glandula e nas camadas de
musculo liso das artérias. No figado, o tecido mostra a coloragao brilhante das fibras de musculo liso nas paredes das
artérias. No rim, altos titulos de anticorpos antiactina podem ter reagéo cruzada com titulos de fibras no glomérulo.
Antigeno: A actina é o antigeno clinicamente mais importante, mas os anticorpos para vimentina, tubulina, desmina e
outras proteinas nas fibras do musculo liso também foram descritas.

Associagao a doenga: Hepatite cronica autoimune (tipo 1) (8-10).

ASMA em estdmago de roedores ASMA em rim de roedores ASMA em figado de roedores

LIMITACOES DO TESTE

1. O diagndstico ndo pode ser feito com base apenas na detec¢ao do antigeno em tecido de roedores. O médico
deve interpretar esses resultados em conjunto com o histérico e sintomas do paciente, achados fisicos e outros
procedimentos diagndsticos.

2. O tratamento ndo deve ser iniciado com base apenas no teste positivo para anticorpos. As indicacdes clinicas,
outros achados laboratoriais e a impresséo clinica do médico devem ser considerados antes de qualquer
tratamento ser iniciado.

3. Apesar de serem altamente sugestivas quanto a preseng¢a de doencga no tecido conectivo, as reagbes positivas ndo
devem ser consideradas diagndsticas, mas sim observadas como parte do histérico clinico geral de um paciente.

4. Os padrées de coloragdo podem mudar com a titulagdo progressiva dos soros. Esse fendbmeno ocorre geralmente
devido a presenga de mais de uma condigao de enfermidade.

5. Por causa das varias opgdes disponiveis em microscoépios fluorescentes, recomenda-se que as fontes de luz, os
filtros e as lentes sejam padronizados ao comparar titulos de pacientes entre laboratérios.

6. A Immuno Concepts recomenda o uso de células cultivadas e transfectadas (HEp—2000®) para determinar ANA e
nao defende o uso de tecido de roedores para detecgao ou identificacdo de ANA.



CARACTERISTICAS DO DESEMPENHO

O sistema de ensaio de LKS de roedores Histofluor® foi comparado a outro kit de ensaio de anticorpos
imunofluorescentes de tecidos de roedores que se encontra em distribuicdo comercial usando 170 amostras
clinicamente caracterizadas. As amostras foram testadas em trés locais e lidas por trés operadores em cada local.
Usando a microscopia fluorescente convencional, os dados abaixo foram obtidos. Os valores de concordancia
representam decisdo final de consenso das duas melhores das trés consideragdes dos trés locais.

Tecido de Rato

Concordéncia positiva: 92,3% (79,0 a 98,1)
Concordancia de padréo: 92,3% (79,0 a 98,1)
Concordéncia negativa: 97,8% (93,4 a 99,5)
Concordéncia geral: 98,2% (94,7 a 99,6)

Tecido de Camundongo

Concordéncia positiva: 94,4% (80,9 a 99,4)
Concordéncia de padréo: 94,4% (80,9 a 99,4)
Concordéncia negativa: 98,5% (94,5 a 99,9)
Concordéncia geral: 98,8% (95,5 a 99,9)

USE COM O IMAGE NAVIGATOR®

O Image Navigator® € o sistema de microscopio semiautomatizado da Immuno Concepts para leituras de laminas
fluorescentes Histofluor®. Uma comparacéo da leitura do monitor do Image Navigator® em relagao a leitura
convencional de laminas de tecidos de roedores fluorescente do sistema de ensaio de LKS de roedores Histofluor® foi
realizada usando 170 amostras clinicamente caracterizadas testadas em trés locais e lidas por trés operadores em
cada local. Os valores de concordancia representam decisdo final de consenso das duas melhores das trés
consideragdes dos trés locais.

Tecido de Rato

Concordéncia positiva: 100% (87,9 a 100)
Concordéncia de padréo: 100% (87,9 a 100)
Concordancia negativa: 100% (96,6 a 100)
Concordéncia geral: 100% (97,3 a 100)

Tecido de Camundongo

Concordéncia positiva: 100% (88,5 a 100)
Concordéncia de padréo: 100% (88,5 a 100)
Concordancia negativa: 100% (96,7 a 100)
Concordéncia geral: 100% (97,3 a 100)

A sensibilidade clinica para a detecgao de anticorpos em pacientes que conhecidamente tém Anemia Perniciosa,
Hepatite Autoimune Tipo 1 ou Colangite Biliar Primaria € mostrada nas tabelas abaixo. Nesses estudos, uma diluicao
de corte de 1:20 foi usada para determinar amostras positivas.

Sensibilidade Clinica (95% Cl) Histofluor® -Figado/Rim Estdbmago de Camundongo
Diagnéstico N Convencional | % Positiva | Image Navigator® | % Positiva
Anemia Perniciosa 12 5 (13.13.—76?.1) 5 (13.13.—76780.1)
Hepatite Autoimune Tipo 1 19 9 (2?.?36?.3) 9 (2;_2'%?_3)
Colangite Biliar Primaria 18 15 (68%—%?0) 15 (6(?.:(3).—3;)?.0)




Sensibilidade Clinica (95% CI) Histofluor® -Figado/Rim Estémago de Rato
Diagnéstico N Convencional | % Positiva | Image Navigator® | % Positiva
Anemia Perniciosa 12 6 (255.?1.—071/;).6) 6 (255.?1.—07?.6)
Hepatite Autoimune Tipo 1 19 9 (2;1_2'2?3) 9 (2;'_;'%?_3)
Colangite Biliar Primaria 18 15 (6(?.3(‘).—%?0) 15 (6(?%%?.0)

A especificidade clinica foi determinada em um grupo de 121 pacientes com doengas autoimunes diferentes de Anemia
Perniciosa, Hepatite Autoimune Tipo 1 ou Colangite Biliar Primaria. Os dados dessas comparagdes sdo mostrados na
tabela abaixo. Nesses estudos, uma diluicao de corte de 1:20 foi usada para determinar amostras positivas.

Especificidade Clinica (95% CI) Histofluor® -Figado/Rim Estdmago de Rato
Grupo N Convencional | % Negativa | Image Navigator® | % Negativa
. . 93.4% 93.4%
Pacientes Autoimunes 121 113 (87.3-96.8) 113 (87.3-96.8)
Especificidade Clinica (95% CI) Histofluor® -Figado/Rim Estdmago de Camundongo
Grupo N Convencional | % Negativa | Image Navigator® | % Negativa
. . 94.2% 94.2%
Pacientes Autoimunes 121 114 (88.3-97.4) 114 (88.3-97.4)

Precisao: De acordo com as exigéncias do CLSI EP05-A3, treze amostras foram testadas de forma triplicada em dez
eventos em trés locais independentes. O conjunto de amostras incluia quatro amostras positivas de AMA, quatro
amostras positivas de APCA, quatro amostras positivas de ASMA e uma amostra negativa. Cada resultado foi lido de
forma convencional e no Image Navigator® por dois leitores. Para demonstrar os dados em um formato
semiquantitativo, a concordancia final filtrada € mostrada abaixo para cada local e entre locais. Todas as
concordancias foram > 90,0%.

Reprodutibilidade de varios locais e varios leitores (% de concordancias com IC de 95%)

Concentional Monitor (Semiautomatizado)
Substrato Medicao n - - - - - -
Site1v 2 Site 1v 3 Site2v 3 Site1v 2 Site1v 3 Site2v 3
Positiva 720 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
(99.4-100) (99.4-100) (99.4-100) (99.4-100) (99.4-100) (99.4-100)
Negativa 60 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
RATO 9 (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100)
Padrio 720 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
(99.4-100) (99.4-100) (99.4-100) (99.4-100) (99.4-100) (99.4-100)
+ 1 Titer 720 95.4% 95.8% 96.5% 95.3% 95.3% 96.7%
- (93.6-96.7) (94.1-97.1) (94.9-97.7) (93.5-96.6) | (93.5-96.6) | (95.1-97.8)
Positiva 720 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
(99.1->99.9) (99.4-100) | (99.1->99.9) | (99.1->99.9) | (99.4-100) | (99.1->99.9)
Negativa 60 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
CAMUNDONGO 9 (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100)
Padrs 720 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0% 100.0%
adrao 99.1->99.9) | (99.4-100) | (99.1->99.9) | (99.1->99.9) | (99.4-100) | (99.1->99.9
( ) | ( ) | ( ) | ( )| ( ) | ( )
+ 1 Titer 720 94.9% 97.8% 94.4% 96.8% 98.9% 96.5%
- (93.0-96.3) (96.4-98.7) (92.5-95.9) (95.2-97.9) | (97.8-99.5) | (94.9-97.7)
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PROCEDIMENTO DE TESTE FLUORESCENTE HISTOFLUOR® EM
TECIDO DE ROEDOR

OBSERVAGAO: Se o laboratério estiver usando um sistema de processamento de amostras automatizado, o procedimento e as
recomendagoes do fabricante do processador deverédo ser seguidos. O sistema de processamento de laminas devera ser programado para as
diluigbes apropriadas da amostra, volumes de distribuicdo e tempos de incubagao descritos abaixo

TAMPAO DE RECONSTITUIGAO (FOSFATO SALINO)
Dissolva o conteido de uma embalagem de tampao em um litro
de agua deionizada ou destilada. O tampao fosfato salino pode
ser coberto e armazenado entre 2 e 25°C por até quatro
semanas.

AMOSTRAS DE DILUIGAO DO PACIENTE

Exame: Dilua as amostras do paciente na proporgao de 1:20

adicionando 0,05 ml (50 pl) de soro a 0,95 ml (950 pl) de tampéo 8.
fosfato salino reconstituido.

Titulagdo semiquantitativa: Faga diluigdes seriais de amostra(s)

de triagem, e o controle titulavel. (por exemplo, 1:40, 1:80, 1:160,

1:320) usando Tampéo Fosfato Salino (PBS).

PREPARE AS LAMINAS DE SUBSTRATO (30-40 ul/pogo)

Remova as laminas da embalagem e posicione os soros controle 9.
em pocos de controle conforme descrito a seguir: Inverta os

frascos conta-gotas de controle e aperte gentilmente até que a

gota fique visivel na ponta. Toque gentilmente a gota no pogo de

controle apropriado, mas evite o contato direto da ponta do conta-

gotas com a superficie da lamina. Adicione 1 gota (30-40 pl) da 10.

amostra do paciente aos pogos numerados.

OBSERVACAO: Em exame geral, é recomendado o controle
positivo antimitocondrial. Para titulagdo semiquantitativa, um
Controle Titulavel, numero de catalogo 12261-02, 12262-02 ou
12263-02, deve ser executado com cada lote de amostras dos
pacientes. Todos os controles padréo devem ser executados com

cada numero de lote de kits para demonstrar a aparéncia 1.

esperada dos padrbes de ANA.

PRECAUGCOES: O CONTATO DIRETO DA PONTA DO CONTA-
GOTAS COM A SUPERFICIE DA LAMINA PODE RESULTAR
EM DANO AO SUBSTRATO DO ANTIGENO.

LAMINAS DE INCUBAGAO (30 + 5 minutos em temperatura
ambiente, ou seja, de 18 a 24°C)

Posicione as laminas em uma camara umida coberta (uma placa
de Petri com papel toalha umedecido sera adequada). Incube,
com a tampa posicionada, por 30 minutos (¢ 5 minutos) em
temperatura ambiente (18 a 24°C).

ENXAGUE DO TAMPAO FOSFATO SALINO

Remova as laminas da bandeja do incubador e enxague
levemente com tampéo fosfato salino usando um frasco injetor,
uma pipeta de Pasteur ou uma pipeta sorolégica. Nao injete o
tampao diretamente nos pogos.

OBSERVAGAO: Para evitar contaminagéo cruzada das laminas,

direcione a corrente do tampéao fosfato salino pela linha do meio 12.

da lamina, titulando primeiro em diregao a coluna superior dos
pogos seguido pela titulagdo em diregdo a coluna inferior dos
pOGos.

LAVAGEM DE TAMPAO FOSFATO SALINO (10 minutos)

Lave as laminas por 10 minutos com o tampao fosfato salino em
uma bandeja de coloragdo ou uma jarra de Coplin para coloragdo
de laminas. Essa lavagem pode ser estendida em 10-30 minutos
sem variabilidade nos resultados do teste final. Descarte a
solugdo de lavagem do tampéo fosfato salino apds o uso.

REAGENTE DO ANTICORPO FLUORESCENTE (cubra os
pogos com 12-14 gotas)

Remova uma lamina por vez do tampao fosfato salino. Dé uma
batida na lateral da lamina contra o papel filtro ou toalha de papel
para remover o excesso de tampé&o. Retorne a lamina
imediatamente para a cAmara de incubacao e cubra
completamente os pogos usando reagente de anticorpo
fluorescente; inicie posicionando uma gota sobre cada pogo.
Repita esse procedimento para cada lamina. O reagente de
anticorpo florescente foi titulado para compensar o tampao
residual restante na lamina apos o enxague.
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OBSERVAGAO: E importante que os pogos da lamina nao
sequem durante esse procedimento, caso contrario, pode ocorrer
dano ao substrato.

NAO ABSORVA OU SEQUE A LAMINA DE NENHUMA FORMA.
NAO PERMITA QUE A LAMINA DESCANSE SEM O REAGENTE
DE ANTICORPO FLUORESCENTE POR MAIS DE 15
SEGUNDOS.

LAMINAS DE INCUBAGAO (30 + 5 minutos em temperatura
ambiente, ou seja, de 18 a 24°C)

Cologue uma tampa da camara de incubagao e cubra com um
papel toalha para evitar exposigdo a luz se a camara nao for
opaca. Permita que as laminas sejam incubadas por 30 minutos
(£ 5 minutos) em temperatura ambiente (18 a 24°C).

ENXAGUE DO TAMPAO FOSFATO SALINO

Remova as laminas da bandeja do incubador e enxague
levemente com tampéo fosfato salino. Nao injete o tampao
diretamente nos pocos.

LAVAGEM DE TAMPAO FOSFATO SALINO (10 minutos)

Lave as laminas por 10 minutos com o tampao fosfato salino em
uma bandeja de coloragdo ou uma jarra de Coplin para coloragdo
de laminas. Essa lavagem pode ser estendida em 10-30 minutos
sem variabilidade nos resultados do teste final quando a
coloragado de contraste ndo for usada.

MONTAGEM DA LAMINULA

Remova uma lamina por vez do tampao fosfato salino. Dé uma
batida na lateral da lamina contra o papel filtro ou toalha de papel
para remover o excesso de tampéao.

NAO ABSORVA OU SEQUE A LAMINA DE NENHUMA FORMA.
NAO PERMITA QUE DESCANSE SEM LAMINULA POR MAIS
DE 15 SEGUNDOS. Adicione 4-5 gotas de meio de montagem
semipermanente ao longo da linha mediana de cada lamina.
Posicione cuidadosamente a laminula no local correto e evite
bolsas de ar elevando cuidadosamente a laminula de uma
extremidade da lamina para outra.

OBSERVAGCAO: O excesso de meio de montagem da lamina
pode resultar em alta fluorescéncia de fundo, devido a disperséo
da luz ou falta de resolugéo clara das células (imagem borrada).
O excesso do meio de montagem pode ser removido da lamina
ao absorver cuidadosamente a laminula com papel absorvente ou
papel de lente e simultaneamente evitar qualquer movimento
direto da laminula.

LEIA A LAMINA

Se a lamina for lida usando microscopia fluorescente
convencional, ela pode ser lida imediatamente usando o
procedimento padrao do laboratério. As laminas sempre devem
ser lidas por um usuario treinado que esteja familiarizado com a
interpretagdo e os padrdes da segdo de tecido fluorescente.
Consulte o fornecedor do microscopio fluorescente para
instrucdes para uso do microscépio.

P . . ® . P
Se a lamina for lida usando o Image Navigator, o microscopio
automatizado e o sistema de captura de imagem da Immuno
Concepts, consulte o manual do operador para o sistema do
. ® . ® . T
Image Navigator . O Image Navigator™ captura imagens digitais
de cada fonte e apresenta uma visdo panoramica da segdo do
. .= 2 . . . ®
tecido para revisdo do usudrio treinado. O Image Navigator™ deve
ser operado apenas por usuario treinado.

Para obter assisténcia técnica:
EUA: 1-800-251-5115 Demais paises: 1-916-363-2649
E-mail: technicalsupport@immunoconcepts.com
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