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HISTOFLUOR® RODENT LKS-FLUORESCERANDE
ANTIKROPPSTESTSYSTEM

Fér diagnostisk anvédndning in vitro
Foér yrkesmaéssig anvédandning

AVSEDD ANVANDNING: Detta &r ett indirekt fluorescerande antikroppstest for kvalitativ och halvkvantitativ detektion av
IgG-autoantikroppar i humant serum genom manuell fluorescensmikroskopi eller med Image Navigator® halvautomatiskt
fluorescerande mikroskop. Detta testsystem ska anvédndas som ett hjélpmedel vid detektion av antimitokondriella (AMA)
autoantikroppar samt autoantikroppar mot parietalceller (APCA) och glattmuskler (ASMA) som é&r associerade med
autoimmun hepatit typ 1, primar bilidr cirros och perniciés anemi/autoimmun gastrit tillsammans med andra laboratorie-
instrumentet och mjukvaran maste bekréftas av en utbildad operatér.

SAMMANFATTNING OCH FORKLARING AV TESTET

De autoantikroppar som finns i manniskor ar riktade mot ett antal olika antigener. Madnga av dessa antigener ar mycket
konserverade, sa att praktiskt taget identiska antigena epitoper hittas i djur- och manniskovdvnad. Anvandningen av
djurvavnad for att detektera dessa antikroppar ar ett sedan lange anvant laboratorieférfarande. Manga av de
autoantikroppar som detekteras pa djurvavnad ar nara forknippade med specifika autoimmuna sjukdomar hos manniskor.
Detektering och kvantifiering av specifika autoantikroppar mdojliggér diagnos och dvervakning av specifika autoimmuna
sjukdomar (1,2).

TESTPRINCIP

Immuno Concepts Histofluor® Rodent LKS Test System anvander en indirekt fluorescerande antikroppsteknik som forst
beskrevs av Weller och Coons (3). Patientprov odlas med antigensubstrat (lever fran gnagare/njure/mage) for att tillata
speciella bindningar av autoantikroppar till cellkomponenter. Om autoantikroppar forekommer bildas ett stabilt
antigen/antikroppkomplex. Efter tvattning for att avlagsna icke-specifika och obundna antikroppar, inkuberas substratet
med en antihuman antikropp som konjugeras till fluorescein. Nar resultaten ar positiva bildas ett stabilt komplex i tre delar
bestaende av fluorescerande antikropp bunden till human autoantikropp, som binds till cellulart antigen. Detta komplex
kan visualiseras med hjalp av ett fluorescerande mikroskop. | positiva prover uppvisar cellerna en dppelgrén fluorescens
med ett fargningsmdnster som ar karakteristiskt for den aktuella antigenférdelningen inom cellerna. Om provet ar negativt
for autoantikroppar uppvisar cellerna inte ett tydligt urskiljbart fluorescensménster.
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SYSTEMKOMPONENTER - MATERIAL SOM INGAR

Anvandning: Alla komponenter levereras klara fér anvandning utan behov av alikvotering eller rekonstitution (férutom
PBS-bufferten som maste uppldsas i avjoniserat eller destillerat vatten fore anvandning).

Forvaring: Alla komponenter kan forvaras i kylskap vid 2-10 °C. Efter rekonstitution skall PBS-bufferten forvaras i
behallare med skruvlock vid 2-25 °C. Monteringsmedel kan férvaras i 2-25 °C.

Stabilitet: Alla komponenter forblir stabila i minst 12 manader fran tillverkningsdatum. Anvand inte ndgon komponent
senare an dess forfallodatum.

REAKTIVA REAGENSER

Substratobjektglas : Tunna (cirka 4-5 mikrometer) delar av gnagare lever, njure, mage eller njure och
mage. Vavnaderna har fixerats i en patentskyddad blandning av aceton, alkohol och annan organisk 16sning for att bevara
vavnadsproteiner i sina ursprungliga konfigurationer. Objektglas finns med fyra brunnar (mus, katalognummer 12004-02,
ratta, katalognummer 12004-03) och med 8 brunnar (mus, katalognummer 12008-02, ratta, katalognummer 12008-03).
Objektglas KS finns med fyra brunnar (mus, katalognummer 12004-04, ratta, katalognummer 12004-05) och med 8
brunnar (mus, katalognummer 12008-04, ratta, katalognummer 12008-05).

Antimitokondriell antikroppsspecifik (AMA) positiv kontroll KONTROLL| + |: Katalognr. 12021-02. Droppflaska som &ar
redo for anvandning innehaller 1,0 ml positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik fér mitokondriella
antigener. Detta serum pavisar ett positivt antimitokondriellt fargningsmonster pa gnagarvavnadssubstratet.

Negativt kontrollserum |[KONTROLL]| -|: Katalognr. 12031. Droppflaska som ar redo fér anvandning innehéller 1,0 mi
negativt humant kontrollserum. Denna kontroll kan pavisa svagt fluorescerande fargning, men den visar inget urskiljbart
monster.

Fluorescerande antikroppsreagens [CONJ|FITC]: Katalognr. 12009-02 (9,0 ml), 12075-02 (23 ml). Get anti-humant IgG
(gamma) konjugerat med fluorescein isotiocyanat (FITC). Reagensen levereras redo fér anvandning i
precisionspipettflaskor med 9,0 ml fér vart 10:e objektglas i fullstdndiga testsatser.

Valfritt positiv kontroll [KONTROLL] +]:

Katalognr. 12022-02 (0,5 ml) - Antikroppar mot parietalceller (APCA). Droppflaska som ar redo fér anvandning och
innehaller 0,5 ml positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for antigener mot parietalcell. Detta
serum visar ett positivt anti-parietalcellmonster pa gnagarvavnadsubstratet.

Katalognr. 12023-02 (0,5 ml) - Antikroppar mot glatt muskulatur (ASMA). Droppflaska som ar redo fér anvandning och
innehaller 0,5 ml positivt humant kontrollserum med IgG-antikropp som ar specifik for antigener mot glatt muskulatur.
Detta serum visar en positiv anti-glatt muskelfargningsmonster pa vavnadssubstratet fran gnagare.

Valbara titrerbara kontrollserum [TC}:
Katalognr. 12261-02 (0,25 ml) - AMA. Flaska som ar redo fér anvandning och innehaller 0,25 ml antimikrobiellt positivt
humant kontrollserum som ska behandlas som outspatt patientprov. Se flaskans etikett for titervarde.

Katalognr. 12262-02 (0,25 ml) - APCA. Flaska som ar redo fér anvandning och innehaller 0,25 ml positivt humant
kontrollserum mot parietalceller som ska behandlas som outspétt patientprov. Se flaskans etikett for titervarde.

Katalognr. 12263-02 (0,25 ml) - ASMA. Flaska som ar redo fér anvandning och innehaller 0,25 ml positivt humant
kontrollserum mot glattmuskler som ska behandlas som outspétt patientprov. Se flaskans etikett for titervarde.

ICKE-REAKTIVA KOMPONENTER

PBS-buffertpulver : Katalognr. 1011. Fosfatbuffrat saltidsningspulver (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
fullstandiga testsatser.)

Framstéllning: L6s upp en pase med buffertpulver i 1 liter avjoniserat eller destillerat vatten, tack och férvara mellan
2 och 25 °C under upp till fyra veckor eller tills tecken pa férorening eller andra synliga férandringar upptrader.

Halvpermanent monteringsmedel : Katalognr. 1111. Bruksfardig pipettampull innehallande 5,0 ml
glycerolbaserat monteringsmedel.



Skyddsremsor : Katalognr. 1042. Varje bunt innehaller tio (10) 24x64 mm skyddsremsa av glas nr 1.

YTTERLIGARE MATERIAL SOM KRAVS - MEN INTE INGAR

Volymetriska pipetter for pipettering av 30-40 ul volymer
Coplin-karl eller fargningsskalar

Klamflaska eller Pasteur-pipetter

Serologiska pipetter

Enlitersbehallare (fér PBS-buffert)

Avjoniserat eller destillerat vatten

Provror for att framstélla serumspadningar

Laskpapper eller pappershanddukar
Inkubationskammare

Engangshandskar

Laboratorietidur

Fluorescerande mikroskop med 495 nm matarfilter och 515 nm sparrfilter
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FORSIKTIGHETSATGARDER

Allt material av humant ursprung som anvants fér denna produkt har testats och visat sig vara negativt (inte upprepat
reaktivt) for antikroppar mot humant immunbristvirus-1 (HIV-1), humant immunbristvirus-2 (HIV-2), hepatit C-virus
(HCV) och hepatit B ytantigen (HBsAg) med FDA-godkanda metoder. Ingen testmetod kan emellertid helt garantera
att det inte forekommer HIV-1, HIV-2, hepatit C-virus, hepatit B eller andra smittdmnen. Darfoér skall allt satsmaterial
hanteras som potentiellt smittsamt material.

Alla patientprover skall hanteras pa biosakerhetsniva 2 enligt vad som rekommenderas for eventuellt smittsamt
humanserum eller blodprov i manualen fran USA:s Centers for Disease Control/National Institutes of Health: Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

Spadning av komponenter eller byte till andra komponenter &n de som tillhandahalls kan ge motsdgande resultat.
Natriumazid (0,09 %) anvands som konserveringsmedel i vissa reagenser. Natriumazid kan reagera med bly- eller
kopparledningar och bilda explosiva metallazidsalter. Nar reagenser kasseras skall man darfér spola med stora
mangder kranvatten for att for att férebygga eventuella rester i avloppsror. Natriumazid ar ett gift och kan vara toxiskt
vid fortaring.

Denna sats ar avsedd for diagnostisk anvandning in vitro.

Om hemolyserade eller lipemiska serum maste anvandas, skall inaktivt serum varmas i 30 minuter i 56 °C for
optimala resultat. Mikrobiellt kontaminerade serum skall inte anvandas.

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

Undvik alltid sténk eller alstring av aerosoler.

Andra inkubationstider och temperaturer &an de som anges kan orsaka felaktiga resultat.

. Korskontamination mellan reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.
. Ateranvandningsbart glas méste tvattas och skéljas noggrant och vara fritt fran rengéringsmedel fére anvandning. Allt

glas maste rengoras och torkas fére anvandning.

. Placera alla reagenser, objektglas och prover i rumstemperatur (18-25 °C) fére anvandning.
13.
14.
15.

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

Mikrobiell kontamination av reagenser eller prover kan ge felaktiga resultat.

Pipettera aldrig med munnen och undvik kontakt med reagenser och prover med hud eller slemhinnor. Tvatta med
bakteriedddande tval och rikligt med vatten om kontakt &nda intraffar.

PROVTAGNING

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

Storande d&mnen: Serum som uppvisar en hdg grad av hemolys, ikterus, lipemi eller mikrobiell tillvaxt bor inte anvandas,
eftersom dessa betingelser kan leda till felaktiga resultat. Prover som innehaller synliga partiklar bér klaras genom
centrifugering fére testning.

Forvaring: Serum kan férvaras i 2-10 °C under hégst en vecka. Om analysen fordrdjs ytterligare skall serum frysas i —
20 °C eller lagre. Serum skall inte férvaras i sjalvavfrostande kylskap eller fryslagerrum.

VAR FORSIKTIG: Upprepad frysning/upptining av patientprover kan ge felaktigt positiva eller felaktigt negativa resultat.
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TOLKNING AV RESULTAT

KVALITETSKONTROLL

Positiva, negativa och PBS-kontroller skall testas en gang per kérning. Den positiva kontrollen skall uppvisa ljus
appelgron fluorescens i de tillAmpliga vavnadsstrukturerna med ett klart urskiljpart ménster som ar karakteristiskt for det
kontrollserum som anvants. Den negativa kontrollen skall uppvisa lag intensitet, ospecifik, mattgrén fluorescens i bade
cytoplasman och karnan, men inget urskiljbart fargningsmonster. PBS-kontrollen anvands for att observera ospecifik
fargning av antikroppsreagens och skall inte uppvisa nagon groén fluorescens. Om kontrollerna inte ser ut enligt
beskrivningarna ar testet ogiltigt och skall upprepas.

Det ar viktigt att fluorescensintensiteten inte blandas ihop med narvaro eller franvaro av antikroppar. Huvudfaktorn att
Overvaga vid avgérande om en viss spadning av serum ar positiv ar att det finns ett klart urskiljpart ménster, oavsett
fluorescensfargningens intensitet.

VALBARA TITRERBARA KONTROLLER
Titrerbara kontrollserum ar avsedda for anvandning vid kontroll av reproducerbarhet mellan partier och kérningar. De ar
inte avsedda som en matning av analysens 6vergripande kanslighet eller specificitet.

Nar man avlaser titernivaer borjar manga laboratorier med det prov som innehaller det mest utspadda provet och arbetar
sig sedan "bakat" till en 1:20-spadning.

Medelkoncentrationen och koncentrationsintervallet (+ en 16sning pa var sida av medelvardet) som bestamdes for detta
partinummer faststalldes i vart laboratorium och galler som riktlinje. Denna kontroll tillhandahalls for att tilldta varje
laboratorium att utvardera reproducerbarheten (precisionen) av sina prov. Eftersom denna kontroll inte ar avsedd att vara
en indikator av koncentrationens noggrannhet bér varje laboratorium skapa sin egen medelkoncentrationsandpunkt for
detta prov och bdér anvanda denna information for att utvardera dterkommande reproducerbarhet (precision).

Genom flera tester av koncentrationskontrollen med hjalp av Immuno Concepts Histofluor® Rodent LKS Fluorescent
Antibody Test System har en medelkoncentration faststallts for varje partinummer. Partinumret, medelkoncentrationen
och koncentrationsintervallet (+ en tvafaldig 16sning pa varje sida av medelvardet) finns angivna pa flaskans etikett och
géller som riktlinje for provprestandan.

Varden fran vart laboratorium kan skilja sig fran vara varden.
Nagra av de manga faktorer som kan paverka dina resultat kan inkludera, men ar inte begransade till:

1. Den typ av ljuskalla som anvands. Kvicksilverljuskallor kommer att framstalla stérre exciteringsenergi vid 495 nm an
kvarts/halogen. Kvicksilverljuskallor pa 50 watt, 100 watt och 200 watt skiljer sig inte mycket at i exciteringsenergi vid
495 nm. 100 watts kvarts/halogen-ljuskallor kommer att framstalla stérre exciteringsenergi vid 495 nm &n 50 watts
kvarts/halogen.

2. Ljuskallans skick och alder. Detta galler framfor allt kvicksilverljuskallor som i allmanhet visar en gradvis minskning i
exciteringsenergi vid 495 nm fére utbréanning. Denna gradvisa reduktion i exciteringsenergi kan leda till en markbar
forlust i kanslighet dver flera veckor. Detta problem kan undvikas genom att féra en loggbok. For basta resultat, byt ut
50 watts kvicksilverglédlampor vid 100 timmar och 100 eller 200 watts kvicksilverglédlampor vid 200 timmar.
Kvarts/halogen-ljuskallor visar i allmanhet inte en gradvis reduktion i exciteringsenergi fére utbranning.

3. Den typ av matarfilter som anvands. Storningsmatarfilter ger stérre kanslighet vid en mycket smalare vaglangd an
absorptionsmatarfilter. Hanvisa till manualen for ditt fluorescerande mikroskop eller saljrepresentant fér mer
information.

4. Korrekt inriktning av mikroskopljusets bana. Hanvisa till manualen for ditt fluorescerande mikroskop fér anvisningar.

5. Objektivets numeriska blandaréppning. Med infallande ljusfluorescens (Epi) Okar fluorescensen exponentiellt, medan
den numeriska blandaréppningen (NA) 6kar additivt. Detta kan goéra att ett 40X-objektiv med en NA pa 0,65 laser en
eller flera spadningar lagre an ett 40X-objektiv med en NA pa 0,85. Den numeriska blandardéppningen star angiven pa
sidan av objektivet.

6. Sparrfilter. Sparrfilter minskar de speciella exciteringsvaglangderna och kan anvandas for att minska kansligheten.
Hanvisa till manualen for ditt fluorescerande mikroskop eller saljrepresentant fér mer information.

7. Precision och exakthet i spadningsteknik, utrustning, samt testmetodernas genomférande.

TOLKNING AV PATIENTRESULTAT
100X gangers total férstoring rekommenderas for att screena positivt/negativt, medan 200X total férstoring
rekommenderas fér ménsterigenkéanning.

Negativt: Ett serum anses vara negativt om det inte finns ett klart urskiljbart ménster. Vavnaden kan visa svag fargning
utan nagot tydligt urskiljpbart ménster.



Positivt: Ett serum anses vara positivt om vavnaden visar ett klart urskiljbart fargningsmonster.

Titer: Nar man avlaser titernivaer bérjar manga laboratorier med det prov som innehaller det mest utspadda provet och
arbetar sig sedan "bakat" till en 1:20-spadning. Den forsta kalla dar ett tydligt ménster ar urskiljningsbart ar
titerandpunkten. Vi rekommenderar den har tekniken for att faststalla titerandpunkter. Det ar viktigt att fargens intensitet
inte forvaxlas med narvaro eller franvaro av antimitokondriella eller antiparietala antikroppar. Den viktigaste faktorn for att
faststalla om en given spadning av ett serum ar positiv ar forekomsten av ett tydligt urskiljningsbart moénster, oberoende
av fargintensiteten.

RAPPORTERING AV RESULTAT

Screening: Resultat ska rapporteras som positiva eller negativa vid spadningen 1:20 och fargningsmonstret skall
rapporteras.

Titrering: Resultat bor rapporteras som den sista seriespadningen dar en tydlig fargning kan urskiljas. Resultat med en
stark reaktion vid 1:320-spadning bor rapporteras som starkare an 1:320.

MONSTERDETEKTERING

Antimitokondriella antikroppar (AMA): Granular cytoplasmisk fargning av Kupffer-cellerna och hepatocyter i
leversektionen; granular cytoplasmisk fargning iakttages aven i njurtubulerna, med den starkaste fargningen i de distala
tubulerna, som ar mer mitokondrieomfattande an proximala tubuler; cytoplasman i magcellerna visar ocksé granular
fargning, med starkare fargning i de parietala cellerna an i huvudcellerna.

Antigen: Det mest vanligt detekterade antigenet i mitokondria ar M2, som ar ett komplex av flera antigenpeptider i
pyruvatdehydrogenaskomplexet (PDH).

Sjukdomssamband: Antimitokondriella antikroppar observeras hos 95 % av patienter med primar biliar cirros (PBC)
(4,5).

AMA pa gnagarmage AMA pa gnagarnjure AMA pa gnagarlever

Antikroppar mot parietalceller (APCA): | magen visar vavnaden ljus granular cytoplasmisk fargning av parietala celler i
parallellt linjart ménster, utan fargning av huvudcellerna. Antigenet uttrycks inte i gnagarnjuren eller -levern, sa dessa
vavnader ar negativa, med endast fluorescens i bakgrunden.

Antigen: Antigenet ar H+K+ATPase-protonpumpen.

Sjukdomssamband: APCA finns i mer an 90 % av patienter med pernicidés anemi. Atrofisk gastrit féregar ofta pernicits
anemi, vilket innebar att antikroppar dven kan observeras hos patienter med autoimmun atrofisk gastrit (6,7).

APCA pa gaarmage APCA pa gnagarnjure (negativt) APCA pa gnagarlever (negativt)




Antikroppar mot glatt muskulatur (ASMA): | magen uppvisar vavnaden ljus fargning av glattmuskelfibrer i muskularis
propria, muscularis mucosa, omradet mellan kortlarna och glattmuskelskikten i artarerna. | levern visar vavnaden ljus
fargning av glattmuskelfibrerna i artdrvaggarna. | njuren kan hdga titrar med antikroppar mot aktin ha korsreaktion med
tubulinfibrer i glomeruli.

Antigen: Aktin ar det stora kliniskt viktiga antigenet, men antikroppar mot vimentin, tubulin, desmin och andra proteiner i
glattmuskelfibrerna har ocksa beskrivits.

Sjukdomssamband: Autoimmun kronisk hepatit (typ 1) (8-10).

ASMA pa gnagarmage ASMA pa gnagarnjure ASMA pa gnagarlever

TESTETS BEGRANSNINGAR

1. Det gar inte att stalla diagnos baserat pa endast antikroppsdetektering med gnagarvavnader. Lakaren maste tolka
dessa resultat i samband med patientens historia och symtom, fysiska rén och andra diagnostiska procedurer.

2. Behandling skall inte initieras endast baserat pa ett positivt test fér antikroppar. Kliniska indikationer, andra
laboratorierén och lakarens kliniska intryck méaste dvervagas innan nagon behandling initieras.

3. Aven om en positiv reaktion kan tyda starkt pa sjukdom i bindvavnaden skall den inte anses vara diagnostisk utan
istallet betraktas som del av patientens generella kliniska historia.

4. Fargningsmodnster kan férandras med progressiv titrering av serum. Detta fenomen beror vanligtvis pa att det finns
mer an ett sjukdomstillstand.

5. P& grund av de manga alternativ som finns tillgangliga nar det galler fluorescerande mikroskop, rekommenderas det
att ljuskallor, filter och optik standardiseras vid jamférelse av patienttitreringar mellan laboratorier.

6. Immuno Concepts rekommenderar anvandning av odlade, transfekterade celler (HEp-2000®) for att bestamma ANA
och féresprakar inte anvandning av gnagarvavnad for ANA-detektion eller-identifiering.

PRESTANDAEGENSKAPER

Histofluor® Rodent LKS-testsystemet jamfordes med ett annat testkit fér immunofluorescerande antikroppar i
gnagarvavnad som finns pd marknaden och som anvander 170 kliniskt karakteriserade prover. Proverna testades pa tre
olika platser och analyserades av tre operatorer vid varje plats. Informationen nedan erhélls genom konventionell
fluorescensmikroskopi. Overensstammelsevardena utgér en konsensusbeddmning av de tva basta av tre resultat fran de
tre platserna.

Vavnad fran Ratta

Positiv dverensstdmmelse: 92,3 % (79,0-98,1)
Moénsteréverensstammelse: 92,3 % (79,0-98,1)
Negativ 6verensstammelse: 97,8 % (93,4-99,5)
Overgripande dverensstammelse: 98,2 % (94,7-99,6)

Vavnad fran Mus

Positiv dverensstdmmelse: 94,4 % (80,9-99,4)
Moénsterdverensstammelse: 94,4 % (80,9-99,4)
Negativ 6verensstammelse: 98,5 % (94,5-99,9)
Overgripande dverensstammelse: 98,8 % (95,5-99,9)



ANVAND MED IMAGE NAVIGATOR®

Image Navigator® ar Immuno Concepts halvautomatiserade mikroskopssystem for analys av Histofluor® fluorescerande
preparat. En jdmférelse mellan monitoravldsning med Image Navigator® och en konventionell avlasning av Histofluor®
Rodent LKS-testsystemets fluorescerande gnagarvavnadspreparat utférdes med 170 kliniskt karakteriserade prover som
testades vid tre platser och avléstes av tre operatérer pa varje plats. Overensstammelsevardena utgér en
konsensusbedémning av de tva basta av tre resultat fran de tre platserna.

Vavnad fran Ratta

Positiv 6verensstammelse: 100 % (87,9-100)
Moénsteréverensstammelse: 100 % (87,9-100)
Negativ 6verensstammelse: 100 % (96,6-100)
Overgripande éverensstammelse: 100 % (97,3-100)

Vavnad fran Mus

Positiv 6verensstdammelse: 100 % (88,5-100)
Moénsteréverensstammelse: 100 % (88,5-100)
Negativ 6verensstammelse: 100 % (96,7-100)
Overgripande éverensstammelse: 100 % (97,3-100)

Klinisk kanslighet for detektion av autoantikroppar hos patienter som fatt diagnosen pernicidés anemi, autoimmun hepatit
typ 1 eller primar biliar cirros visas i tabellerna nedan. | dessa studier anvandes en brytpunktsutspadning pa 1:20 for
bestadmning av positiva prover.

Klinisk Kénslighet (95% CI) Histofluor® Muslever/-Njure/-Mage
Diagnos N Konventionell | % Positiva | Image Navigator® % Positiva
- . 41.7% 41.7%
Pernicids Anemi 12 5 (19.3-68.1) 5 (19.3-68.1)
: . 47.4% 47.4%
Autoimmun Hepatit Typ 1 19 9 (27.3-68.3) 9 (27.3-68.3)
C 83.3% 83.3%
Primar Biliar Cirros 18 15 (60.0-95.0) 15 (60.0-95.0)
Klinisk Kénslighet (95% CI) Histofluor® Rattalever/-Njure/-Mage
Diagnos N Konventionell | % Positiva | Image Navigator® % Positiva
- . 50.0% 50.0%
Perniciés Anemi 12 6 (25.4-74.6) 6 (25.4-74.6)
: . 47.4% 47.4%
Autoimmun Hepatit Typ 1 19 9 (27.3-68.3) 9 (27.3-68.3)
C 83.3% 83.3%
Primar Biliar Cirros 18 15 (60.0-95.0) 15 (60.0-95.0)

Klinisk specificitet bestdmdes i en grupp av 121 patienter med andra autoimmuna sjukdomar an perniciés anemi,
autoimmun hepatit typ 1 eller primar biliar cirros. Data fran dessa jamférelser visas i tabellen nedan. | dessa studier
anvandes en brytpunktsutspadning pa 1:20 fér bestdmning av positiva prover.

Klinisk Specificitet (95% Cl) Histofluor® Muslever/-Njure/-Mage
Grupp N Konventionell | % Negativa | Image Navigator® % Negativa
. . 94.2% 94.2%
Autoimmuna Patienter 121 114 (88.3-97.4) 114 (88.3-97.4)




Klinisk Specificitet (95% Cl) Histofluor® Rattalever/-Njure/-Mage

Grupp N Konventionell | % Negativa | Image Navigator® % Negativa
. . 93.4% 93.4%
Autoimmuna Patienter 121 113 (87.3-96.8) 113 (87.3-96.8)

Precision: | enlighet med CLSI EP05-A3-krav testades tretton prover i tre exemplar i tio handelser pa tre oberoende
platser. Provsatsen inkluderade fyra AMA-positiva prover, fyra APCA-positiva prover, fyra ASMA-positiva prover och ett
negativt prov. Varje resultat lastes konventionellt och med Image Navigator® av tva avlasare. For att presentera datan i ett
halvkvantitativt format visas titerandpunktsavtal nedan fér inom platser och mellan platser. Alla 6verensstdmmelser var >

90,0 %.
Multi-plats-, Multi-avlasarreproducibilitet (% dverensstdmmelse med 95 % konfidensintervall)
Substrat | Anal Konventionell Monitor (halvautomatisk)
ubstrat | Analys " [“site1v2 | Site1v3 | Ste2v3 | Site1v2 | Site1v3 | Site2v3
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%
RATTA 9 (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100)
Ménster 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%
MUS 9 (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100) (92.8-100)
Ménster 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)
+ 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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HISTOFLUOR® FLUORESCERANDE TESTPROCEDUR PA
GNAGARVAVNAD

OBS! Om laboratoriet anvander ett automatiserat system for bearbetning av prover skall tillverkarens forfaranden och rekommendationer
foljas. Systemet for bearbetning av objektglas skall ha programmerats fér lampliga provspadningar, dispenseringsvolymer och

inkubationstider enligt vad som beskrivs nedan

REKONSTITUTION AV BUFFERT (PBS)

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

SPADNING AV PATIENTPROVER 8.
Screening: Spad patientprover till 1:20 genom att tillsatta 0,05 ml

(50 pl) serum till 0,95 ml (950 pl) rekonstituerad PBS.

Halvkvantitativ titrering: spad screeningprov(er) och den titerbara

kontrollen serislit (t. ex. 1:40, 1:80, 1:160, 1:320) genom att

anvanda PBS.

IORDNINGSTALLANDE AV OBJEKTGLAS FOR SUBSTRAT 9.
(30-40 pl/brunn)

Avlagsna objektglaset/-glasen fran pasen/pasarna och placera

kontrollserum pa kontrollbrunnarna enligt féljande: Vand upp och

ned pa kontrollpipettflaskan och klam forsiktigt tills det syns en 10.

droppe pa spetsen. For forsiktigt droppen till ratt kontrollbrunn, men
undvik direktkontakt mellan pipettspetsen och objektglasets yta.
Tillsatt 1 droppe (30-40 pl) patientprov i de numrerade brunnarna.
Obs! For allman screening rekommenderas den anti-mitokondriella
positiva kontrollen. Fér halvkvantitativ titering, en titrerbar kontroll,

ska antingen katalognummer 12261-02, 12262-02 eller 12263-02 1.

kéras med varje patientprovsats. Alla ménsterkontroller ska koéras
med varje kitpartinummer for att pavisa det forvantade utseendet
pa ANA-monstren.

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

INKUBATION AV OBJEKTGLAS (30 + 5 minuter i rumstemperatur
d.v.s. 18-24 °C)

Placera ett eller flera objektglas i en fuktig tdckt kammare (en
petriskal med fuktad pappershandduk gar bra). Inkubera, med
locket pa, i 30 minuter (+ 5 minuter) i rumstemperatur (18-24 °C).

PBS-SKOLJNING

Avlagsna ett eller flera objektglas fran inkubatorbrickan och skolj
hastigt med PBS genom att anvanda en sprutflaska, Pasteur, eller
serologisk pipett. Spruta inte buffert direkt pa brunnarna.

Obs! Led PBS-flodet langs objektglasets mittlinje for att undvika

korskontamination pa objektglasen genom att forst luta objektglaset 12.

mot den évre raden med brunnar och darefter mot den nedre raden
med brunnar.

PBS-TVATTNING (10 minuter)

Tvatta objektglaset/-glasen under tio minuter med PBS i en
fargningsskal for objektglas eller ett Coplin-karl. Denna tvattning
kan férlangas med 10-30 minuter utan att de slutliga testresultaten
paverkas. Kassera PBS-tvattldsningen efter anvéndning.

FLUORESCERANDE ANTIKROPPSREAGENS (tack brunnarna
med 12-14 droppar)

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS. Knacka objektglasets
sida mot laskpapper eller pappershandduk for att avlagsna
dverskottsbuffert. Aterfér omedelbart objektglaset till
inkubationskammaren och téck brunnarna helt med fluorescerande
antikroppsreagens. Bérja med att placera en droppe 6éver varje
brunn. Upprepa detta for varje objektglas. Fluorescerande
antikroppsreagens har titrerats for att kompensera for buffert som
finns kvar pa objektglaset efter skoljning.

Obs! Det &r viktigt att objektglasbrunnarna inte torkar ut under
detta forfarande for da kan substratet skadas.
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TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER ELLER
ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG OBJEKTGLASET STA
UTAN FLUORESCERANDE ANTIKROPPSREAGENS LANGRE
AN FEMTON (15) SEKUNDER.

INKUBATION AV OBJEKTGLAS (30 = 5 minuter i rumstemperatur
d.v.s. 18-24 °C)

Placera locket pa inkubationskammaren och téack med en
pappershandduk for att forhindra att det utsatts for ljus, om
kammaren inte ar ogenomskinlig. Inkubera objektglaset/-glasen i 30
minuter (£ 5 minuter) i rumstemperatur (18-24 °C).

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

PBS-TVATTNING (10 minuter)

Tvatta objektglaset/-glasen under tio minuter med PBS i en
fargningsskal for objektglas eller ett Coplin-karl. Denna tvattning
kan férlangas med 10-30 minuter utan att de slutliga testresultaten
paverkas nar motfargning inte anvands.

MONTERING AV SKYDDSREMSOR

Avlagsna ett objektglas at gangen fran PBS. Knacka objektglasets
sida mot laskpapper eller pappershandduk for att avidgsna
Overskottsbuffert.

TORKA ALDRIG OBJEKTGLASET MED LASKPAPPER ELLER
ANNAT FOREMAL OCH LAT ALDRIG OBJEKTGLASET STA
UTAN SKYDDSREMSA UNDER LANGRE AN (15) FEMTON
SEKUNDER. Tillsatt 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 objektglasets ena ande till
den andra.

Obs! Overflddigt monteringsmedium pa objektglaset kan leda till
hég bakgrundsfluorescens pa grund av ljusspridning, eller brist pa
tydlig upplésning av celler (suddig bild). Overflédigt
monteringsmedium kan avlagsnas fran objektglaset genom att
forsiktigt torka skyddsremsan med laskpapper eller linspapper
samtidigt som man undviker all direkt beréring av skyddsremsan.

AVLASA OBJEKTGLAS

Om objektglaset ska avldsas med hjalp av konventionell
fluorescerande mikroskopi kan den lasas av direkt genom att
anvanda laboratoriets standardférfarande. Objektglasen maste
alltid avlasas av en utbildad anvéandare som ar bekant med tolkning
av och monster i fluorescerande vavnad. Kontakta leverantéren av
det fluorescerande mikroskopet for anvandarinstruktioner for
mikroskopet.

Om skivan som ska lasas med hjalp av Image Navigator®, Immuno
Concepts automatiska mikroskopi och bildtagningssystem sa ska
du l8sa anvandarhandboken fér Image Navigator®—systemet. Image
Navigator® tar digitala bilder av varje prov och presenterar en
panoramavy av vavnadsprovet fér granskning av en utbildad
anvandare. Image Navigator® far endast anvandas av en utbildad
anvandare.
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