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ANA HEp-2

- HME 0060  Coffret vw HME 0120
HME 1006 10 Lames HEp-2 (6 puits) | HME 1012
DEFINITION

Le test ANA HEp-2 (Anticorps Anti-Nucléaire) AF“.Q.) est un
dosage d’anticorps en fluorescence indirecte dlisaides cellules
HEp-2 pour la détermination qualitative et/ou sguantitative des
anticorps antinucléaires dans le sérum humaine§ANA HEp-2
(@.’l?i) est utilisé comme support au diagnostic de cetamaladies
auto-immunes.

VALEUR DIAGNOSTIQUE

Les anticorps anti-nucléaires (ANA) sont un grodjaito-anticorps
caractérisés par la spécificité de nombreux détemnts antigéniques
des noyaux cellulaires. Bien que le role des ANAnsdda
pathogénicité des maladies auto-immunes soit comsé, ils sont
vraiment utiles comme marqueurs des maladies, ipalernent dans
le dépistage et aussi le suivi des connectiffités)

La corrélation entre la présence d’anticorps antiéaire et le lupus
érythémateux disséminé (LED) était tres élevéaesnANA négatif
exclut cette maladi€’. Bien que les anticorps anti-ADN aient une
grande corrélation avec le LEB, d’autres anticorps ont une valeur
diagnostique et/ou pronostique, notamment en cascldeodermie
généralisée évolutive ”, de connectivite mixt&’, de syndrome de
Sjogren® et de polymyosité!?. Les tests ANA sont maintenant
reconnus non seulement dans le cas des LED, nssEscaumme outil
de dépistage général des connectivites Y.
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De nombreuses méthodes sont disponibles pour kctiét des
ANA: EIA, ELISA, Dot Blot et les techniques
d'immunofluorescence indirecte (IF). Pour les trgisemieres
méthodes, I'antigéne peut aussi étre : des auigesets spécifiques,
un mélange d’'auto-antigenes provenant d'un lysklaiee ou une
combinaison des deux. Ces méthodes ne sont pasenstles que
I'lF et ne permettent pas non plus la détectionplisieurs auto-
anticorps. Elles ne permettent pas non plus d’auairprofil de
reconnaissance d'aussi bonne qualité que I'lF. tests IF sont
sensibles, dépistent une grande variété d’autceaps connus ou
inconnus et grace aux aspects de reconnaissanqeerinettent de
donner un apercu de l'identité probable de l'autticarps et de la
maladie auto-immune associée. Il s'agit de la nughta plus
courante dans les laboratoif@set la méthode de référence dans le
dépistage semi-quantitatif des ANA.

Le testANA HEp-2 (m.Q) utilise un substrat antigénique provenant
d’'une lignée cellulaire épithéliale humaine (HEpe&terminée par
Moore, Sabachensky et Tool4R. Les cellules HEp-2 ont montré
une plus grande sensibilité que les coupes tissslat un meilleur
taux d’identification des motifs. La présence denboeuses figures
mitotiques permet la différenciation des aspectss ragalement la
détection d’anticorps nucléaires non signélés'® Les ANA sont
retrouvés dans les principales classes d'immunatifes (1gG, IgA

et IgM). Par conséquent, un conjugué anti-gammadjfod humain
est recommandé dans les tests ANA

HME 0060 HME 0120 HME 1600
[sorB] siD | n | Lames individuelles enveloppées de papier aluminarac 10 lames 10 lames 100 lames
Conserver dans leurs sachets d’emballage & +8°@nains, | des cellules HEp-2 fixées sur chaque puits. X 6 puits X 12 puits X 16 puits
jusqu’a la date limite de péremption.
+ lamelles
Flacon compte-gouttes contenant des anticorps derel
[cona [ FITCc [ 1gG | anti-immunoglobuline  humaine  conjugué & e
Conserver entre +2°C et +8°C a l'abri de la lumidieecte | isothiocyanate de fluorescéine (FITC), avec 0%0tle 1x3,5ml 2 x3,5ml 4 x 20ml
jusqu’a la date limite de péremption indiquée. Bleu d’Evans (contre-colorant), des protéines saites,
de l'azide de sodium < 0,1% et du thimérosal < 0200
[ conTROL [ + | Flacon de contrdle positif ANA (sérum humain) (aztpe
Conserver entre +2°C et +8°C jusqua la date limite i homogeéne) contenant des protéines stabilisante@5% 1x0,5ml 1x0,5ml

péremption.

de thimérosal.

L'utilisation non dilué, tel qu'il est fournit, mare une intensité de fluorescence spécifiguger. Alternativement, ce controle positif peut &tteé en point final. Dans ce cas, il devra éjre

dilué en série dans du PBS. Les contr6les évalaébmd indiquent sur I'étiquette du flacon lesestren point final qui ont été trouvés. En raisos driations de résultats dans chaque

laboratoire (microscope fluorescent, etc) chagherttoire devra établir sa propre moyenne depitie chaque lot (en général une dilution a pattipdint final établit).

[ conTROL [ - ]
Conserver entre +2°C et +8°C jusqu'a la date limie

Flacon de contrdle négatif ANA (sérum humain) cemtti

h ) des protéines stabilisantes et 0.005% de thimérosal 1x0,5ml 1 x0,5ml
péremption.
Le contrdle est prévu pour étre utilisé non diktiést-a-dire tel qu'il est fournit. L'intensité tkeréaction doit apparaitre < 1+.
lC MMt 2°C lt +8°C i '3 la date limite Flacon compte-gouttes de Milieu de Montage contenia@ 1x3.5ml 1x3.5ml
onserver entre € Jusqua fa date 1 solution tampon de phosphate de glycérol (pH 7042). ! !
péremption.
[ o | sPe
A conserver entre +2°C et +8°C jusqu'a la date téimile | Flacon de diluant échantillon, contenant du thiraéro<
péremption & condition qu’aucune contamination irpue ne 0,1%, formulé pour réduire les intensités non diuges. 1x60ml 1x60ml 3 x 250ml
soit visible.
Ne pas utiliser si la solution devient trouble oursprécipité se forme.
BUF WASH
RCNS 1L H,0 Sachet de PBS en poudre permettant d’obtenir 1L de 2 2

Conserver a une températutet25°C dans des sachets ferm

€ss0lution de Tampon de Lavage

hermétiquement jusqu’a la date limite de péremption
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PRINCIPE DU TEST

STABILITE ET CONDITIONS DE CONSERVATION

Le testANA HEp-2 («Q“..d ) utilise une méthode de dosage d’anticorps en
fluorescence indirecte o’abord décrite par Weti@an<'”, et appliquée

par Friou®®, et Holman et Hunk&®.
La procédure se base sur deux étapes :

Etape 1 — Le sérum humain réagit avec le substrat antjgéniLes
anticorps, s'ils sont présents, vont se lier agecahtigeénes pour former
des complexes anticorps-antigéne stables. S'ilanfyas d’anticorps, le
complexe ne sera pas formé et les constituantérdmsseront éliminés
lors du lavage.

Etape 2— La fluorescéine marquée a l'anticorps anti-harest ajoutée
au complexe formé précédemment. Lorsque les rissitiat positifs, on
observe au microscope a fluorescence une fluoEseant pomme. Si
aucun complexe n'est formé lors de la premieree¢tagonjugué marqué

a la fluorescéine est lavé et le résultat appagiitif.

M ATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

* Tous les réactifs doivent étre conservés entre +1°@8°C
dans leur conditionnement d’origine.

 Ne pas utiliser un coffret ou un réactif dont latedale
péremption est dépassée.

PREPARATION DES REACTIFS

Flacon ou éprouvette graduée d'un litre
Eau distillée

Récipient a bouchon d'un litre

Tubes a essais jetables et un portoir
Pipettes sérologiques jetables

Pipettes volumétriques de 10ul et 100ul, avec dEes
jetables

Pipettes Pasteur

Chambre humide

Pissette en plastique

Jarres Coplin ou cuves a coloration avec suppornt jaotes
Lamelles, No.1, 24 x 60 mm

Stylo feutre noir a encre indélébile

Microscope fluorescent équipé d'une source de Iamia
mercure ou halogéne a base de tungsténe, d'ure filtr
d’excitation de 340-490 nm et un filtre d’émissida 515-520
nm, et d’un objectif permettant un grossissemeta the 400x.
La longueur d’'onde d’excitation du FITC est de 490etra

PREPARATION DE LA SOLUTION TAMPON

Verser le contenu d'un sachet de PBS dans un rétipie
volumétrique d'1 litre, ajouter* de I'eau distill§esqu’a la marque
de graduation 1l, mélanger et laisser le mélangksseudre durant
plusieurs heures ou toute une nuit. La solutiorptamreconstituée
doit avoir un pH de 7,4 £ 0,2.

Si la valeur du pH se situe en dehors de cettetligrajuster avec
du 1IN NaOH ou du 1N HCI. Conserver la solution tamplans

une bouteille propre et fermée par un bouchon atempérature
< +25°C. La solution ainsi conservée reste stableaerun mois a
condition qu’aucune contamination importante ne sisible. Ne

pas utiliser si le pH change, si la solution devieouble ou si un
précipité se forme.

*Utiliser I'eau distillé avec prudence car le pH a#te eau peut varier et
provoquer une grande instabilité sur le pH du P&S tes conservations
prolongées.

PRECAUTIONS D'EMPLOI

longueur d’onde d’émission est de 520nm

REACTIFS DISPONIBLES INDIVIDUELLEMENT

HME 1006 Lames HEp-2 (10 x 6 puits)

HME 1012 Lames HEp-2 (10 x 12 puits)

HME 1016 Lames HEp-2 (10 x 16 puits)

HME 9920 Conjugué FITC (20ml)

HME DIL250 Diluant IF (250ml)

HME MM Milieu de montage (3,5ml)

HME PBS10 PBS en poudre (10x1l)

HME NEG Contrble Négatif ANA (0,5ml)

HME HOM Controle positif Homogéne (0,5ml)
HME NUC Controle positif Nucléolaire (0,5ml)
HME RNP Controle positif Moucheté/RNP (0,5ml)
HME ACA Controle positif Centromeére (0,5ml)
HME SSA Contr6le positif SS-A (0,5ml)

HME SSB Contr6le positif SS-B (0,5ml)

HME SCL Contr6le positif Scl-70 (0,5ml)

HME 12CS Lamelles de verre 24x60 (boite de 100)
HME 16CS Lamelles de verre 24x70 (boite de 100)

1. Réservé al'usage de diagnosiiwitro.

2. Ne pas enlever les lames des sachets avanibgusoit prét
pour tester. Ne pas utiliser si le sachet a étéépetans ce cas
le sachet sera plat.

3. Tous les réactifs doivent étre portés a tentpiraambiante
(+20°C-+25°C) avant d'étre utilisés.

4. Des résultats anormaux peuvent étre rencosiiés lames de
substrat d’antigenes sechent pendant la procédue
coloration.

5. La réfrigération (a +2°C-+8°C) du kit immédiatmh des son
arrivée assure sa stabilité jusqu’a la date lirdéepéremption
indiquée.

6. Les réactifs ne doivent pas étre utilisés afaédate limite de
péremption.

7. La substitution des composants par d’autresposants non
fournis dans le coffret peut conduire a des résuiteorrects.

8. Ne pas exposer le conjugué a une lumiére iatpesdant le
stockage ou l'utilisation.

9. Eviter la contamination microbienne de tous lésctifs
impliqués dans le protocole afin d'éviter l'appianit de
résultats incorrects.

10. Tout changement dans le protocole défini, conesetemps
d’incubation ou les températures, peut donner dssiltats
erronés.

11. Les sérums lipémiques, hémolysés ou contampeteent
conduire a des résultats erronés.

12. Les échantillons congelés doivent étre parfete mélangés et
homogénéisés aprés décongélation avant d'étrestesté

13. La verrerie réutilisable doit étre lavée ef@itgment rincée.
14. Eviter les éclaboussures et la génération asaér

15. Conformément aux recommandations du niveau agbirité
2, les échantillons de patients et toute matiérereutre en
contact avec eux doivent étre manipulés comme pour
échantillon de sérum ou de sang humain potentieliém
infectieux, telles qu'indiquées dans le manuel CDE/NI
« Biosafety in Microbiological and Biomedical Labamsés »,
Edition 1984.

Ne jamais pipeter avec la bouche. Eviter tout adnéaec la
peau et les muqueuses.
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16. Les sérums humains utilisés pour préparerdeg@es positifs
et négatifs ont été testés et se sont révélés ifdabn
réactivité répétée) vis-a-vis de I'antigene HBs et dnticorps
de I'hépatite C et anti-HIV 1 et 2 selon les méttede
approuvées par la FDA. Parce qu'aucun test ne agsurer
totalement leur absence comme celle d’autres ageettieux,
ces réactifs doivent étre manipulés conformémenk au

recommandations du niveau de Biosécurité 2 du Manuel

CDC/INIH « Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories », Edition 1984 », comme pour toutétiion de
sérum ou de sang humain potentiellement infectieux.

17. Les conservateurs utilisés dans les conjuguéssecontroles
sont toxiques par ingestion. Les azides peuveriréaec le
cuivre et le plomb des canalisations pour formes deides
métalliques explosifs. Lors de I'élimination desa#fs, rincer
abondamment avec de I'eau, afin d'éviter toute adation
de résidus.

18. Le diluant IF fournit par And  doit étre utilisé
UNIQUEMENT comme diluant pour les échantillons de
patients. Ne pas effectuer de dilution en sérier poutitre en
point final avec le diluant IF. Ne pas utiliser ddas étapes de
lavage.

M ODE OPERATOIRE

NOTE : Porter les lames et réactifs a températont@iante (+20°C-
+25°C) avant usage.

1. PREPARATION DES ECHANTILLONS

Dépistage

Préparer une dilution au 1/40 pour chaque sérumjceriant 0,01 ml
(10 pl) de sérum a 0,39 ml de diluant IF ou de PBS.

REMARQUE : Prélever seulement la quantité de dilugtessaire pour faire

chacune des séries de tests afin de réduire lsbites de contamination du
produit.

Semi-quantification :

Le résultat significatif positif de dépistage ditite confirmé en répétant

le test avec des dilutions du sérum. Chaque lai@atoit établir son

propre protocole de titration; cependant, la pros&dsuivante est

suggérée :

a. Préparer une dilution a 1/40 pour chaque sérunpatient en
ajoutant 0,01 ml (10 ul) de sérum du patient a 5B8e diluant IF
ou de PBS.

b. Ajouter 0,3 ml de PBS dans les tubes #2, #3,t#6e(Ne PAS
utiliser le Diluant IF pour les dilutions en série.

c. En utilisant une pipette de 100 pl, transférémdl, (100 ul) du tube
#1 au tube #2. Mélanger. Puis, en utilisant un ebembout pour
chaque dilution, transférer 0,1 ml (100 pl) du secdube au
troisieme, du troisieme au quatrieme, et du quagiau cinquiéme,
en mélangeant aprés chaque transfert. La gamnigatiert avec
les dilutions correspondantes est la suivante :

Tube #1 = 1/40

Tube #2 = 1/160

Tube #3 = 1/640

Tube #4 = 1/2560

Tube #5 : 1/10240

REMARQUE Les Contrdles Positifs et Négatifs ne doivent e dilués.
Cependant, si I'on effectue un test semi-quarfitatiControle Positif peut étre
dilué comme décrit précédemment. Cependant, NE WRili&er le Diluant IF
pour faire la dilution 1/40 ou toute autre dilutdu Contrdle Positif

2. PREPARATION DES LAMES

Retirer autant de lames que nécessaires du réfegéret les laisser
s'équilibrer a la température ambiante (+20°C-+35f@ndant au
moins cing minutes. Enlever les lames des sacteltésen aluminium,
en évitant tout contact avec la surface de la lédeatifier chaque lame
a l'aide d'un stylo noir indélébile.

o k=

3. DEPOT DE L'ECHANTILLON

En utilisant des pipettes Pasteur différentes, sipaine goutte
(20-30pl) de chaque contréle et une goutte de séilud de chaque
patient dans les puits individuels de la lame. Ble tpucher la surface
antigénique avec la pipette pendant le dép6t detsego Eviter que les
gouttes se mélangent car la contamination croisg@chantillons entre
les puits peut entrainer des résultats erronés.

4. INCUBATION 1

Incuber dans une chambre humide a température ramk{20°C-
+25°C) pendant 30 minutes.

NOTE : L'ANTIGENE NE DOIT PAS SECHER PENDANT L'UNE
DES ETAPES SUIVANTES. Des liaisons non spécifiqpesivent
apparaitre si les réactifs sechent sur la lame.

5. RINCAGE 1

Enlever les lames de la chambre humide une par etinencer

DELICATEMENT avec du PBS a l'aide d’'une pissettelaieage. Ne
pas centrer le jet de PBS directement sur les. pifits d'éviter les

contaminations croisées incliner d’abord la lamdesg6té des puits 1-
6 ou 1-8), et diriger le jet de PBS le long dégad médiane de la lame.

Ensuite, incliner la lame sur le c6té des puitdZbu 9-16) et répéter
cette procédure, permettant ainsi au PBS de cjugigu’a I'extrémité
de la lame. Pour les lames de 6 puits, inclindar@e vers le bas et
diriger le jet a travers la lame par-dessus letspen laissant le PBS
couler jusqu’a 'extrémité de la lame.

6. LAVAGE 1

Placer les lames dans une jarre de Coplin ou we &coloration et
laver en changeant deux fois de tampon PBS pemldan minutes
pour chaque lavage. Agiter délicatement au momeditnrdmersion et
du retrait de la lame du tampon PBS. Eliminer &SRB exces si
nécessaire et sécher la tranche de la lame aympekr absorbant.

7. DEPOT DU CONJUGUE

Retirer les lames une par une, enlever le PBS etsgsécher autour
des bords extérieurs si nécessaire et remettreuehiagne dans la
chambrehumide. Utiliser le compte-goutte fourni et dépasee goutte
de conjugué (30-50ul) dans chaque puit de la lanfaisant attention
gue le puit soit complétement recouvert.

8. INCUBATION 2
Incuber dans la chambre humide a température amb{a20°C-
+25°C) pendant 30 minutes. Protéger les lamesldmlare excessive.

9. RINCAGE 2

Enlever les lames de la chambre humide et rincél CATEMENT
avec le PBS a l'aide de la pissette de lavage. Gosuggéré dans
I'étape 5, ne pas centrer le jet de PBS directemgriés puits.

10. LAVAGE 2

Placer les lames dans une jarre de Coplin ou we &coloration et
laver en changeant deux fois de tampon PBS pemldané minutes
pour chaque lavage. Agiter délicatement au momeditnrdmersion et
du retrait de la lame du tampon PBS. Eliminer &SRB exces si
nécessaire et sécher la tranche de la lame ayepar absorbant.

11. LAMELLE COUVRE-OBJET

Enlever les lames une par une du tampon de PBSnéfile tampon

PBS en exceés et ajouter immédiatement 2 a 4 galetesilieu de

montage sur la ligne médiane de chaque lame. Relactzene sur le

cOté et reposer le bord de la lamelle contre ledbda lame permettant
au milieu de montage de former une goutte contimie la lame et la
lamelle. Abaisser délicatement la lamelle du bas teme vers le haut,
en évitant de former des bulles d'air. Eliminex¢és de milieu de
montage en essuyant le bord de la lame avec urrpapsorbant.

Nettoyer le dessous de la lame.

12. LECTURE

Examiner les lames dés que possible en utilisantmignoscope a
fluorescence correctement équipé. Il est recommadfel@miner les

lames le jour méme ou elles ont été faites. Erdedsgcture retardée,
conserver les lames au réfrigérateur (+2°C-+8°3bai de la lumiere

directe et les lire le lendemain. Ne pas laisseheséle milieu de

montage entre lame et lamelle. Si le liquide s'éwapajouter du milieu
de montage et recouvrir la lame.

Notice technique, ANA HEp-2, Page 3/16



ECHELLE D'INTENSITE FLUORESCENTE

L'intensité de fluorescence peut étre semi-qudivtitea l'aide des
directives établies par le «Center for DiseasetrGom Atlanta,
Géorgie®

4+= Fluorescence maximale ; jaune vert intense

3+= Fluorescence jaune vert moins intense

2+= Faible fluorescence jaune vert terne

1+= Fluorescence trés faible

Le degré d'intensité de fluorescence n'est pagja@ment significatif
et peut étre seulement un indicateur pour le fiited de I'échantillon.
Les différents types d’objectifs de microscopefilites et de sources
lumineuses du microscope a fluorescence peuvemtiret des
variations de résultats d'un grade 1+ ou plus amani de l'intensité
lumineuse lorsque la méme lame est observée sieynlsl microscopes
différents.

CONTROLE DE QUALITE

Contréle de spécificité

Un contrdle positif et un contrdle négatif doiveitte inclus dans
chaque série d’essai. Ces contrbles doivent étnmiaga avant de
lire les échantillons tests et doivent démontres Résultats
suivants :

Contr6le négatif

En utilisant le SERUM DE CONTROLE NEGATIF fourni avec
coffret ANA HEp-2 (@.’L.Q), les cellules doivent présenter une
intensité de fluorescence moins que 1+ fluorescet@pparaitre
rouge orangé a cause du contre colorant.

Contrble positif

En utilisant le SERUM DE CONTROLE POSITIF fourni avec
coffret ANA HEp-2 (Q“..d.), les cellules doivent présenter une
intensité de fluorescence de 3+ a 4+ avec un akpeobgene.

Chaque contrdle doit étre conforme a la réactioendtie afin de
valider le test. Si les contréles n'apparaissers pamme décrit
auparavant, les résultats des tests ne sont pasleslet le test doit
étre recommencé.

Si malgré un deuxiéeme essai les contréles ne pErgetoujours
pas les aspects attendus, alors ne pas utilisegdaktats.

La spécificité du substrat antigénique peut étrestée
ultérieurement grace a un panel d’anticorps ankfaies. (Ceux-
ci sont disponibles séparément cHél%i).

Controle de sensibilité

Un contrdle titrable est inclus dans chaque sétessai pour
déterminer la sensibilité du substrat, mais aussitroler le
protocole, la qualité du conjugué et le systemendoroscope
optique. Le titre attendu de chaque lot de conti@eérum positif
ANA doit étre déterminé. Il ne doit pas y avoir utiéérence de
plus de deux dilutions par rapport a la valeurratte. Chaque
essai doit inclure la dilution ciblée ainsi qu'umpeadruple dilution
au dessus de la valeur cible et une quadrupldatilen dessous de
la valeur cible. La dilution la plus concentréetdiire positive et la
moins concentrée doit étre négative. Si le contn&@ee comporte
pas de maniére attendue, les résultats du tesira@iides et le test
doit étre recommencé. Si le contrdle ne présenipuos pas les
aspects attendus, alors ne pas utiliser les résulta

£md propose en complément des controles préts a lwramir §
Réactifs disponibles individuellement) qui peuvetre &estés en
paralléle.

RESULTATS

NEGATIF

Une dilution de sérum est considérée comme négaiifr les
anticorps antinucléaires si les cellules montremt intensité de
fluorescence inférieure ou égale a 1+ sans matifeshent visible.
Les cellules vont apparaitre rouge orangé a caeséa ctontre
coloration du Bleu d’Evans.

Un échantillon est considéré négatif vis-a-vis dasticorps
antinucléaires s'il présente une intensité de #soence inférieure
a 1+ pour une dilution au 1:40 et ainsi que pourds dilutions
plus importantes ou si la fluorescence observéprésente pas de
motif clair et visible.

. Les échantillons négatifs peuvent présenter diesrescences
Iégérement plus intenses que le Contréle Négati§ mérieures a 1+.

. Certains sérums peuvent toujours montrer urbldaidegré de
fluorescence cytoplasmique ou nucléaire sans rolaiif et visible. Ce
phénomene est généralement d{i aux anticorps hbi@opet doit étre
reporté comme négaftf’.

. Une coloration intense non nucléaire peut ébreervée dans certains
sérums contenant des anticorps Anti-Mitochondridsti-Muscle
Lisse, ou d’autres anticorps cytoplasmiques.

POSITIF

Une dilution de sérum est considérée comme posjiver les

anticorps antinucléaires si la fluorescence présamie intensité
supérieure a 1+ avec un motif clairement visible.

Un échantillon est considéré positif vis-a-vis deaticorps

antinucléaires s'il présente un aspect caractgustides colorations
ANA avec une intensité de fluorescence 1+ ou ploarpune

dilution de sérum au 1:40 ou plus.

Les anticorps antinucléaires multiples peuvent pnésents dans
un échantillon donné; un type d'anticorps peut quas la

présence des autres.

Les dilutions successives des échantillons peuvaider a

distinguer ces aspects.

Noter tous les titres et les aspects correspondants

TITRATION

Si une titration semi quantitative est réaliséerélsultat doit étre
communiqué comme [linverse de la derniere des idilst
successives pour laquelle l'intensité de fluoreseevert pomme
1+ ou plus avec un discernement clair et visibtelétecté. Lors de
la lecture des quadruples dilutions successivesitre peut étre
déterminé par extrapolation si nécessaire.

EXEMPLE D’EXTRAPOLATION :
1:40 = 3+
1:160 = 2+
1:640 = +-
1:2560 = Nég

Le titre extrapolé est 320.

Reporter tous les titres et aspects détectés pakérae titre si nécessaire.

EXEMPLE :
1:40 = 4+ Périphérique et 3+ Homogéne
1:160 = 3+ Homogéne
1:640 = 2+ Homogene et 3+ Moucheté
1:2560 = 1+ Homogeéne et 2+ Moucheté
1:10 240 = +/- Moucheté

Les titres sont 40 Périphérique, 2560 Homogend 20 B/oucheté.
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INTERPRETATION DES RESULTATS

Les quatre principaux aspects qui peuvent appara@uls ou en
combinaisons ont été décrits :

1. Périphérique (villosité, bord, membrane)

2. Homogeéne (diffus, solide)

3. Moucheté (incluant ACA)

4. Nucléolaire
D’autres aspects moins fréquents incluent FuseauRNP
ribosomal.

1. PERIPHERIQUE - coloration uniforme principalement
autour de la région extérieure du noyau avec wwedscence plus
faible vers le centre. Les cellules du puits n'apjssent pas
toutes avec un aspect périphérique, certaines peugte
homogéne. La région chromosomique des cellules tiguies
présente un aspect positif brillant.

Note: Une ligne distincte trés fine autour du noyaesh’pas un profil
périphériqgue ANA, mais plutét un anticorps anti-nieame nucléaire. Il
différe parce que la région du chromosome danediisles mitotiques est
négative.

ANTIGENES NUCLEAIRES : ADNrou histones.

ASSOCIATIONS CLINIQUES: des titres élevés en ADNn
suggerent un LED actif. Des titres plus faiblesgargnt un LED
ou d’autres connectivité®?

2. HOMOGENE - la fluorescence est uniforme sur le noyau entier
avec ou sans effacement apparent des nucléolesairGert
échantillons peuvent présenter des régions irrégdi avec des
fluorescences plus importantes ou un aspect graxufeeut
apparaitre, particulierement lorsque I'anticorgsiat les dilutions
cibles. La région chromosomique des cellules nijtas présente
un aspect positif brillant.

ANTIGENES NUCLEAIRES : ADNn, DNP ou histones.

ASSOCIATIONS CLINIQUES: les titres élevés suggérent un LED

tandis que les titres plus faibles suggérent un ldEDune arthrite

rhumatoidé?

a. Les anticorps anti-DNP ont les mémes spédficique les
cellules facteurs LED

b. Les anticorps anti-histone seuls sont forterasabciés avec le
lupus induit par les drogués!

3. MOUCHETE - agrégats fluorescents dans tout le noyau qui
peuvent étre tres fins ou grossiers en fonctiorlyge d’anticorps
présent. Un échantillon peut présenter plusieurgecs de
moucheté. La région chromosomique des cellulestigites est
négative.

a. Les anticorps Sm et RNPn présentent un aspeuothet
grossier avec une région chromosomique des cellules
mitotiques négative.

b. Les anticorps SSA/Ro et SSB/La présentent déis pspects
mouchetés uniformes avec une région chromosomicpse d
cellules mitotiques négative.

c. Les aspects denses et fins avec une fluoresqmwitve des
nucléoles et de la région chromosomique des csllule
mitotiques peuvent indiquer la présence d’anticoaps-Scl
70.

d. Une fluorescence variant d’'un aspect mouchat@ fgrossier,
dans approximativement 30 a 60% des cellules ptasenne
fluorescence positive ou négative des cellulesotigiies peut
étre caractéristique d'anticorps anti-PCNA (Protiferg Cell
Nuclear Antigen).

ANTIGENES NUCLEAIRES : Sm, RNPn, SSA/Ro, SSB/La, Scl
70 (ADN Topoisomérase 1) ou PCNA (Cycline).

ASSOCIATIONS CLINIQUES:

a. Les anticorps anti-Sm sont trés spécifiques OED et
semblent &tre un marqueur de cette malétlie.

b. Les anticorps anti RNP associés a d’autres tgfmsicorps

ANA ont été retrouvés dans la LED et les polyatési
rhumatoides (AR) et les sclérodermies systémiqutsds.

Les titres élevés d’anticorps anti-RNPn seuls sanaatéristiques
des connectivites mixtes (MTCI))

c. Les anticorps SSA/Ro et SSB/La sont fréquemmetgents
chez les patients ayant un syndrome de Gougergrjonon

associé avec une polyarthrite rhumatoide. Les dégpes

d’anticorps sont moins fréquemment trouvés chepdtients avec
un LED. Les anticorps SSA/Ro sont retrouvés chegaurcentage
important d’enfants ayant un bloc cardiaque auoiudntriculaire

congénital, un lupus néonatal ou les d&fix.

d. Les anticorps anti-Scl 70 sont les marqueusssg&rodermies
systémiques diffuséé’

e. Les anticorps anti-PCNA sont retrouvés chez aible

pourcentage de patients ayant un LED

4. ANTICORPS ANTI-CENTROMERE (ACA) - mouchetés
discretes et uniformes dans tout le noyau, dontntembre
correspond a un multiple du nombre normal de chsmme.
L’aspect fluorescent des cellules mitotiques sunehlui des pairs
de chromosomes homologues s’arrangeant entre exsxldazone
équatoriale durant la métaphase puis migrant erséntrosomes
durant I'anaphase.

Note : des anticorps ressemblant aux ACA sont les amiscanti-
pseudo centromere (ou NSp-1). lls se distingueatAieA car la
région chromosomique ne se colore 2.
ANTIGENE NUCLEAIRE centromére et
chromosomes.

ASSOCIATIONS CLINIQUES: cet anticorps est considéré
comme un marqueur du CREST, une variante des sclémimde
systémiques diffus€®” Il est rarement retrouvé dans les
sclérodermies diffuses et le syndrome de Rayffdud.

portion des

5. NUCLEOLAIRE -la coloration fluorescente des nucléoles du
noyau nettement séparé du nucléoplasme non colbeé.
fluorescence nucléolaire peut étre homogene, moéehsu avec
de gros grains. lls sont fréquemment accompagnéd’gspect
moucheté.

ANTIGENES NUCLEAIRES : PM/Scl (PM-1), ARN Polymérase
1 ou fibrillarine (U3)@®

ASSOCIATIONS CLINIQUES : les titres élevés sont trés
spécifiques des sclérodermies systémiques progess@PSS). Les
titres plus faibles se retrouvent pour les PSS, UED, les
syndromes de Sjogren et de Rayn&or?

6. ANTICORPS ANTI-FUSEAU — un réseau de filaments reliant
les centrosomes les uns aux autres dans les safhitetiques.
ANTIGENE NUCLEAIRE : appareil de fuseau dans lesulef en
cours de mitose.

ASSOCIATIONS CLINIQUES: il peut y avoir des associations
avec le syndrome du Canal Carpien.

7. FLUORESCENCE CYTOPLASMIQUE :

a. RNP ribosomal (RNPr) — fluorescence granuleuffesdi dans
le cytoplasme. Peut étre confirmé en testant I'étthan sur
une coupe d’estomac ou le sommet des cellulesoéstéc Ils
sont accompagnés fréquemment d’aspects nucléolaire.

ANTIGENE NUCLEAIRE : RNP ribosomal ou cytoplasmique.

ASSOCIATIONS CLINIQUES: cet anticorps est retrouvé dans un
pourcentage faible de LE®Y

b. Fluorescence Cytoplasmique non-ANA
anticorps les plus communs sont :

1) Les anticorps anti-mitochondrial (AMA) - mouchediscret
concentré dans le cytoplasme dans un réseau fibeaxec un
moucheté plus dense vers la région périnucléaiesir lprésence
peut étre confirmée sur des lames de substrat qyjgres.

2) Les anticorps anti-muscles lisses (ASMA) — Bitimsrescents dans
le cytoplasme dans un réseau fibreux, avec dedidibs’étendant a
partir de la membrane cellulaire. Leur présencetp&te confirmée

sur des lames de substrat appropriées.

Les deuxo au
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CORRELATION ENTRE LES ANA PRESENTS
ET L'ASPECT DE LA COLORATION IMMUNOFLUORESCENT

VALEURS ATTENDUES

Anticorps Contre : Aspect de la coloration : Cellues Mitotiques : Le tableau suivant présente l'incidence des amgantinucléaires
NDNA Périphérique et Homogenk Positif ut|||sant. un substrgt ANA de (;ellule HEp-2 daps tgades de
Histonos Périohérique ot Homogehe Positi population de patients effectuées dans les labogatale Duke
phenq - 9 — University Medical Center Division of Rheumatic ancer@tic
DNP Homogene : Pos't'f‘ Diseasependant une période deux ans. Cela représente ude ét
Sm Moucheté Grossiere Négatif de plus de 9000 controles de sérums et de plus58@ dérums
nRNP Moucheté Grossiere Négatif anormaux.
SS-A Petite Moucheté Uniformg Négatif Diagnostic clinique % Positif ~ Diagnostic clinique % Positif
SS-B Petite Moucheté Uniforme Négatif Controles : Vascularites 20.0%
Scl-70 Mozchetel{flr;e dense Positif 20-60 ans 2.0% Enfance LED 64.0%
nucleolaire 70-80 ans 3.5% JAR
PCNA Moucheté Variable Négatif ou Positif LED 95.0% Systémique 14.0%
ACA MOUCB(ieStSrLéJtr;iforme Centroméres Positif RA 40.0% Polyarthrite 6.0%
0 N

PM/Scl Nucléolaire (homogene) Négatif MCTD ) 99.0% Pauciarticular

- — PSS (Diffus) 85.0% HLA B27 pos. 0.0%
RNA Polymérase L . Mouchetés discrétes )
1 Nucléolaire (mouchete) (peu) PSS(variante CREST)  93.0% HLA B27 neg. 26.0%
Fibrillarin Nucléolaire (gros grains) Fibres Pdsiti PM/DM 25.0%
Fuseau Appareil de fuseau 3
'RNP Cytoplasmique Negatif CARACTERISTIQUES ET PERFORMANCES DU TEST

LIMITES

1.  Les résultats des tests ANA sérologiques doiveatidterprétés
en fonction des informations issues de I'évaluatiamique et d’autres
analyses de diagnostiques.

2. 2 a 10% de la population adulte normale ont deg&osps
antinucléaire§?

3. La présence danticorps ANA est reliée a I'age etsexe du
patient. La présence d’ANA augmente avec l'age.pls, un titre
faiblement positif peut étre normal pour certaimgdividus en absence
d’autres signes ou symptdmes cliniques. Les ANAare pas toujours
trouvés chez les patients jeunes normaux.

4. Certaines réactions positives retrouvées chez desntp de
patit(esr;)ts souffrant de connectivites, ont pu déysoa maladie plus
tard:

5. Les résultats positifs obtenus avec des écharstiltin sang de
cordon ou de nouveau-né sont sujet a caution.dsepce d’ANA dans
le sang de cordon ombilical peut résulter de lausidn passive de la
mere au foetus. Un test négatif, cependant peutitrepour I'exclure
un éventuel procédé d'auto-immunité.

6. Les résultats ANA peuvent apparaitre positifs poar faible
pourcentage de patients développant des infeaitms des néoplasmes
ou encore en présence de maladies liées & la dfoifie

7. Les patients souffrant de LED en thérapie sténoifgdieou en
rémission peuvent avoir un test ANA néggif.

8. Les résultats positifs ne sont pas valides poupdesonnes ayant
subit une transfusion sanguine ou différents ptedisinguins dans les
mois derniers.

9. Les résultats des tests des patients immunodémresse des
femmes enceintes sont difficilement interprétables.

10. Les réactions finales peuvent varier d’'un laborataiun autre en
fonction du type de microscope a fluorescence g du protocole
utilisé >

11. Siles contrbles positif et négatif de la lame ulgsgat ne sont pas
visibles au microscope a fluorescence, il est [irlebaent nécessaire de
remplacer ou de réaligner la source de lumiére epdtroler les filtres
spécifiques.

12. Les lames de cultures de substrat peuvent préselgsr
fluorescences non spécifiques causées par la doatam des anticorps
par des bactéries ou des fungi ou par les solutienmvage/ringage
PBS. Il est trés important que le personnel qucafe la lecture des
résultats de la fluorescence ait de [I'expérience neioroscopie
fluorescente.

13. En général, les titres 1/40 et 1/80 sont considiénésne de faibles
titres, les 1/160 et 1/320 comme des titres mogemhss 1/640 et plus
comme des titres forts. Il est recommandé a chiafpoeatoire d’établir
ses propres gammes de référence.

Pour rechercher la spécificité et la sensibilitatiee du testANA
HEp-2, cent vingt échantillons de sérum ont été comparés
qualitativement et semi-quantitativement avec utreatest ANA
HEp-2 disponible dans le commerce. Tous les takleau
représentent la moyenne des résultats de deux utecte
indépendants.

La sensibilité et la spécificité relative sont mbges dans le
Tableau 1. Le seul échantillon dans lequel lesftate n’ont pas
donné les mémes résultats était un sérum de réEI€DC ayant
des niveaux élevés d'anticorps SS-A.

TABLEAU 1 — TesT DECOMPARAISON RELATIVE

ANA HEp-2 Sensibilité | Specificité
Positif Negatif | Relative Relative
AUTRES | _Positif 71 0 R R
COFFRETS | Negatif 1 48 100% 100%
Légende : H = aspect homogene, S = aspect mouctBeté,

anticorps anti-centromere, N = aspect nucléolaif®, = cRNP
antibody (aspect cytoplasmique). Le TABLEAU 2 représ les
titres et les aspects obtenus avec les 72 écluastitiu tableau 1.

TABLEAU 2 —TEST DESENSIBILITE RELATIVE

Echant # BMD Autre | Echant# BMD Autre | Echant# BMD Autre
1 80 H 80 H 25 408 408 49 320 S 160 S
2 40H 40H 26 80S 80S 50 640 S 640 S
3 80 H 40H 27 80S 408 51 640 S 160 S
4 40H 40H 28 40S 40S 52 160 S 40S
5 160 H 80 H 29 408 408 53 2560 S 320 S
6 320 H 160 H 30 80S 408 54 1280 S 640 S
7 1280H 640 H 31 2560 S 2560 S 55 640 S 640 S
8 5120 H 2560 H 32 10240S 5120S 56 2560 S 2560 S
9 5120 H 5120 H 33 2560 S 40S 57 160 S <40
10 640 H 320 H 34 640 S 640 S 58 640 S 320 S
11 10240 H 10240 H 35 2560S 640S 59 80S 408
12 2560 H 1280 H 36 320S 320S 60 40S 40S
13 640 H 320 H 37 1280 S 1280 S 61 640 S 320 S
14 1280H 640 H 38 10240S 5120S 62 640 C 640 C
15 640 H 320 H 39 5120 S 408 63 10240 C 5120 C
16 640 H 320 H 40 5120S 640S 64 320C 320C
17 1280H 1280 H 41 10240S 5120S 65 640 C 320C
18 1280H 640 H 42 640S 1280 S 66 1280 N 1280 N
19 640 H 320 H 43 10240S 5120S 67 640 N 320N
20 80 H 40H 44 160 S 160 S 68 320N 160 N
21 1280H 640H 45 10240 S 10240 S 69 160 N 160 N
22 80S 80S 46 5120S 5120 S 70 80N 80N
23 40S 40S 47 160 S 160 S 71 320cR 640cR
24 320 S 320 S 48 160 S 80 S 72 640S/160H 160 H
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Tous les échantillons sauf neuf ont été trouvésoomes pour une
dilution en double. Les neuf échantillons de sédisnordants ont été
caractérisés par des tests additionnels comme suit
les échantillons 33, 39, 57 (Serum de Réfer€€) et 72 ont été
caractérisés comme ayant des anticorps dirigésedestSS-A.
. I'échantillon 35 a été caractérisé comme ayesiaticorps dirigés contre
le Scl-70.
. Iéchantillon 40 a été caractérisé comme ayastaiticorps dirigés a la
fois contre les SS-A et les SS-B.
I'échantillon 53 (CDC Sérum de référence) acatactérisé comme ayant
des anticorps contre SS-B.
les échantillons 51 et 52 n'ont pas pu étrectaisés par des tests
supplémentaires

La précision interlot du tesANA HEp-2 (£14), resumée dans le
tableau 3, a été évaluée en testant 11 échantillossrums (2 négatifs
et 9 positifs avec des titres différents), surstrjoiurs successifs en
utilisant trois lots différents. Il n'y a pas eu diférence de titre
supérieure a (+/-) 2 entre tous ceux testés, esta dans les limites de
confiance de cette méthodolodfe.

La précision intralot du tesANA HEp-2 (&4, resumée dans le
tableau 4, a été évaluée en testant 3 fois darséureneuf échantillons
différents contenant des anticorps antinucléaitesnedutilisant trois
lames différentes provenant d'un méme lot. La endbn'y a pas eu de
différence de titre supérieur a (+/52.

TABLEAU 3 —PRECISIONINTERLOT

Echant n° Lot1 Lot 2 Lot 3
1 160 N 160 N 160 N
2 160 S 160 S 80 S
3 320 S 640 S 320 S
4 2560 S 2560 S 1280 S
5 640 H 1280 H 1280 H
6 <40 <40 <40
7 320 C 640 C 640 C
8 40 S 80 S 40 S
9 <40 <40 <40
10 2560 S 5120 S 2560 S
11 2560 S 5120 S 2560 S

TABLEAU 4 — PRECISIONINTRALOT

Echant n° Test #1 Test #2 Test #3
1 1280 N 1280 N 1280 N
2 320 H 320 H 320 H
3 1280 S 1280 S 1280 S
4 1280 C 1280 C 1280 C
5 2560 S 5120 S 5120 S
6 320 S 320 S 320 S
7 320 S 320 S 320 S
8 80 cR 80 cR 80 cR
9 320 S 320 S 320 S
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SCHEMA RECAPITULATIF DU M ODE OPERATOIRE

QUANTITE A DISTRIBUER REACTIFS CONDITIONS D' INCUBATION
1 goutte (~20-30ul) Controle Négatif
DEPOT DESECHANTILLONS 1 goutte (~20-30pl) Controle Positif 30minaT.A .
en chambre humide
1 goutte (~20-30ul) Echantillon dilué
RINCAGE 1 A l'aide d’'une pissette de lavage, rincer DELICATEME avec letampon PBS
L AVAGE 1 Laver les lames dans une cuve de coloration 5 3 6 minutes
4 Changer 2x le tampon PBS
. . . . 30minaT.A
DeEPOT bu CONJUGUE 1 goutte (~20-30pl) Conjugué FITC en chambre humide
RINCAGE 2 A l'aide d’'une pissette de lavage, rincer DELICATEME avec letampon PBS
L AVAGE 2 Laver les lames dans une cuve de coloration 5 3 6 minutes
4 Changer 2x le tampon PBS
LECTURE 2 & 4 gouttes Milieu de montage

T.A : Température Ambiante (+20°C/+25°C)

L EGENDE DES SYMBOLES

+3T

(s% Risque Biologique a2t I Limites de température REF Référence produit
. S Pour le diagnostic in vitro .
[:E] Lire le manuel d'utilisation uniquement LOT Numéro de lot
W Nombre de tests 8 A utiliser avant c ( Communauté Européenne
n Lame avec n puits - Contrble négatif Milieu de montage

CONJ| FITC Conjugué immunofluorescent Comr;;?;n?zlttr'; Qour le DIL SPE Diluant IF

. A reconstituer avec Test en immunofluorescence
BUF Solution de lavage 1L deau distillée ﬁ‘é indirecte
m Contient de I'azide de sodium| | CONT |CQH9HgNaO2S| Contient du thimerosal

BioMédical Diagnostics SA

Siege Social

Actipole 25 Tel :33164621012 E-mail : support@bmd-net.com

4 bld de Beaubourg Fax:33 1646209 66 Internet : www.bmd-net.com
77435 Marne la Vallée Cx2 ’ ’ ’ '
France

Notice technique, ANA HEp-2, HME040, Page 8/16



IVD

Ag. March 2009

biomedical diagnostics

ANA HEp-2

HME 0060  Kit HME 0120 Kit
HME 1006 10 Slides HEp-2 (6 wells) | HME 1012
DEFINITION

The ANA HEp-2 (Anti-Nuclear Antibody) («Q“..d.) testis an indirect
fluorescent antibody assay utilizing HEp-2 tissudture cells as a
substrate for the qualitative and/or semi-quantgatietermination of
antinuclear antibodies in human serum. ANA HEp-2 (i?.lﬁi) testis
intended for use as an aid in the diagnosis ofaicerautoimmune
diseases.

SUMMARY AND EXPLANATION

Antinuclear antibodies (ANA) are a group of auttitaodies
characterized by specificity for numerous antigedéterminants of
cell nuclei. While the role of ANA's in the pathogsis of
autoimmune disease is controversial, they are queegul as disease
markers, primarily for diagnostic screening andoais monitor the
course of connective tissue diseaSes®

Because of the high correlation of positive antiraclantibodies with
SLE a negative ANA essentially rules out this dige&’ Although
antibodies specific to DNA have a high correlatinith SLE, ©
antibodies to a number of other nuclear antigenseapto be of
diagnostic and/or prognostic significance in dissassuch as
Progressive Systemic Sclerodfd) Mixed Connective Tissue Disease,
® Sjogren's Syndromé and Polymyositis*® making ANA testing
useful not only for SLE, but as a general screetmodfor connective
tissue disease8?

English

HME 1600 Kit

1Blides HEp-2 (12 wells) ‘ HME 1016 10 Slides HEp{26 wells)

Among the methodologies available to detect ANA® BIA,
ELISA, Dot Blot and the Indirect Fluorescent Antilyo(IFA)
technique. The antigen for the first three methecals either be a
spectrum of clinically significant, specific autot@ens, a single
mixture of auto-antigens from a cell lysate, oroanbination of the
two. These methods are not as sensitive as IFAcaroithey detect
the variety of autoantibodies. They also do notehthe pattern
recognition quality of the IFA. The IFA test is s#ive, screens for
a wide variety of known and unknown autoantibodied, through
pattern recognition, offers insights into the ptabadentity of the
antigen and associated autoimmune disorder. Ihésdominant
methodology in clinical laboratories at this tinf@ and the
method of choice for ANA screening and semi-quatidib.

The antigen of theANA HEp-2 («Q“..d.) substrate is a human
epithelial cell (HEp-2) line established by Moorg@abachensky
and Toolan.*? HEp-2 cells have been shown to have greater
sensitivity than tissue sections and yield shapadtern recognition.
@3 The presence of mitotic figures aids in differahtpattern
recognition as well as detecting previously unrégggbmuclear
antibodies ***® Antinuclear antibodies can be found in ail major
immunoglobulin classes (I1gG, IgA or IgM), therefoantihuman
gammaglobulin conjugate that detects ail classeedsmmended
for use in routine ANA testing"®

REAGENTS
HME 0060 HME 0120 HME 1600
[sorB | siD | n | Individually foil wrapped slides with HEp-2 tissumulture 10 slides 10 slides 100 slides
Stable in sealed foil pouch at 8° C, or lower, Iuatieled | cells fixed onto each well. X 6 wells x 12 wells X 16 wells
expiration date. .
+ coverslip
Dropper vials containing fluorescein isothiocyanéabeled
[[cona | FiITCc [ 1gG | ) ) . !
= i i . goat antihuman immunoglobulins with 0.001% EvansieB
Stal_ale_ at 2-8° C away from direct light until laut! counterstain, protein stabilizer, less than 0.1%iwn azide 1x3,5mbL 2x3,5mL 4 x20mL
expiration date. and 0.001% thimerosal added.
| CONTROL | + | Vial of ANA positive human control serum (homogengqg 1x0,5mL 1x0,5mL

Stable at 2-8° C until labeled expiration date. pattern) with protein stabilizer and 0.005% thingeiio

When used undiluted, as provided, specific fluceesintensity of 3+ or greater should be seen.ddptly, the positive control can be tittered topmidt. If tittered, the control shoul
be serially diluted in PBS; When the control hasrbtested for the endpoint titer by bmd. Enterptig¢d. An endpoint titer is printed on the pogtivontrol vial. Due to variations within
each laboratory (fluorescent microscope, etc.) é&mbratory should be establish its own mean fiteeach lot of positive control (generally + orikition from stated endpoint).

[ contROL [ - ]

Vial of ANA negative human control serum with priote|

Stable at 2-8°C until labeled expiration date. stabilizer and 0.005% thimerosal. 1x0,5mL 1x0,5mL
The control is intended to be used undiluted asigeal. The staining reaction should exhibit lesmtti+ fluorescence.
| MM i o Vial of Mounting Medium (phosphate buffered glydeob pH 1 x3,5mL 1x3,5mL
Stable at 2-8° C until labeled expiration date. 74+0.2)
| DIL |o SP_E | o ) Bottle containing sample diluent, with less thanl%.
Stable at 2-8° C until the labeled expiration datevided | imerosal, formulated to reduce nonspecific staini 1 x 60mL 1 x 60mL 3 x 250mL
no gross contamination is seen.
Do not use if the solution turns cloudy, or if @gipitate forms.
BUF WASH One-liter packet of dry PBS for the reconstitutafri liter of
RCNS 1L H,0 wash bufffer 2 2

Stable in sealed packet at +25° C, or lower, uakieled
expiration date.
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ASSAY PRINCIPLE

The ANA HEp-2 («Q“..d.) test utilizes the indirect fluorescent

antibody assay method first described by Weller @odns*” and
applied to ANA detection by Friot*® and Holman and Kunkéf®)

The procedure is carried out in two basic reaciieps:

Step 1 - Human serum is reacted with the antigen sulestrat

Antibodies, if present, will bind to the antigenrifiting stable
antigen-antibody complexes. If no antibodies aresg@mt, the
complex will not be formed and serum components lvél washed
away.

Step 2 - Fluorescein labeled antihuman antibody is adiethe
reaction site which binds with the complexes formedtep one.

This results in a positive reaction of bright apgteen fluorescence

when viewed with a properly equipped fluorescenderascope.
If no complexes are formed in step one, the fluceas labeled
antibody will be washed away, exhibiting a negateault.

M ATERIAL REQUIRED BUT NOT PROVIDED

¢ One-liter volumetric flask or one liter graduatsdireder
« Distilled water - CAP Type one or equivalent

¢ One-liter screw capped container

« Disposable test tubes and rack

« Disposable serological pipettes

« Calibrated pipettes to deliver 10 pl and 100 plhwiisposable
pipette tips

« Pasteur pipettes and bulbs

e Moist chambers

« Plastic squeeze wash bottle

¢ Coplin jars or staining dishes with slide racks
e Coverslips, No. 1, 24 x 60 mm

* Permanent black felt tip marking pen

¢ Fluorescence microscope equipped with a mercutyrasten-
halogen light source, a 390-490nm excitation fikked 515-
520nm barrier filter, and optics to give a totalgmiication of
400X. The excitation wavelength of FITC is 490nm ahd
emission wavelength is 520nm.

REAGENTS AVAILABLE INDIVIDUALLY

HME 1006 HEp-2 slides (10 x 6 wells)

HME 1012 HEp-2 slides (10 x 12 wells)

HME 1016 HEp-2 slides (10 x 16 wells)

HME 9920 FITC conjugate (20 mL)

HME DIL250 IFA Diluent (250 mL)

HME MM Mounting medium (3,5 mL)

HME PBS10 Dry PBS packef10x1L)

HME NEG ANA Negative control (0,5mL)

HME HOM Homogeneous positive control (0,5mL)
HME NUC Nucleolar positive control (0,5mL)
HME RNP Speckled/RNP positive control (0,5mL)
HME ACA Centromere positive control (0,5mL)
HME SSA SS-A positive control (0,5mL)

HME SSB SS-B positive control (0,5mL)

HME SCL Scl-70 positive control (0,5mL)

HME 12CS Coverslips 24x60 (1x100 pieces)

HME 16CS Coverslips 24x70 (1x100 pieces)

STABILITY AND STORAGE

* All reagents and substrate slides are stable if dre stored
between +2°C and +8°C in their own packaging.

» Do not use any kits or reagents beyond the statpita¢ion
date.

PREPARATION OF REAGENTS

BUFFER PREPARATION

Place contents of a one-liter PBS packet into alibeevolumetric
flask, add *distilled water to the one-liter mankjx and leave
several hours or overnight to dissolve. Reconstitieffer should
have a pH of 7.4 £ 0.2.

Adjust with 1IN NaOH or 1N HCI if pH value is outsidhe stated
range. Store in a clean screw capped bottle at 86t@ver. Stable
during 1 month if no gross contamination is seem.nbt use if pH
changes, if the solution turns cloudy, or if a jp&ate forms.

*Use deionized water with caution, as pH of thipeyof water may vary
causing the pH of PBS to become unstable upon pgefb storage.

PRECAUTIONS

1. Forin vitro diagnostic use.

2. Do not remove slides from pouch until ready fottites Do
not use if pouch has been punctured, as indicayed Hat
pouch.

3. All reagents should be brought to room temperafu0°C-
+25°C) prior to use.

4. Abnormal test results may be seen if the antigéstsate slides
are allowed to dry during the staining procedure.

5. Refrigeration (+2°C-+8°C) of kit immediately uponiaad will
insure stability until labeled expiration date.

6. Reagents should not be used beyond stated expidsdien

7. Substitution of components other than those pravideay
yield inconsistent results.

8. Do not expose conjugate to strong light duringageror use.

9. Avoid microbial contamination of all reagents inved in the
testing procedure or incorrect results may occur.

10. Deviation from the defined test procedure, sucinesbation
times or temperatures, may give erroneous results.

11. Lipemic, hemolyzed or contaminated sera may yieldreeous
results.

12. Previously frozen specimens after thawing should be
thoroughly mixed prior to testing.

13. Reusable glassware must be washed and thorougtdgdrin
free of detergents.

14. Care should be taken to avoid splashing and geoerati
aerosols.

15. Patient samples, as well as ail materials coming @ontact
with them, should be handled at the Biosafety LeXefs
recommended for any potentially infectious humarurseor
blood specimen in the CDC/NIH manual "Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, 198dition.

Never pipette by mouth. Avoid contact with skin amdcous
membranes.
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16. Sera used to prepare positive and negative cortienls been
tested by an FDA approved method and found to lgathe
(were not repeatedly reactive) for the presencelegatitis B
surface Antigen (HBsAg) and antibodies to Hepati@s
(HepCADb) and HIV 1 & 2. However, because no testhoet
can offer complete assurance of the absence te ihesther
infectious agents, these reagents should be haratlethe
Biosafety Level 2 as recommended for any potentially
infectious human serum or blood specimen in the COIE/N
manual "Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories", 1984 Edition.

17. The preservatives used in conjugates and contrelsoaic if
ingested. Azides may react with copper or lead pinm to
form explosive metal azides. When disposing, fldsdins with
water to minimize buildup of azide and metal compisi

18. IFA diluent («Q“..d.) should be used ONLY as a diluent for
patient specimens. Do NOT prepare serial dilutidos
endpoint titer with the IFA diluent. Do NOT useany of the
wash steps.

TEST PROCEDURE

NOTE: Bring slides and reagents to room temperaftig®°C-
+25° C) before use.

1. SPECIMEN PREPARATION
Screening

Prepare a 1:40 dilution of each patient's seruradging 0.01 ml
(10 pl) of patient's serum to 0.39 ml of IFA Dilaen

NOTE: Remove only the amount of IFA Diluent needegerform each
test run to reduce the possibility of product conitetion.

Semi-quantitation:

The significance of a positive screening result usthobe

confirmed by repeating the test with dilutions loé tserum. Each
laboratory should establish its own titering pratptiowever, the
following fourfold serial titration is suggested:

a. Prepare a 1:40 dilution of each patient's seruradding 0.01
ml (10pl) of patient's serum to 0.39 ml of IFA Deht.

b. Add 0.3 ml PBS to tubes #2, #3, #4 and #5. (Do N3&
IFA Diluent for serial dilution3

c. Using a 100 pl pipette, transfer 0.1 ml (100 pdnirtube #1
to tube #2. Mix. Using a new tip for each dilutioransfer 0.1
ml (100 pl) from the second tube to the third, fréme third
tube to the fourth, and from the fourth tube to fifth,
mixing after each transfer. This will give a fouddtitration
with the following dilutions:

£  Tube #1 =1:40

£ Tube #2=1:160

£ Tube #3 =1:640

£  Tube #4 = 1:2560
+  Tube #5=1:10240

NOTE: The Positive and Negative Controls are intendede used
undiluted. However, if performing a semi-quantitatitest, the Positive
Control should be diluted as suggested above. HeyedO NOT use
IFA Diluent to make the 1:40 or any other dilutwiithe Positive Control

2. SLIDE PREPARATION

Remove as many slides as are required from th@geedtor and
allow to equilibrate to room temperature (+20°C-*2b6for at least
five minutes. Remove slides from sealed foil powssheeing careful
not to touch antigen surface. ldentify each slideing a
permanent black marking pen.

3. SPECIMEN APPLICATION

Using separate Pasteur pipettes, apply one drof3@R0 of each
control, and one drop (20-30ul) of each patientursedilution to
individual wells of the slide. Do not touch theigah surface with
the pipette while dropping. Do not allow drops tix,nas cross
contamination of samples between wells could caerseneous
results.

4. INCUBATION 1

Incubate in a moist chamber at room temperatur@°@2-25°C) for
30 minutes.

NOTE: THE ANTIGEN MUST NOT BE ALLOWED TO DRY
DURING ANY OF THE FOLLOWING STEPS. Nonspecific
binding may occur if the reagent is allowed to dmthe slide.

5 RINSE 1

Remove slides from moist chamber one at a timeriasd GENTLY
with PBS using a squeeze wash bottle. Do not ftoai$BS stream
directly onto the wells. To prevent cross contatmmeatilt slide first
toward wells (1-6 or 1-8) and, running PBS stredongthe midline
of the slide, allow the PBS to run off the top edd¢he slide.
Then tilt the slide toward wells (7-12 or 9-16),darepeat this
procedure, allowing the PBS to run off the bottongeeaf the
slide. For six well slides, tilt slide down and rthe PBS stream
across the slide above the wells, allowing the P@&uh off the
bottom edge of the slide.

6. WASH 1

Place slides in Coplin jars or staining dishesaash in two changes
of PBS for 5 to 6 minutes each wash, agitating lgeattentry and
prior to removal.

7. CONJUGATE APPLICATION

Remove slides from the wash one at a time, shdlexoéss PBS, dry
around outside edges if necessary and return didehts the moist
chamber. Using dropper bottle provided, apply onepdof
conjugate (30-50ul) to each well of each slide, im@lsure each
well is completely covered.

8. INCUBATION 2
Incubate in a moist chamber at room temperatur@°@2-25°C)
for 30 minutes. Protect slides from excessive light

9. RINSE 2

Remove slides from moist chamber and rinse GENTLY WBS
using a squeeze wash bottle. As suggested in stdp Bot focus
PBS stream directly onto the wells.

10. WASH 2

Place slides in Coplin jars or staining dishesaash in two changes
of PBS for 5 to 6 minutes each wash, agitating lgeattentry and
prior to removal.

11. COVERSLIP

Remove slides one at a time from last PBS washkesdf

excess PBS and immediately add two to four dropsadinting
medium across the slide. Tilt slide and rest thgeeaf the coverslip
against the bottom of the slide allowing the moagitmedium to
form a continuous bead between the coverslip aiu.sGently
lower the coverslip from the bottom of the slidethe top, being
careful to avoid air bubbles. Drain excess mountimedium by
holding the edge of the slide against absorbentmpayipe off
back of slide.

12. READ

Examine stained slides as soon as possible usipgoperly
equipped fluorescence microscope. It is recommented

slides be examined on the same day they are staifiehy

delay is anticipated, store slides in the refrigera
(+2°C-+8° C) away from direct light and read thdldwing

day. Do not allow mounting medium to dry betweeitdeland
coverslip. If drying should occur, add additionaloumting

medium or recoverslip slide.
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FLUORESCENT INTENSITY GRADING

Fluorescent intensity may be semi-quantitated blowang the
guidelines established by the Centers for Diseasetr@, Atlanta,

Georgia®

4+ = Maximal fluorescence; brilliant yellow-green.
3+ = Less brilliant yellow-green fluorescence.

2+ = Definite but dull yellow-green fluorescence.
1+ = Very dim subdued fluorescence.

The degree of fluorescent intensity is not cliicaklevant and has
only limited value as an indicator of titer. Diferces in fluorescence
microscope optics, filters and light sources maultein differences of

1 + or more fluorescent intensity when observirg dhme slide using
different microscopes.

QUALITY CONTROL

Specificity control

Both a positive and negative antibody control mwestrziuded with
each run. These controls must be examined priore&ming test
samples and should demonstrate the following result

Negative Control

Using the ANA NEGATIVE CONTROL SERUM4&"Y) as provided
with the ANA HEp-2 («Q“..d.) test, the cells should exhibit less than 1
+ fluorescence and appear reddish-orange due toth@erstain.

Positive Control

Using the ANA POSITIVE CONTROL SERUMENY) as provided
with the ANA HEp-2 («Q“..d.) test, the cells should exhibit a
homogeneous staining pattern with a fluoresceehgity of 3+ to 4+.

Each control must demonstrate the expected readtioarder to
validate the test. If the controls fail to appesrdascribed above, the
test results should not be reported and the testidtbe repeated.

If upon repeat testing the controls still fail twosv the proper reaction,
do not report test results. The specificity of #rgigen substrate can
further be tested by running a panel of variouss$ypnd patterns of
antinuclear antibodies. (These are available segigrérom £nd
enterprises, Ltd.)

Sensitivity control

A titered control included with each run tests d$rdis sensitivity, as
well as, checks technique, conjugate quality anel mhicroscope
optical System. The endpoint titer of each lot diAAPOSITIVE
CONTROL SERUM M) must be determined. There must not be
more than a twofold difference (+/-) in titer fraime stated endpoint.
Each run should include the endpoint dilution, émerfold dilution
above and one fourfold dilution below the endpadiitition. The
more concentrated dilution should be positive arite tless
concentrated negative. If the control does not belss described, the
test results are invalid and the test should beatsul. If the control
fails to show the proper reaction upon repeatrtgstio not report the
test results.

Lnd can provide you ready to use controls (see § Reayailable
individually) which can be tested at the same time.

RESULTS

NEGATIVE

A serum dilution is considered negative for antieac antibodies
if the cells exhibit less than 1 + fluorescence &k a clearly
discernible pattern. Cells will appear reddish-ommye to the
Evans Blue counterstain.
A sample is considered negative for antinucleaibadtes if it
exhibits less than 1 + fluorescence at a seruntidiiwf 1:40 and
all greater dilutions, or if the fluorescence obser is not a
discernible ANA pattern.
Negative samples may exhibit fluorescent stagjrslightly greater than
the Negative Control, but less than 1+.
Some sera may show a low degree of nuclear oop@gmic
fluorescence with no clearly discernible stainingttern. This
phenomenon is generally due to heterophile antémdind should be
reported as negativé?
. Intense non-nuclear staining may be observesbine sera containing
Anti-Mitochondrial, Anti-Smooth Muscle or other oglasmic
antibodies.

POSITIVE

A serum dilution is considered positive for antiteac antibodies if
the fluorescent staining is at an intensity of brigreater with a
clearly discernible pattern of fluorescence. A sknip considered
positive for antinuclear antibodies if it exhibits characteristic
ANA staining pattern with a fluorescent intensitiyls- or greater
at a serum dilution of 1:40 or greater. Multipletianclear
antibodies may be present in a given specimen;noasking the
other.

Serially diluting the specimen will aid in distinghing these
patterns.

Report all titers and patterns seen.

TITRATION

If a semi-quantitative titration is performed, thesult should be
reported as the reciprocal of the last dilutiorwinich 1+ apple-
green fluorescent intensity with a clearly discklmi staining
pattern is detected. When reading fourfold seridutions,

endpoints can be extrapolated where necessary.

EXAMPLE OF ENDPOINT EXTRAPOLATION:
1:40 =3+
1:160 = 2+
1:640 =+/-
1:2560 = Neg

The extrapolated endpoint is reported as 320.

Report all titers and patterns seen, extrapolatiegiter where necessary.

EXAMPLE:
1:40 = 4+ Peripheral and 3+ Homogeneous
1:160 =3+ Homogeneous
1:640 =2+ Homogeneous and 3+ Speckled

1:2560 =1 + Homogeneous and 2+ Speckled
1:10,240 = +/-Speckled

Report: 40 Peripheral, 2560 Homogeneous and 5120kEml.
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INTERPRETATION OF RESULTS

Four major staining patterns which may occur singly in
combinations have been described:

1. Peripheral (shaggy, rim, membranous)

2. Homogeneous (diffuse, solid)

3. Speckled (including ACA)

4. Nucleolar
Other patterns less frequently seen include Spiad® Ribosomal
RNP.

1. PERIPHERAL - smooth staining primarily around the outer

region of the nucleus with weaker staining in teater. Not all cells

within a well may appear peripheral; some may aphemogeneous.
The chromosome region of mitotic cells will exhibibright positive

staining pattern.

Note A very thin distinct line around the nucleus ist m peripheral ANA,

but a nuclear membrane antibody. It differs in ttieg chromosome region
within the mitotic cells is negative.

NUCLEAR ANTIGENS: nDNA or Histones.

DISEASE ASSOCIATION:High titers to nDNA are suggestive of
active SLE. Lower titers are suggestive of SLE tireo connective
tissue disease%?

2. HOMOGENEOUS - diffuse staining of the entire nucleus,
with or without apparent masking of the nucleolbn® specimens
may exhibit moderately large irregular areas ofeamatense staining;
or the pattern may appear granular, especiallhasmtibody reaches
its endpoint. The chromosome region of mitotic c&ill exhibit a
bright positive staining pattern.

NUCLEAR ANTIGENS: nDNA, DNP or Histones.

DISEASE ASSOCIATION:High titers are suggestive of SLE, while
low titers may be found in SLE, and Rheumatoid rit®

a. Antibodies to DNP have the same specificitytrees LE Cell
Factor.

b. Antibodies to Histone alone have a high assoaiawith drug-
induced lupus?

3. SPECKLED - fluorescent aggregates throughout the nucleushwh
can be very fine to very coarse depending on tpe tf antibody
present. More than one type of speckle may be seemy one
specimen. The chromosome region of mitotic celisigally negative.

a. Sm and nRNP antibodies usually present as aegpeckle with
the chromosome region of mitotic cells negative.

b. SS-A/Ro and SS-B/La antibodies present as smaform
speckles in a uniform distribution with the chrome region of
mitotic cells negative.

c. Fine dense speckles with positive staininghaf hucleoli and
chromosome region of mitotic cells may indicate &al-70
antibody.

d. Varying fluorescence of fine to coarse specklieapproximately
30-60% of cells with positive or negative stainioigthe mitotic
cells, may represent a PCNA (Proliferating Cell Nacl&ntigen)
antibody.

NUCLEAR ANTIGENS: Sm, nRNP, SS-A/Ro, SS-B/La, S6I-7
(DNA-Topoisomerase 1) or PCNA (Cyclin).

DISEASE ASSOCIATION:

a. Sm antibodies are highly specific for SLE amgear to be a
"marker" for this diseasé®

b. nRNP along with other types of ANA's have bemmfl in SLE,
Rheumatoid Arthritis (RA), and Progressive Systenite®sis
(Scleroderma). High levels of nRNP antibodies alcare
characteristic of Mixed Connective Tissue Diseas€{). >

c. SS-A/Ro and SS-B/La antibodies are frequently guoesn
patients with Sjogren's Syndrome without associ&Ad Both
may be found less frequently in patients with SES-A/Ro
antibodies are found in a high percentage of isfanith
congenital heart block, neonatal lupus or B&th.

d. Scl-70 antibodies appear to be a "marker" foogRyssive
Systemic Sclerosis (Scleroderm@y,

e. Anti-PCNA has been found in a small percentagpatients
with SLE®®)

4. ANTI-CENTROMERE ANTIBODY (ACA) - discrete
uniform speckles throughout the nucleus, the nundfewhich
corresponds to a multiple of the normal chromosoomaber. The
staining pattern of the mitotic cells will followhat of the
chromosomes, with pairs of dots arranging themselire an
equatorial plane during metaphase and then mowwartls their
respective centrosomes during anaphase.

Note An antibody closely resembling the ACA is the Rkeu
Centromere (or NSp-1) Antibody. This antibody can be
differentiated from the ACA in that the chromosonegion of
mitotic cells does not staiff>

NUCLEAR ANTIGEN: Centromere/kinetochore portion of the
chromosome.

DISEASE ASSOCIATION: This antibody is considered a
"marker" for the CREST variant of Progressive Systeflerosis.
@9 1t is infrequently found in diffuse SclerodermadaRaynaud's
disease®”

5. NUCLEOLAR - fluorescent staining of the nucleoli within
the nucleus, sharply separated from the unstammieoplasm.
The nucleolar fluorescence may be homogeneous kispeor
clumpy. Frequently accompanied by a speckled patter
NUCLEAR ANTIGENS: PM/Scl (PM-1), RNA Polymerase 1 or
Fibrillarin (U3). ®®

DISEASE ASSOCIATION: High titers are highly specific for
Progressive Systemic Sclerosis (PSS), with lowerstifound in
PSS, SLE, Sjogren's Syndrome and Raynaud's di$€s8.

6. ANTI-SPINDLE ANTIBODY - a network of threads
Connecting the centrosomes to each other in thaimiells.

NUCLEAR ANTIGEN: Spindle apparatus in cells undergpin
mitosis.

DISEASE ASSOCIATION.There may be some association with
Carpal Tunnel Syndrom&?

7. CYTOPLASMIC FLUORESCENCE :

a. Ribosomal RNP (rRNP) - diffuse granular fluorescence
throughout the cytoplasm. May be confirmed by pigcthe
specimen on a stomach section, where it will stam chief
cells. Frequently accompanied by a nucleolar patter

NUCLEAR ANTIGEN: Ribosomal or cytoplasmic RNP.

DISEASE ASSOCIATION:This antibody has been found in a
small percentage of cases of SI.

b. Non-ANA Cytoplasmic Fluorescence: The two most commo
autoantibodies are:

1) Anti-Mitochondrial Antibody (AMA) - discrete shées
throughout the cytoplasm in a fibrous network, wiknser
speckling in the perinuclear region. May be conédrby testing
on appropriate tissue substrate.

2) Anti-Smooth Muscle Antibody (ASMA) - fluorescsrdands in
the cytoplasm in a spidery network, with fibrilgending from the
cell membrane. May be confirmed by testing on appate tissue
substrate.
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CORRELATION OF ANA'S
WITH IFA STAINING PATTERNS

Antibody Against: Staining Pattern: Mitotic Cells:
nDNA Peripheral & Homogeneous Positive
Histones Peripheral & Homogeneous Positive
DNP Homogeneous Positive
Sm Coarse Speckle Negative
nRNP Coarse Speckle Negative
SS-A Small Uniform Speckle Negative
SSB Small Uniform Speckle Negative
Sck70 Fine Dense Speckle Positive

& Nucleolar

PCNA Variable Speckle Negative or Positive

ACA Discrete Uniform Speckle | Positive Centromeres

PM/Scl Nucleolar (homogeneous) Negative

RNA Polymerase 1 Nucleolar (speckled) Few Discrete Speckles

Fibrillarin Nucleolar (clumpy) Positive fibers

Spindle Spindle Apparatus

RNP Cytoplasmic Negative
LIMITATIONS OF PROCEDURE

1.  ANA serological test results should be used in wattjon with
information available from the clinical evaluatiamd other diagnostic
information.

2. Two to ten percent of a normal adult populationehentinuclear
antibodies®®?

3. Antinuclear antibodies are known to be age andraiexed. With
increasing age there is an increased incidence Nf'sA therefore, a
positive low titer result may be normal for certaidividuals in the
absence of other clinical signs and symptoms. Aokirar antibodies are
not usually found, however, in normal young indiits.

4. Some positive reactions have been reported irivesabf patients
suffering from a connective tissue disease whoaesglop such a disease
at a later timg™

5. Positive test results from cord blood or neonatesuld be
interpreted with caution. The presence of antirancintibodies in cord
blood is usually the result of passive transfemfiroother to the fetus. A
negative test, however, may be useful in excludipgssible autoimmune
process.

6. Positive ANA results may be seen in a small peagenbf patients
with Infectious and/or Neoplastic diseases, and msdiseases of drug
etiology.?%3¥

7.  SLE patients undergoing steroid therapy or in reimismay have a
negative ANA®Y

8.  Positive test results may not be valid in persohs have received
blood transfusions or various blood products wittiie past several
months.

9. Test results on specimens from immunosuppresseenisatand
pregnant women may be difficult to interpret.

10.  Endpoint reactions may vary between laboratorieg do
differences in type or condition of fluorescencemscope employed or
assay procedure usét)

11.  If both the positive and negative control subsths are not
visible when viewed using the fluorescence micrpscot may be
necessary to replace or realign the light sourek dreck the specific
filters.

12.  Cell culture substrate slides may exhibit nonsjetliforescence
due to contamination of antibodies or PBS rinséwsslutions with
bacteria or fungi. It is very important that pemsel reading the staining
results have experience in fluorescence microscopy.

13. In general titers of 1:40 and 1:80 are considevedtiters, 1:160
and 1:320 are considered medium titers, and 1:64#D greater are
considered high titers. It is recommended that &dmbratory establish its
own reference ranges.

EXPECTED VALUES

The following chart presents the incidence of antlear
antibodies utilizing a HEp-2 cell ANA substrate ipatient
population studies performed at the Duke Univerditedical
Center Division of Rheumatic and Genetic Disease ritbdes
over a two-year period. This represents a studywr 9,000
control sera and over 4,500 abnormal sera.

Clinical Diagnosis % Positif  Diagnostic clinigue % Positif
Controls : Vasculitides 20.0%
20-60 ans 2.0% Childhood SLE 64.0%
70-80 ans 3.5% JRA

SLE 95.0% Systemic 14.0%
RA 40.0% Polyarthicular 6.0%
MCTD 99.0% Pauciarticular

PSS (Diffuse) 85.0% HLA B27 pos. 0.0%
PSS(CREST variant) 93.0% HLA B27 neg. 26.0%
PM/DM 25.0%

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

To investigate the relative specificity and semiiti of the ANA
HEp-2 test one hundred twenty serum specimens were compared
qualitatively and semi-quantitatively with anotheommercially
available indirect fluorescent ANA HEp-2 kit. Alhlbles represent
averaged results from two independent readers.

The relative sensitivity and specificity are sumized in TABLE
1. The one specimen in which the two kits did ngtea was a
CDC Reference Serum having high levels of antibodi€3S-A.

TABLE 1 — SUMMARY OF RELATIVE COMPARISONTESTING

And. Lmd
ANA HEp-2 Relative Relative
Positive | Negative| Sensitivity | Specificity
OTHER | Positive 71 0
- 100% 100%
KIT Negative 1 48 ° ’

In the following tables H = Homogeneous patterrs Speckled
pattern, C = Centromere antibody, N = Nucleolar patteR =
cRNP antibody (cytoplasmic pattern). TABLE 2 représetne
titers and patterns obtained with the 72 positipecsnens in
TABLE 1.

TABLE 2 —SUMMARY OF RELATIVE SENTIVITY TESTING

Spec # BMD Other | Spec# BMD Other | Spec # BMD Other
1 80 H 80 H 25 408 408 49 320 S 160 S
40H 40H 26 80S 80S 50 640 S 640 S
3 80 H 40H 27 80S 408 51 640 S 160 S
4 40H 40H 28 40S 40S 52 160 S 40S
5 160 H 80 H 29 408 408 53 2560 S 320 S
6 320 H 160 H 30 80S 408 54 1280 S 640 S
7 1280H 640 H 31 2560 S 2560 S 55 640 S 640 S
8 5120H 2560 H 32 10240S 5120S 56 2560 S 2560 S
9 5120 H 5120 H 33 2560 S 40S 57 160 S <40
10 640 H 320 H 34 640 S 640 S 58 640 S 320 S
11 10240 H 10240 H 35 2560S 640S 59 80S 408
12 2560 H 1280 H 36 320S 320S 60 40S 40S
13 640 H 320 H 37 1280 S 1280 S 61 640 S 320 S
14 1280H 640 H 38 10240S 5120S 62 640 C 640 C
15 640 H 320 H 39 5120 S 408 63 10240 C 5120 C
16 640 H 320 H 40 5120S 640S 64 320C 320C
17 1280H 1280 H 41 10240S 5120S 65 640 C 320C
18 1280H 640 H 42 640S 1280 S 66 1280 N 1280 N
19 640 H 320 H 43 10240S 5120S 67 640 N 320N
20 80 H 40H 44 160 S 160 S 68 320N 160 N
21 1280H 640 H 45 10240 S 10240 S 69 160 N 160 N
22 80S 80S 46 5120S 5120 S 70 80N 80N
23 40S 40S 47 160 S 160 S 71 320cR 640cR
24 320 S 320 S 48 160 S 80 S 72 640S/160H 160 H
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All but nine of the positive specimens agreed wittd twofold
dilution. The nine serum specimens were charaegrizy additional
testing as follows:
. #'s 33, 39, 57 (CDC Reference Serum) and 72 whezacterized as
having antibodies against SS-A.
. #35 was characterized as having antibodies agaats0.
. #40 was characterized as having antibodies to 88tA and SS-B.
. #53 (CDC Reference Serum) was characterized wimchantibodies
against SS-B.
#'s 51 and 52 were unable to be characterizeatlojtional testing.

Interlot precision of theANA HEp-2 SYSTEM, represented in
TABLE 3, was evaluated by testing eleven serum spes (2
negative and 9 positive over a range of titers)wae successive days
using three different lot numbers. There was noemban a twofold
difference (+/-) in titer between any of the conipan testings, which
is within the confidence limits of this methodolotly

Intralot precision of theANA HEp-2 SYSTEM, represented in
TABLE 4, was evaluated by running nine different eyp of
antinuclear antibodies three times within one ramgi three different
slides from the same lot. Again, there was no nibea a twofold
difference in titer between any of the comparisestings>>

TABLE 3 —SUMMARY OF INTERLOT PRECISION

Spec # Lot 1 Lot 2 Lot 3
1 160 N 160 N 160 N
2 160 S 160 S 80 S
3 320 S 640 S 320 S
4 2560 S 2560 S 1280 S
5 640 H 1280 H 1280 H
6 <40 <40 <40
7 320 C 640 C 640 C
8 40 S 80 S 40 S
9 <40 <40 <40
10 2560 S 5120 S 2560 S
11 2560 S 5120 S 2560 S

TABLE 4 — Summary of Intralot Precision

Spec # Test #1 Test #2 Test #3
1 1280 N 1280 N 1280 N
2 320 H 320 H 320 H
3 1280 S 1280 S 1280 S
4 1280 C 1280 C 1280 C
5 2560 S 5120 S 5120 S
6 320 S 320 S 320 S
7 320 S 320 S 320 S
8 80 cR 80 cR 80 cR
9 320 S 320 S 320 S
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SUMMARY OF METHOD

AMOUNT TO BE
DISTRIBUED

REAGENTS

INCUBATION CONDITIONS

SPECIMEN APPLICATION

1 drop (~20-30ul)
1 drop (~20-30ul)

1 drop (~20-30ul)

Negative control
Positive Control

Diluted sample

30 min at R.T
in a moist chamber

RINSE 1

Using a squeeze wash bottle, rinse GENTLY WBS

WasH 1

Wash slides in Coplin jars full of PBS
d PBS must be change 2 times

5 to 6 minutes

CONJUGATE APPLICATION

1 drop (~20-30ul)

FITC conjugate

30 min at R.T
in a moist chamber

RINSE 2 Using a squeeze wash bottle, rinse GENTLY WBS
Wash slides in Coplin jars full of PBS .
WhsH 2 ¢ PBS must be change 2 times D10 OIS
READ 2 to 4 drops Mounting Medium

R.T: Room Temperature (+20°C/+25°C)

SYMBOLS USED

Biological risks

0T

&
3

Temperature limitation

Catalogue Number

Consult instructions for use

<
o

In Vitro Diagnostic
Medical Device

Batch Code

Number of tests

Use by

EC Declaration of
Conformity

REF
LOT
Negative control

Mounting Medium

il

o

P4

[

3 E
3 <
(@]

Q

3 |-

)L

Positive control DIL SPE

IFA Diluent

SORB n slide with n wells CONTROL
Fluorescent antibody conjugate | CONTROL +
WASH Wash Buffer 1LH0

Reconstitute with
1L distilled water

Immunofluorescent assay

CONT

Contains sodium azide

[ CONT [C9HOHgNao2s]

Contains thimerosal

BioMédical Diagnostics SA

Office
Actipole 25
4 bld de Beaubourg
77435 Marne la Vallée Cx2
France

Tel : 33164621012
Fax :33 164 62 09 66

E-mail : support@bmd-net.com

Internet : www.bmd-net.com
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