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TEST DE DETECTION DES ANTICORPS ANTI-ILOTS (ICAc)

IMM 1123-40

UTILISATION DU TEST

Cellules pancréatiques de singe

PRINCIPE DU TEST

Ce test en Immunofluorescence Indirecte est ufimdr la
détection et la titration semi-quantitative d'antigs anti-
cellules d7lots dans le sérum humain, en vue digrdstic
du diabéte insulino-dépendant de type 1.

RESUME ET EXPLICATION DU TEST

Le diabéte est une maladie chronique et métabolique
complexe influencé par divers facteurs héréditaiets
environnementaux qui résulte de [lincapacité de
I'organisme a maintenir I'utilisation des glucidépjdes et
protéines.

La maladie, caractérisée par un haut niveau de glucose
dans le sang, est causée par une production dfiesul
insuffisante ou une déficience de I'utilisationldesuline.

La plupart des cas de diabétes sont répartis dans d
catégories cliniques : le diabéte insulino-dépehdaie
type 1) et le diabéte non-insulino-dépendant (ge B).

Le pronostic, le traitement et la gestion de laadi sont
différents pour chaque type. Il est décrit queihdte de
type 1 est une maladie auto-immune ciblée surdiisles-

B des filots de Langerhans du pancréas. Les antigénes
comme l'acide glutamique décarboxylase (GAD), ICA-
512 et linsuline sont les cibles antigéniques tiets qui
provoquent une réaction autoimmune. lls ont étéridéc
comme des marqueurs fortement prédictifs, en paigic
s'ils sont présent & des titres éléV&¥ La détection de
ces anticorps anti-cellules d"lots par immunofksrence
indirecte (IF) dans le substrat pancréatique essidérée
comme la technique de référence pour le diagnakiic
diabéte  insulino-dépend&fit”.  Ces  anticorps
cytoplasmiques anti-cellules dlots sont normalatme
utilisés pour la prédiction de diabéte du tyf&#

Les anticorps anti-cellules d'flots sont détectBezcplus

de 90% des patients diabétiques nouvellement
diagnostiqués. L'étude de la famille Bart's Windsor
montre que 100% des parents des patients attemts d
diabéte insulino-dépendant (avec un taux d'antiEorp
>80JDF unité) ont progressé vers un diabéte insulin
dépendant dans les 10 ans.

Le taux d'anticorps anti-cellules d'ilots est pléigvé au
début du diabete de type 1 et diminue ensuite
progressivemeft'® Les anticorps anti-cellules d'flots
ont des spécificités différentes et montrent deypes de
réactivité. Le premier modéle est principalemerstregnt
aux celluless. Les deuxiémes colorent les cellules d'lots
et correspondent au modéle de fluorescence classigsi
anticorps anti-cellules d'flots cytoplamiques.

Les anticorps  anti-llots  sont  détectés  par
immunofluorescence indirecte (IF). Dans cette meho
les sérums des patients sont incubés sur des calgoes
pancréas de singe pour permettre la fixation désaaps
présents au substrat. Tout anticorps non fixé éknané

par lavage. Les anticorps fixés de classe IgG détgctés

par incubation avec des conjugués marqués a la
fluorescéine. Les réactions sont observées sous un
microscope a fluorescence équipé de filtres apgepta
présence d'anticorps anti ilots est traduite pae un
fluorescence vert-pomme du cytoplasme des filots de
Langerhans. Le titre (I'inverse de la dilution lagpélevée
encore positive) est alors déterminé en testantlitigtons
successives du contrdle po&ftit

MATERIEL FOURNI

Lames de pancréas de singe

sore[sLo] 4 |

10 x 4 puits

Contrdle positif d'anticorps anti-flots : séru
humain contenant des anticorps anti-ild
standardisé par rapport au sérum de contj
positif de référence JDF (Juvenile Diabe
Foundation).JDF est indiqué sur I'étiquette

du flacon.
CONTROL

m

ts,

réle
€S1x0,5ml

Prét a 'emploi
Contrdle négatif (contient un conservatey

0 Ao -
<0,1% d’azide de sodium) .

r
1x0,5ml

Prét a l'emploi

Conjugué IgG de chévre anti-humai
marquée a la FITC, spécifique des chal
lourdes(contient un conservateur <0,1% d'azi

de sodium)A protéger de la lumiére.
Prét & I'emploi

ne
nes

ge 1 x5ml

Conjugué B (contient un conservateur <0,1
d’azide de sodium)A protéger de la lumiére.

Prét a l'emploi coNJ[FITCc] B |

o

1x5ml

Diluant échantillon(contient un conservatey

<0,1% d'azide de sodium
° ) (o [ _spe |

Prét a I'emploi

=

1 x 60 mi

Tampon phosphate salin (PBS) - Dissou
chaque flacon pour obtenir un litre.

A reconstituer [ByF [wASH| [RENS]1L H,0]

dre
2 flacons

Milieu de montage(contient un conservatey
<0,1% d’azide de sodiumNe pas congeler

1x5ml

Prét & I'emploi
Contre-colorant Bleu d’Evans
Prét & I'emploi EVAN'S BLUE

1x1ml

Lamelles couvre-lames
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MATERIEL NECESSAIRE NON FOURNI

e Microscope a fluorescence

e Micropipette ou pipette Pasteur

» Pipettes sérologiques

» Bac a coloration (par exemple : Jarre de Coplin)

» Tubes a essai (13 x 75 mm) et portoir de tubesai es
« Eau distillée ou désionisée

» Eprouvette graduée 1L

* Flacon pour solution de lavage

* Papier absorbant

e Chambre d’'incubation

STABILITE ET CONDITIONS DE CONSERVATION

Conserver tous les réactifs entre +2°C a +8°C.
Tous les réactifs sont préts a l'emploi. Laissereng a
température ambiante avant utilisation.

PRECAUTIONS

Tous les composants d’origine humaine ont été tipist
révélés négatifs pour I'antigéne HBs et pour leScarps
anti-VIH 1 et 2, ainsi que HCV et HTLV-l par lessts
recommandés par la FDA. Cependant, du fait qu'atesin
connu ne peut offrir une garantie absolue de IatEse
d'agents infectieux, considérer les réactifs ajjus tous les
échantillons de patients comme potentiellementiigax et
les manipuler avec les précautions d'u$3ge

Certains réactifs contiennent de l'azide de
sodium. Ce composé peut réagir avec les canalisagm
plomb ou en cuivre et former des sels d’azides ligiias
explosifs. Lors de [I'élimination des réactifs, ®@mc
abondamment les canalisations avec de l'eau aBwitd¥
toute accumulation de résidus. L'azide de sodium ues
poison et peut étre toxique en cas d’ingestion. das
d’'ingestion, signaler immédiatement I'incident awedteur
du laboratoire ou a un centre antipoison. Le pat®doit
étre suivi scrupuleusement afin de garantir desiltads
valides. Ne pas substituer les composants du toffae
d'autres réactifs provenant d’autres coffrets. Ms ptiliser
de coffret ayant dépassé la date de péremptioqugdi sur
'emballage.

ECHANTILLONS

Seuls les sérums peuvent étre utilisés dans ceqmiet

Des sérums hémolysés, lipémiques ou contaminésepeuv
interférer sur les performances de ce test et meedbpas
étre utilisés.

Les sérums peuvent étre conservés pendant une reemai
entre +2°C/+8°C. Pour une conservation plus longue,
congeler les sérums a  -20°C. Eviter les
congélations/décongélations successives des sérums.

PROCEDURE DU TEST

A. Dépistage

1. Diluer chaque sérum de patient au 1/5 dans le milua
échantillon fourni (0,1 ml de sérum + 0,4 ml deudiit). Le
dépistage de plus d'une dilution aide a éviter
« phénomenes de zone ». Pour le dépisfdgePAS diluer
les contrbles positif et négatifConserver le sérum pur pour
déterminer le titre des autoanticorps dans le casleo
dépistage sera trouvé positif.

les

2. Laisser revenir a température ambiante les lames
pendant 10 a 15 minutes Ouvrir le sachet et oOter
délicatement les lames sans toucher le substrat.

3. lIdentifier les lames et les placer dans la chambre
d’incubation dont le fond aura été tapissé de papie
absorbant humide.

4. A l'aide d’'une micropipette ou d’'une pipette Pasteu
déposerl goutte (=50 pl) du contrbéle négatif dans le puits
n°l. De la méme facon, déposer 1 goutte du contréle
positif dans le puits n°2. Eviter le remplissageessif des
puits.

5. A laide d’'une micropipette ou d’'une pipette Paste
déposerl goutte du sérum dilué du patiertg0 ul) dans
les autres puits. Eviter le remplissage excessifaits.

6. Placer les lames dans la chambre d'incubation et
incuber pendant8-24 heures a +2°C/+8°C

7. Retirer une lame de la chambre d’incubation. Tknir
lame par I'extrémité de I'étiquette et rincer datement a
l'aide d’une pipette contenant approximativem&@ml de
PBS, ou rincer la lame dans un bécher rempli de. R&S
pas utiliser de bouteille de lavage. Transférer
immédiatement la lame dans un bac a coloratiomer|
pendant 10 minutes. Répéter le processus aveanass|
restantes.

8. Retirer une lame du bac a coloration. Enlever Bexc
de PBS en épongeant le bord de la lame avec dermpapi
absorbant. Placer la lame dans la chambre d'inmrbat
Retourner immédiatement le flacon compte-gouttes du
conjugué 1gG de chévre anti-humaine marquée a la
FITC et presser pour appliqudr goutte (=50 ul) dans
chaque puits. Répéter les étapes 7 et 8 avec massla
restantes.

9. Recouvrir la chambre d’incubation et laisser incube
30 minutesa température ambiante.

10. Recommencer ledtapes 7-8-%n utilisant & I'étape 8
le conjugué B
11. Sortir une lame de la chambre d’incubation. Plonger
lame dans un bécher contenant du PBS pour élirthagr
exces de conjugué. Transférer la lame dans un bac a
coloration et laver pendani0 minutes Répéter le
processus avec les lames restantes.
Eventuellement2 a 3 gouttesde contre-colorant Bleu
d’Evans peuvent étre ajoutées au dernier lavage.

Un mauvais lavage peut
augmentation de la fluorescence de fond.
12. Oter une lame de la cuve a coloration. Eponger le
bord de la lame a l'aide d’'un papier absorbant olever
'excés de PBSlorsque la lame est encore humide
monter la lamelle Mettre3 gouttesde milieu de montage
également réparties sur la lamelle et retourndairtee sur
la lamelle. Appliquer délicatement une pressionlsirord
de la lamelle pour enlever toutes bulles d’air.t&vtout
mouvement de la lamelle. Recommencer le proces®aes a
les lames restantes.

13. Examiner la fluorescence spécifique sous microscope
a fluorescence a un grossissement x200 ou pludabess
doivent étre lues immédiatement. Cependant, lacpogs
d’un inhibiteur d’extinction de fluorescence daasilieu

de montage permet une lecture retardée sans perte
significative d'intensité de fluorescence. . Damsces, les
lames devront étre conservées a 'obscurité a +83T.

amener une
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B. Détermination final : Titration

Un sérum trouvé positif au test de dépistage doit @testé
en suivant lesétapes 5 a 13pour déterminer son titre.
Chaque test doit inclure le contréle négatif noluédiet le
controle positifpur et dilué aul/2, 1/4, 1/8 et 1/16

Préparer une série de dilution de raison 2, desnmsgde
patients en commengant au 1/5. L'inverse de la glasde
dilution qui produit la réaction positive, est igd. Si le titre
du contréle positif est inclus dans les limitesiniés par les
caractéristiques du QC, les quantités d'anticorpasdle
sérum du patient peuvent alors étre converties ®@te u
JDF®). Les unités JDF du contréle positif sont indiquées
I'étiquette du flacon du contrdle positif. Pouraaer I'unité
JDF du sérum inconnu, diviser simplement le timgpdtient
par le titre du contréle positif, puis multiplieapl’unité JDF
du contrdle positif de I'étiquette.

Exemple:

Le titre du contrdle positif est 1/4

Le titre de I'échantillon du patient est 1/10

L'unité en JDF lu sur I'étiquette du contrdle pdsst 160 en unité
JDF.

Calcul :
Concentration _ 10 « 160 400 en unité
en ICAc T4 JDF

C. Préparation de la série de dilution

Pour chaque sérum positif d’anticorps anti-celluiEiots

lors du dépistage, numéroter quatre tubes 1 Zajbeter 0,4
ml de diluant échantillon dans le tube 1 et MRdans les
tubes suivants. Introduire a la pipette @l de sérum non
dilué dans le tube 1 et bien mélanger. TransvagmD du

tube 1 au tube 2 et bien mélanger. Continuer &veser 0,2
ml d’un tube a l'autre aprés avoir mélangé afin déolit les

dilutions prévues comme décrit dans le tableaussitiv

Tubes 1 2 3 4
0,1 ml
Sérum +
 Diluant 0,4 ml 0,2ml 02ml  0,2ml
échantillon
Transfert w w w
0,2ml 0,2ml 0,2 ml
Dilution 1/5 1/10 1/20 1/40
finale

CONTROLE DE QUALITE

Un contréle positif et un contréle négatif doivétte inclus
dans chaque série.

Le contrdle négatif ne doit présenter aucune flscgace des
cellules d"lots.

Le controle positif doit présenter une fluorescentbe
cytoplasme des cellules d’ilots.

Lors de la titration du contréle positif, un titfieal + de la
dilution de raison 2 du titre indiqué doit étre exrtni. Si les
résultats attendus ne sont pas obtenus, recommeéacer
manipulation.

Si de mauvais résultats continuent avec les cadyol

ceux-ci peuvent étre dus a :

e La turbidité. Des contrdles présentent un trouble
(=contamination). Ecarter le contrle et utilisen u
autre controle.

» Des problemes avec le systéme optique du microscope
a fluorescence comme par exemple: un mauvais
alignement, durée de vie de 'ampoule dépassée, etc

» Un assechement des lames pendant la manipulation

e Une mauvaise préparation des séries de dilutions du
controle.

RESULTATS

Les résultats des tests d’anticorps de celluldstd'sont
rendus négatifs (si <5) ou positifs avec le tittelonité
JDF®,

Lire spécifiquement la fluorescence du cytoplasmes d
cellules d'ilots de Langerhans ; d’autres sortesiicorps
peuvent étre observés sur les coupes de pancréaseco
les anticorps antinucléaires (ANA), les anticorps
mitochondriales (AMA), et les anticorps anti-mustitse
(ASMA). Les sérums ne présentaaticune de ces
réactionsou aucune fluorescence seront rendus négatifs.

Tout sérum présentant ufie@orescence nucléairedevra
étre testé avec le test d’Anticorps Antinucléai(adlA)
sur cellules HEp-2 ou le test d’Anticorps Antinwalés
(ANA) sur coupe de foie de souris.
Tout sérum présentant uflaorescence AMA ou ASMA
devra étre testé sur une coupe rein-estomac-foiatde

les réactions des anticorps anti-cellules d'lots,

par leur nature, sont beaucoup plus faibles que risctions
ANA ou d'autres réactions immunofluorescentes auicanps.

Fluorescence spécifique du cytoplasme
de cellules d'llots de Langerhans

LIMITES DE LA PROCEDURE

Dans certains cas, des anticorps de plusieursitéffin
(surtout ANA) peuvent étre détectés. lls peuvenp@&cher

la détection des anticorps anti-cellules d'ilots.

Dans certains cas, la titration du sérum permeidra
visualisation des anticorps anti-cellules d'ilots.

Dans d’'autres cas, si le titre est plus faible gekli des
ANA ou d’autres anticorps, on peut ne pas les déteble

pas utiliser des sérums hémolysés ou lipémiques ou
contaminés.

Ce test s'utilise sur sérum humain seulement.

Notice technique, ICA Test, IMM 1123-40, Page 3/10



VALEURS ATTENDUES 1):44A.
13. Riley W, Maclaren N, Spillar RPet al. Predictivéueaof ICA for IDD

and insulinopenia to iv glucose (Abstract): Dialke3& 1988, (Issue 5
Suppl): 5A.

14. Maclaren NK, Horne G, Spillar RP et al. Islet @aitibodies (ICA) in
U.S. school children (Abstract). Diabétes; 1985(Sdppl 1):84A.

15. Spencer KM, Tarn A, Dean BM et al. Fluctuatingtiglell
autoimmunity in unaffected relatives of patientshwnsulin dependent
diabetes. Lancet; 1984, 1:764- 766.

16. Greenbaum J, Palmer JP, Nagataki S et al. Imprepedificity of
ICA assays in the fourth international immunolodyiabetes serum
exchange workshop. Diabétes; 1992, 41:1570-1574.

17. Bonifacio E, LernmarkA, Dawkins RL et al. Sérumbestge and use of
dilutions have improved précision of measuremeidleff cell antibodies. J
Immunol Methods; 1988, 106:83-88.

18. Kolb H, Dannehl K, Grueneklee D et al. Prospectimalysis of islet
cell antibodies in children with type | (insulinmndent) diabetes; 1988,

Approximativement 50 a 80% des diabéetes primaim¥ s
positifs en anticorps anti-cellules d"llots.

La présence d’anticorps anti-cellules d'ilots chesz parents

non diabétiques de premier degré et chez les supetsaux

non diabétiques est respectivement de 2 a 5% ét2tea

1,7%9),

Environ 11% des parents de premier-degré ayant des
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SCHEMA RECAPITULATIF DU MODE OPERATOIRE

Recherche d’anticorps anti-cellules d'ilots

Opérations a effectuer

Temps d’incubation

Incubation des

= Sortir la lame de son emballage, la placer dankdanbre humide.
= Déposer rapidement dans leurs puits respectifs :

18-24 heures

sérums - 1 goutte £50 ul) de contréle positif et négatif +2°C - +8°C
- 1 goutte d’échantillon dilué (1/5 au dépistage)
Lavage en tampon | Rincer délicatement la lame avec une pissette ipuiserger la dans un 10 minutes
PBS bain de PBS
= Retirer la lame du bain de PBS
Incubation du = Placer la lame dans la chambre humide 30 minutes

conjugué A

= Déposer IMMEDIATEMENT dans chaque puits,
conjugué A

une goutte

Température ambiante

Lavage en tampon

Rincer délicatement la lame avec une pissette ipuiserger la dans u

PBS bain de PBS 10 minutes
= Retirer la lame du bain de PBS
Incubation du = Placer la lame dans la chambre humide 30 minutes

conjugué B

= Déposer IMMEDIATEMENT dans chaque puits,
conjugué B

une goutte

Température ambiante

h

h

Lavage en tampon

Rincer délicatement la lame avec une pissette ipuiserger la lame dan
un bain de PBS. (ajouter éventuellem2rdt 3 gouttes de Bleu Evangour

10 minutes

PBS
contre colorer)
= Sortir la lame, éliminer I'excés de PBS avec duigragbsorbant
Montage = NE PAS LAISSER SECHER LA LAME
= Déposer IMMEDIATEMENTS3 gouttes de milieu de montage
= Recouvrir d’'une lamelle
Lecture = Lecture au microscope a fluorescence au grossiseed@@0 ou plus.

BioMédical Diagnostics SA

Siege Social

Actipole 25
4 bld de Beaubourg

Tel: 33164621012

€

E-mail : support@bmd-net.com

Fax :33 164 62 09 66

77435 Marne la Vallée Cx2
France

Internet : www.bmd-net.com
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ISLET CELL ANTIBODY (ICAb) TEST SYSTEM

IMM 1123-40

INTENDED USE

An indirect immunofluorescence test for the detatti
and semi-quantitation of islet cell antibodies iantan
serum to aid in the diagnosisiokulin dependent diabetes
mellitus(IDDM).

SUMMARY AND EXPLANATION

Diabetes is a chronic and complex metabolic disease
influenced by various hereditary and environmental
factors that result in the inability of the body to
maintain the use of carbohydrates, fats and pretein
The condition, characterized by high blood glucose
levels, is caused by a deficiency in insulin pratitut or

an impairment of insulin utilization. Most cases of
diabetes fall into two clinical categories: insulin
dependent diabetes mellitus (IDDM or Type | diasgte
and non-insulin dependent diabetes mellitus (NIDBM
Type |l diabetes).

Prognosis,
different for each type. It is well accepted thBDIM is
an autoimmune disease targetipigells of the islets of

Langerhans in the pancreas. The autoimmune response

to islet cell antigens elicits antibody responses t
antigens such as glutamic acid decarboxylase (GAD),
ICA-512 and insulin.

They have been found to be highly predictive masker
particularly if present in high titer{®. Detection of
these ICAb's by indirect immunofluorescence (IF) on
pancreas substrate is considered the gold starfdard
diagnosis of IDDM*") These cytoplasmic ICAb's are
gol;rrently used for the prediction of type | diaketé

ICADb's are detected in up to 90% of newly diagnosed
diabetic patients. In the Bart's-Windsor family dyu
100% of the first degree relatives of IDDM patients
with ICAb's >80 JDF units progressed to IDDM within
10 years. The level of ICADb's appears to be highesr

to the onset of Type | diabetes and diminishes
progressive thereafter'?'® |CAb's have several
distinct specificities and show two major patterofs
reactivity “. The first pattern is restricted
predominantly to th@-cells. The second stains all cells
within the islet, and is the classical stainingteat for
cytoplasmic ICAb's.

Sections of monkepancreas

PRINCIPLE OF THE TEST

Islet cell antibodies are detected by indirect
immunofluorescence (IF). In this method, patiestta
are incubated on sections of monkey pancreas twall
binding of antibodies to the tissue substrate. Anffbodies
not bound are removed by rinsing. Bound antibodfethe
IgG class are detected by incubation of these@ectivith
fluorescein-labeled conjugates. Reactions are wbder
under a fluorescence microscope equipped with
appropriate filters. The presence of islet celibanties is
demonstrated by an apple green fluorescence of the
cytoplasm of the islets of Langerhans. The titdre (t
reciprocal of the highest dilution giving a posgtikeaction)

is then determined by testing serial dilutionstaf positive
control @Y,

REAGENTS

treatment and disease management are

Monkey Pancreas Substrate Slides

sore[sL0] 4 |

Islet Cell Antibody Positive Control. Human
serum containing islet cell antibodies,
standardized against the JDF (Juvenile

Diabetes Foundation) positive refererlcel x 0,5 mL
serum. JDF units are stated on thevial

Ready to use
Negative Contro(contains<0.1%Na}

Ready to use CONTROL .

Goat anti-human IgG FITC conjugate, hegvy
chain specific ¢ontains<0.1%Nap. Protect

10 x 4 wells

1x05mL

; 1x5mL
from light. CONU[FITC
Ready to use
Conjugate B dontains<0.1%Nap) — Protect
from light. coNJ| FITe B 1x5mL
Ready to use
Sample Diluentdontains<0.1%Na}
Ready (o use [ow [ spe | P40
Phosphate Buffered Saline (PBS) - Dissojve
each vial to 1 liter. 2 vials
Todiute  [BUF [wASH] [RENS]1L H,0]
Mounting Medium ¢§ontains<0.1%Nah. Do
not freeze. 1x5mL
Ready to use
Evans Blue Counterstain 1x1mL
Ready to use
Coverslips 12
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MATERIAL REQUIRED BUT NOR PROVIDED

* Fluorescence microscope

e Micropipette or Pasteur pipette

e Serological pipettes

e Staining dish (e.g. Coplin jar)

e Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tuble ra
 Distilled or deionised water

* 1 liter container

e Wash bottle

* Absorbent paper towels

¢ Incubation chamber

STORAGE AND PREPARATION

Store all reagents at +2°C/+8°C.

Reagents are ready for use after equilibration domr
temperature.

PRECAUTIONS

All human derived components used have been tdsted
HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and HTLV-I and found negati
by FDA required tests. All human serum specimensg an
human derived products should be treated as paitgnti
hazardous, regardless of their origin. Follow gtatmbratory
practices in storing, dispensing, and disposingttafse
material§?.

- Sodium azide (Nad)l may react with lead and
copper plumbing to form highly explosive metal asdUpon
disposal of liquids, flush with large volumes of terato
prevent azide build up. Sodium azide may be toXic i
ingested. If ingested, report incident immediately
laboratory director or poison control center. lastions
should be followed exactly as they appear in théeit to
ensure valid results. Do not interchange kit conems
with those from sources other than the same caialog
number from BMD. Do not use beyond expiration date.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Only serum specimens should be used for this proeed
Grossly hemolyzed, lipemic or microbially contantath
specimens may interfere with the performance of thst
and should not be used. Store specimens at +2°C/feg°
no longer than one week. For longer storage, sshould
be frozen at -20°C. Avoid repeated freezing anevihg of
samples.

PROCEDURE

A. Screening:

Step 1 Dilute each patient serut5 with the Buffered
Diluent provided (0.1ml serum + 0.4ml diluent). &mming

at more than one dilution helps to avoid a "prozone
phenomenon." For screeninddO NOT dilute the
Positive or Negative Controls.Save the undiluted sera to
determine antibody titers if screening tests areébto be
positive.

Step 2 Allow pouches containing substrate slides to
equilibrate to room temperature fd0-15 minutes.
Carefully remove the slides from their pouch withou
touching the substrate.

Step 3 Label the slides and place them in an
incubation chamber lined with paper towels moistene
with water to prevent drying.

Step 4 Using a micropipette or Pasteur pipette, apply
1 drop (approximately 50ul) of the Negative Control
to well #1. Similarly apply 1 drop of Positive Coat

to well #2. Avoid overfilling the wells.

Step 5 Using a micropipette or Pasteur pipette, apply
1 drop of patient's diluted serum (approximately 50pul)
to the other wells. Avoid overfilling the wells.

Step 6 Place the lid on the incubation chamber and
incubate slided8-24 hours at +2°C/+8° C.

Step 7 Remove a slide from the incubation chamber.
Hold slide at tab end and rinse gently with
approximatelylOml of PBS using a pipette, or rinse
slide in a beaker filled with PBS. Do not use wash
bottle. Transfer slide immediately into Coplin jand
wash 10 minutes. Repeat process with ail remaining
slides.

Step 8 Remove slide(s) from Coplin jar. Blot the
edge of the slide on a paper towel to remove excess
PBS. Place the slide in the incubation chamber.
Immediately invert thegoat anti-human IgG FITC
conjugate dropper vial and gently squeeze to apfly
drop (approximately 50ul) to each well. Repeat
process with all remaining slides.

Step 9 Replace the lid on the incubation chamber.
Incubate30 minutesat room temperature.

Step 10 RepeatSteps 7 through 9except inStep 8
useConjugate B.

Step 11 Remove a slide from incubator. Hold the
slide at the tab end and dip the slide in a beaker
containing PBS to remove excess conjugate. Place
slide(s) in a staining dish filled with PBS fak0
minutes. Repeat process with ail remaining slides. If
desired,2-3 drops of Evans blue counterstain may be
added to the final wash.
Improper washing may
background fluorescence.
Step 12 Remove a slide from the staining dish. Blot
the edge of the slide on a paper towel to remowesx
PBS. While slide is still wet mount the coverslip.
Place3 drops of the Mounting Medium evenly spaced
on a coverslip and invert the slide onto the coljrs
To remove any air bubbles gently apply pressura@lo
the edge of the coverslip. Avoid any movement &f th
coverslip. Repeat process with all remaining slides

Step 13 Examine for specific fluorescence under a
fluorescence microscope at a magnification of 260x
greater. Slides may be read as soon as prepared.
However, because of the presence of an antifading
agent in the mounting medium, no significant logs o
staining intensity occurs if reading is delayedid&s
should be stored in the dark at +2°C/+8°C.

lead to increased
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B: End Point Determination (Titration)

Serum found positive in the screening test mayusthér
tested to determine the titer by followisgeps 5 through
13. Each test run should include the undiluted Negative
Control andundiluted, 1:2, 1:4, 1:8 and 1:1&ilutions of
the Positive Control. Serial two-fold dilutions dhe
patients serum should be made as well startingsatThe
reciprocal of the highest dilution producing a pigsi
reaction is the titer. If the Positive Control tits within
the limits defined by the enclosed QC specificatjotine
levels of the antibody in patient serum can themeperted
in JDF units (16). The JDF unit value of the PusitControl
is printed on the vial label. To calculate the Jit value
of the unknown serum, simply divide the titer ofeth
unknown by the titer of the Positive Control andltiply
this by the JDF units on the Positive Control label

Example:

Positive Control titer is 1:4.

Unknown Sample titer 1:10.

Positive Control label reads 160 JDF units.

Calcul :

i 10
Concentration  _ X 160 = 400 JDF units
of ICAb 4

C. Preparation of Serial Dilutions

For each serum positive for islet cell antibodigzomnu
screening, number four tubes 1 to 4 and adanlOdf
Buffered Diluent to tube 1 and @ to subsequent tubes.
Pipette O0.inl of undiluted serum to tube 1 and mix
thoroughly. Transfer Or@l from tube 1 to tube 2 and mix
thoroughly. Continue transferring @2 from one tube to
the next after mixing to yield the expected dilnfoas
depicted in the following table:

Tubes 1 2 3 4
0.1 mL
Sérum +
Buffered diluent 0,4 mL 0,2 mL 0,2 mL 0,2 mi

Transfer w w U

0,2 mL 0,2 mL 0,2 mL

Final dilution 1/5 1/10 1/20 1/40
QUALITY CONTROL

Both a positive and negative control serum shoudd b
included with each test run.

The negative control should show no significant
fluorescence of the islet cells.

The positive control should stain the cytoplasnthef islet
cells.

Upon titration of the positive control, an endpditér of +
doubling dilution from the indicated titer should bbtained.

If expected results are not obtained, the run shdd
repeated. If inadequate results continue to ocdth the
controls, these may be due to:

» Turbidity. Discard and use another control.

* Problems with the optical System of the fluoreseenc
microscope. These may include: improper alignment,
use of the bulb beyond the expected performanee lif
etc.

» Allowing the slide to dry during the procedure.

» Improper preparation of serial dilutions of control

RESULTS

The results of the tests for islet cell antibodsésuld be
reported as negative (<5) or positive with titerdBF units

(8).

Read for specific staining of the cytoplasm of tblet of
Langerhans. Various other tissue antibodies such as
antinuclear antibodies (ANA), mitochondrial antiles

and smooth muscle antibodies may also be obserwed o
pancreas sections. Sera giviegy of these reactions
should be reported as negative for antibodiedabéslls.

Any sera givingnuclear staining reactionsmay be tested
with the Antinuclear Antibody (ANA) Test (HEp-2 @&l or
the Antinuclear Antibody (ANA) Test (Mouse Liver
Sections).

Any sera givingsmooth muscle or mitochondrial staining
reactions may be tested with the Autoantibody Test System
(Mouse Kidney/ Stomach Sections).

Anti-Islet Cell Antibody reactions are, by their ne,
much weaker than reactions for ANA or most other
immunofluorescence autoantibody reactions.

Note specific staining of the cytoplasm
of the islet of Langerhans.

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Occasionally sera may exhibit strong staining fofAAor
other autoantibodies. These may interfere withahitity

to detect islet cell antibodies. In such casemtiitg the
serum may permit the visualization of the isletl cel
antibodies. In other cases their titer may be lotwan the
ANA or other antibodies and hence may not be detect
The islet cell antibody test should not be perfainum
grossly hemolyzed, microbially contaminated or tipe
samples. This method should be used for testingalnum
serum samples only.
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EXPECTED VALUES

Approximately 50-80% of new-onset diabetics aretp@s
for islet cell antibodies. The prevalence of isletll
antibodies in non-diabetic first-degree relativad a non-
diabetic normal subjects has been reported to bé&o2-
and 0.25-1.7%, respectively (5,16). Approximateld
of islet cell antibody positive first-degree relats
develop diabetes each year. Intervals of as lor§) yesars
between detection of islet cell antibodies anddhset of
diabetes have been reported.
Incidence of Anti-Islet Cell Antibodies

g Age No.Patients %
DISEEED (Sl (yegrs) examined Positive
Type | Diabetes (IDDM))
At onset <1-10 19 63
11-20 25 60
21-40 8 25
Long standing <1-10 22 41
11-20 71 39
21-40 26 24
41-70 13 0
71-80 3 33
Type Il Diabetes (IDDM)
At onset <1-40 0 =
41-80 39 3
Long standing <1-10 0 =
11-20 5 20
21-80 75 1
Non diabetic fist-degree relatives
<1-30 61 0
31-50 119 2
51-80 19 0
Non-diabetic controls
>18 200 0
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SYMBOLS USED

7 Biological risks

&D

Consult instructions for use

Number of tests

<4

REF Catalogue Number
Batch Code
Use by

&
=]

| 2

Temperature limitation

&
3

<
o

In Vitro Diagnostic Medical Device

EC Declaration of Conformity

n
m

SN

Immunofluorescent assay

Slide of 4 wells

Fluorescent antibody conjugates

Positive control

Negative control

Mounting Medium

Wash Buffer

Reconstitute with 1L distilled water

Contains sodium azide
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SUMMARY OF METHOD

Detection of islet cell antibodies

Handling Procedure Incu_bat|on
Time
L] Remove the slide from his pouch and place it imanbation
chamber. 18-24 hours
Sera Incubation | = Apply quickly in the respective wells : 2.8°C
- 1 drop £50 pl) of positive and negative control
- 1 drop of patient’s diluted serum (1/5 in scregni
Wash with PBS R!nse gently with a washing bottle of PBS themsdfar into Coplin jar 10 minutes
with PBS.
= Remove the slide from Coplin jar
Incubation of = Place the slide in the incubation chamber 30 minutes
conjugate A = IMMEDIATELY apply in each well one drop of at room temperature
conjugate A
Wash with PBS R!nse gently with a washing bottle of PBS themsfar into Coplin jar 10 minutes
with PBS.
= Remove the slide from Coplin jar
Incubation of = Place the slide in the incubation chamber 30 minutes
conjugate B = IMMEDIATELY apply in each well one drop of at room temperature
conjugate B
. Rinse gently with a washing bottle of PBS themsgfar into Coplin jar .
Wash with PBS with PBS (if desired, ad#&-3 drops of Evans Bluecounterstain) 10 minutes
= Remove the slide, blot the edge of the slide oameptowel to remove
excess PBS.
Montage = DO NOT ALLOW THE SLIDE DRYING
= |IMMEDIATELY apply 3 drops of the mounting medium
= Place the coverslip
. = Reading under a fluorescence microscope at a niegdin of 200x or
Reading greater
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