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FIM DE UTILIZACAO

AESKUSLIDES ANA-HEp-2 é um teste de imunofluorescéncia indirecto para a determinagao
de auto-anticorpos nucleares e/ou citoplasmaticos em soro humano.

O teste serve para o diagnodstico diferencial de doencas reumaticas sistémicas como o lupus
eritematoso sistémico (LES), colagenoses mistas (doencas mistas do tecido conjuntivo,
DMTC), esclerodermia, sindrome de Sjogren, polimiosite e dermatomiosite.

APLICACAO CLINICA

Anticorpos antinucleares (ANA) sdo dirigidos contra um grande numero de antigenos
nucleares e citoplasmaticos e ocorrem com frequéncia em doencgas reumaticas sistémicas. A
sua detrminacdo é por isso um meio auxiliar importante para o diagndstico diferencial. Por
exemplo anticorpos SS-A (Ro)- e SS-B (La) estdo associados com LES e o sindrome de
Sjoégren (SS), anticorpos anti-dsDNA e anti-Sm, anticorpos contra histonas e contra
nucleossomas com o LES (lupus eritematoso sistémico). Anticorpos anti-RNP estdo associados
com colagenoses mistas e LES, anticorpos anti-Scl-70 com esclerodermia, anticorpos com
esclerodermia (esclerose sistémica progressiva, PSS), anticorpos anti-Jo-1 com polimiosite e
dermatomiosite e anticorpos contra proteinas de centrémero com o sindrome de CREST. Para
obter instrugdes pormenorizadas, consulte a Secgdo 4 abaixo.

O método preferido para deteccdo de ANA era até entdo o teste indirecto de
imunofluorescéncia (IFT) em células eucaridticas como Hela e Hep2. O IFT é realmente um
método sensitivo, contudo testar uma grande quantidade de soros torna-se trabalhoso. Além
disso o sistema de teste pode estar sujeito a certos erros, devido a interpretacdo dos
resultados do teste pelo pessoal de laboratério e as diferencas dos microscépios de
fluorescéncia. A especificidade dos ANA particulares pode ser determinada mediante testes
com ELISAs especificos que utilizam os antigenos especificos correspondentes. Isto permite
uma diferenciagdo simples e mais fiavel dos ANA segundo a sua especificidade.

Antigeno: Células HEp-2
Reacgdes cruzadas: nao sao conhecidas
O teste baseia-se no principio da imunofluorescéncia indirecta:

Laminas estdo revestidas com seccbes de tecido ou células (HEp2 para determinacdao de ANA,
granulécitos para determinagao de ANCA ou Crithidia luciliae para determinacao de anticorpos
de anti-nDNA). Se um soro de doente conter anticorpos contra componentes dos tecidos ou
das células, estes ligam-se numa primeira etapa de incubacdo ao substrato correspondente na
l&mina. Partes do soro ndo ligadas sdo eliminadas numa etapa de lavagem. Os anticorpos
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ligados do doente sdo comprovados numa segunda etapa por imunoglobulinas antihumanas
marcadas por fluoresceina, que se ligam aos anticorpos do doente, tornando-os visiveis pelo
seu corante fluorescente. Disto resulta uma fluorescéncia especifica verde dos complexos
antigeno-anticorpos, que se tornam visiveis sob um microscépio de imunofluorescéncia.

PRINCIPIO DO TESTE

Consulte o Procedimento do Teste indicado no Manual Comum, Seccao 12, para obter
instrucdes pormenorizadas. Utilizar-se-ao os pormenores seguintes nos kits de ANA HEp-2:

e Contador de tempo de coloragao: 30 a 90 segundos
e Titulo de despistagem recomendado:
o 1:80 para amostras de adultos

o 1:40 para amostras pediatricas.

AVALIACAO

Células HEp2 sdo células epitélicas humanas que sdo cultivadas a partir do tecido do
carcinoma de laringe de um doente. O substrato oferece um crescimento de células
homogéneo sem ligagdes celulares. Para avaliacdo de amostras sdao muito importantes células
em estado de mitose, porque dessa forma podem ser determinados padrdes nucleares com
uma maior precisao.

O respectivo titulo final é aquela diluicdo de um soro de doente em que este apresenta ainda
uma fluorescéncia positiva.

A avaliacdo devera ser sempre efectuada com um controlo positivo e um controlo negativo.
Fluorescéncias fracas dos nucleos celulares a titulos de 1:40 (criancas) e 1:80 (adultos) ou
falta de clareza em relagdo aos resultados clinicos devem ser controladas com base nos
controlos.

Num tal caso as amostras dos doentes deverdao ser recolhidas aprox. cada 6 semanas e ser
medidas por meio de um procedimento igual.!

Padrdao da membrana do nicleo da célula

Ligeira coloragdo da membrana nuclear

Ligeira fluorescéncia homogéncia ligeira semelhante a um anel da membrana do nucleo celular
em células de interfase. Algumas amostras com anticorpos fortes ddo a impressdao de uma
coloracdo de todo o nucleo celular. Um padrdao semelhante pode ser observado em células na
telofase. Contudo esta fluorescéncia apresenta-se difusa no citoplasma em células de
metafase e o material cromosomal permanece sem coloragao.

Padrdo interrompido da membrana do nucleo celular

Uma fluorescéncia discontinua interrompida ao longo da membrana do nucleo celular. Ao focar
através do nucleo celular pode ser observada a coloragdo interrompida na superficie do nucleo
celular completo.

Um padrdao semelhante apresenta-se na teléfase. Em células em metafase a fluorescéncia esta
distribuida difusamente sobre o citoplasma. Algumas amostras com anticorpos fortes dédo a
impressao de uma coloracgao de todo o nucleo celular.

1 Wiik A. Scand J Rheumatol 2005; 34:260-8.
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Padroes do plasma do nicleo celular (padroes nucleoplasmaticos)

Padrdo homogéneo do nucleo celular

Uma fluorescéncia uniforme difusa sobre todo o nucleoplasma, que por vezes pode estar
destacada na periferia do nucleo da célula, pode ser relacionada com diferentes anticorpos,
que se dirigem na sua maioria contra componentes dos cromossomas (DNA, histonas, etc.).
Nalguns casos apresenta-se uma coloragdo mais intensa da area interior do nucleo celular
(borda nuclear).

Algumas amostras podem apresentar adicionalmente uma coloracdo periférica dos nucledlos.
A coloracdao dos nucledlos é variavel. Na metafase pode ser observada uma coloragdo
homogénea ou uma coloracdo da cromatina.

Podem ser facilmente distinguidos os seguintes padrdes diferentes:
- Homogéneo nuclear com coloracdo homogénea dos nucledlos

Coloragdo salpicada do nucleo celular

Encontram-se uma série de padrdes salpicados do nucleo celular que sado dificeis de distinguir.
Com o devido cuidado podem ser diferenciados sete padrdes. Cromossomas da metafase
permanecem negativos em seis destes padrdes e apresentam uma coloragdo positiva no
chamado padrao de centromero.

Padrao nuclear de grandes salpicos (matriz nuclear) (SC35)

Salpicaduras de tamanhos diferentes espalhados pelo nucleoplasma, anteriormente designado
por coloracdo da matriz nuclear. Ocorre provavelmente devido a coloragdo dos granulos
intercromatina. Os nucledlos permanecem negativos. O citoplasma da metafase e da teléfase
apresenta salpicos dispostos de forma difusa com cromatina negativa.

Padrao nuclear de salpicos grossos

PadrBes salpicados de tamanhos diferentes distribuidos de forma compacta, normalmente
acompanhados de grandes salpicaduras espalhadas sobre o nucleoplasma de células em
intérfase. Os nucledlos permanecem negativos. O citoplasma das células da metafase e
teléfase apresenta um padrdo salpicado mais denso em torno da cromatina, a propria
cromatina mantém-se negativa.

Este padrdo esta em geral associado a uma coloracdo dos spliceossomas.

Padrdo salpicado fino do nucleo celular

Uma coloracdo finamente salpicada em distribuicdo uniforme, por vezes muito espessa, de
forma a que o padrdo pareca aproximadamente homogéneo. Os nucledlos podem ser positivos
(nomeadamente com anticorpos anti-SS-B/La), ou entdo também manter-se negativos. O
citoplasma de células em metafase apresenta um padrdo salpicado fino, com um aglomerado
em torno da cromatina que se mantém negativa. Os nucledlos das células na teléfase podem
ser positivos, por vezes tém aqui uma coloracdo mais intensa que nas células em intérfase.

Padrao granulado semelhante a Scl 70

Um padrdo salpicado granulado fino e uniforme do nucleoplasma e das areas cromossomais
em células na metafase e teléfase, frequentemente com nucledlos positivos destacados. A
coloragdo pode aparecer homogénea em ampliagdes pequenas. Este padrdo ndo € unicamente
observado em soros positivos anti-Scl 70.

Nucleos celulares com padrao salpicado pleomorfo

Os nucleos de células, que se encontram em proliferacdo (fase S), apresentam um grande
nimero de diferentes padroes salpicados do nucleoplasma, de fino até muito grosso, salpicos
irregulares (consoante a preparacdo da célula isso pode afectar 10-50% das células). Em
algumas células os nucledlos também estdo corados. Células em fase de repouso (fase G) e
em metafase permanecem negativas. Este padrdo também é designado de padrdo anti-PCNA
(anti-proliferating cell nuclear antigen) e surge normalmente em associacao com outros
padroes.
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Padrao centromero

Salpicos separados bastante uniformes que se encontram espalhados por todo o nucleo celular
( 40-60 salpicos por nucleo celular). Células em teléfase e metafase apresentam sempre estes
salpicos no material de cromossomas condensado. Este padrao é causado por anticorpos
contra os cinetécoros dos cromossomas. Os anticorpos podem estar dirigidos contra varias
proteias de centromero (CENP-A, B, C, D, E).

Multiplos pontos nucleares (NSp-1)

5-10 pontos (dots) por nucleo celular. Aqui as subestruturas nucleares encontram-se coradas,
gque sao frequentemente designadas como corpusculos PNL (devido ao seu surgimento
pronunciado em caso de leucemia promielocitica). Cromossomas da metafase e teldéfase
permanecem negativos.

Pontos nucleares enovelados (alguns pontos nucleares)

2-6 Pontos por nldcleo celular que sdo localizados no nucleoplasma. Encontram-se
frequentemente em proximidade estreita dos nucledlos. Sem coloragdo da cromatina da
metafase ou da telofase.

Padroes nucleolares

Padrdo nucleolar homogéneo

Fluorescéncia de todo o nucledlo sem coloracdao dos cromossomas ou da regido organizadora
do nucléolo (NOR) em células em divisdo.

Padrdao nucleolar tipo amontoado
Granulos maiores claros apinhados, que fazem parte dos centros fibrilares dos nucledlos. Em

células mitdticas a placa metafasica e a placa telofdsica parecem ter uma fluorescéncia
irregular tipo leque.

Padrao nucleolar interrompido

Grdos pequenos separados que se encontram principalmente nos centros dos nucledlos. Em
células de metafase podem ser encontrados 2 a 5 salpicos discretos dentro do corpo de
cromatina.

Padroes do fuso mitotico

Padrdo centriolos (centrossoma)

Nos fusos de metafase podem ser observados pontos de fluorescéncia discretos em cada um
dos pdlos de fuso que se encontram verticalmente entre si.

Em células de interfase podem ser observados um ou dois pontos claros no citoplasma, que se
situam perto do nucleo celular.

Padrdo dos pdlos de fuso (NuUMA)

Fluorescéncia em areas de polo de fuso em células de metafase (padrdo em forma de
tridngulo ou de banana). As fibras de fuso sdo negativas com um padrdao mais linear em célula
de teldéfase. Um padrao salpicado fino com nucledlos negativos € observado com maior
frequéncia em células em repouso ou em teléfase, contudo estas também podem ser
negativas.

Padrao das fibras do fuso

Uma coloragdo de todo o aparelho de fibras do fuso, do pdlo as placas de cromatina em
células de metafase. Sem coloragdo de cromossomas nas células em repouso ou em mitose.
Padrdo Midbody (MSA-2)

Em células de préfase e metafase, a fluorescéncia apresenta-se como tiras finas na regidao
cromossomal, posicionadas verticalmente em relacdo a placa de metafase. Na teléfase a
fluorescéncia esta limitada ao sulco de divisdo e a um corpo central estreito de unido
(Midbody) entre as células, que terminam a mitose. Células na fase S e G2 apresentam
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salpicos discretos ou dispares. O padrdao é causado por anticorpos contra o antigeno MSA-2
(Mitotic Spindle Antigen 2).

Padrdo C-F

A caracteristica mais destacada encontra-se em células de metafase, nas quais o padrao é
composto por dois grupos de grandes graozinhos densos, que envolvem a placa de metafase
cromossomal como uma pega, sendo muitas vezes parecido com um fecho de correr. Estes
graos fazem parte dos centrébmeros. O citoplasma circundante tem coloracdo difusa. Nas
células em préfase apresenta-se uma acumulagdo densa interrompida junto aos
cromossomas. Um padrdao salpicado nuclear denso e muito fino pode ser observado em
algumas células de interfase. O padrdo é causado por anticorpos contra o antigeno MSA-3
(Mitotic Spindle Antigen 3), que pode ser idéntico a proteina F do centromero (CENP-F).

Padroes citoplasmaticos

Padrao salpicado fino do citoplasma

Graozinhos finos que estdo distribuidos sobre todo o citoplasma. Surgem frequentemente
mais claros na periferia da célula, assemelhando-se a uma imagem de poeira estelar. Sem
coloracdo dos nucleos celulares ou nucledlos. Este padrao é caracteristico de anticorpos
dirigidos contra sintetases tRNA. Os cromossomas na metafase sdo negativos.

Padrdo citoplasmatico difuso

Uma fluorescéncia muito fina, densa, granular ou homogénea ou um padrdao semelhante a
uma nuvem, que ocupa partes do citoplasma. Sem coloracdo dos nucleos celulares, contudo
os nucledlos podem apresentar coloracdo homogénea, se anticorpos estiverem dirigidos contra
proteinas RNA ribossomais, cujos precursores estejam localizados nos nucledlos. O material
cromossomal em células de metafase é negativo.

Padrdes mitocondriais

Graozinhos maiores irregulares, que se estendem numa rede reticular do nucleo celular até ao
citoplasma. A aglomeracdo de antigenos M2, que é principalmente detectada, é composta por
4 proteinas mitocondriais da membrana mitocondrial interna. Nulcleos celulares e nucledlos
sdo negativos, soros com elevados titulos de anticorpos podem contudo dar a impressao de
um padrao salpicado do nucleo celular.

Padrao lisossomais

Fluorescéncia irregular entre as grandes organelas, distribuida sobre o citoplasma. Isto pode
ser causado por anticorpos contra pequenas organelas como lisossomas ou peroxissomas. O
nucleo celular ndo é corado, mas ha coloracdo difusa do citoplasma de células em divisdo.

Padrao Golgi

Coloracdo das organelas polares perto do nucleo celular, granulos de tamanho irregular. O
nucleo celular e os nucledlos sdao negativos. Coloracdo difusa do citoplasma de células em
divisdo, que se destaca na area do material cromossomal.

Padrao actina

Coloracdo de fibras da tensdo da célula que se situam num plano focal simples directamente
abaixo da membrana plasmatica. Nucelos celulares, nucledlos e cromossomas sao negativos.
Feixes de filamentos de actina perto da membrana plasmatica estendem-se sobre todo o
comprimento da célula. Da mesma forma pode ser observada a expansdo dendritica sobre a
membrana celular.

Padrdao vimentina

Fibras finas em quantidade abundante estendem-se sobre todo o citoplasma e produzem na
coloragdo uma rede radiada. Da mesma forma feixes de fibras agregados podem estar
corados em torno do nucleo celular, aparecendo em espiral. Nucleos celulares e nucledlos sdo
negativos.
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Negativo

Exemplo 1

O citoplasma ou os nucleos celulares apresentam-se quase sem fluorescéncia verde. Alguns
pontos separados, frequentemente irregulares, observaveis no campo de visdo, podem
representar agregados do conjugado. As estruturas celulares podem aparecer acastanhadas
(p.ex. os nucledlos), nomeadamente em caso de preparados antigos ou preparados que
tenham sido guardados junto com reagentes anti-descorantes. Destrocos das células podem
causar também artefactos verde-fluorescentes.

Exemplo 2

Apresenta-se uma fluorescéncia esverdeada muito frouxa dos nucleos celulares e/ou do
citoplasma, cuja intensidade se situa abaixo de uma amostra fracamente positiva. A avaliacao
desta amostra decorre da melhor forma, se no procedimento de teste diario for sempre levada
uma amostra de ANA positiva fraca, uma amostra de ANA negativa e uma amostra de ANA
positiva forte como controlo.

Indeterminavel

Qualquer outro padrdo, que esta relacionado com organitos ou estruturas subcelulares que
ainda ndo estdo integraos na taxonomia de classificacdo.

Anexo

Laboratérios que usem secgoes de tecido em criostato, p.ex. figado ou rim de roedores, para o
diagndstico ANA, ndo conseguem detectar os seguintes padroes de fluorescéncia: nucleos
celulares com salpicado polimorfo, padrdo centrémero, multiplos pontos nucleares, pontos
nucleares enovelados (coiled body pattern), alguns padrdes nucleares e a maioria dos padrdes
citoplasmaticos. Da mesma forma também ndo sdo detectados padrdes do fuso mitético. Os
padrées mitocondriais podem ser reconhecidos na maior parte dos tecidos como padrdao de
salpicos grossos, que anteriormente eram detectados em seccdes de tecido renal de animais.

A ligeira fluorescéncia da membrana nuclear apresenta-se frequentemente com grande
clareza em secgbes de figado de rato. O titulo limite para ANA positivos em células HEp-2
situa-se habitualmente acima de 1:100, ao usar seccdes de tecido situa-se usualmente abaixo
desse valor.

Frequentemente um soro apresenta diferentes padrbes de fluorescéncia, p.ex. pontos
nucleares multiplos junto com um padrdao mitocondrial (ambos sdo caracteristicos da cirrose
biliar primaria) e o padrédo nuclear com salpicado pleomorfo junto com coloragdo homogénea
do nucleo celular, salpicado grosso ou fino (caracteristicos para o lUpus eritematoso
sistémico). Do mesmo modo o padrdo centrdmero surge frequentemente junto com o padrdo
mitocondrial.

Deve ser apontado o facto de que alguns laboratérios e testes usam conjugados FITC, que sao
dirigidos contra todas as classes de imunoglobulina. O glossario aqui presente baseia-se nos
resultados para conjugados especificos de IgG.
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5. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

Testaram-se cento e trinta e oito amostras congeladas em dois lotes de reagentes de outra
empresa e em dois lotes de AESKUSLIDES. As 118 amostras clinicas foram conservadas
durante varios anos e representavam pacientes avaliados para doenca reumatica. Para além
disso, incluiram-se adicionalmente vinte amostras de individuos saudaveis. As amostras de
individuos saudaveis representavam uma populacdo sem sintomas clinicos de doenca
reumatica conhecidos. A comparacao dos dois kits foi demonstrar a comparabilidade entre
sistemas ANA HEp-2 de duas empresas diferentes, incluindo consisténcia de padrao.

a. Tabela 1: Conjunto de Dados Combinados de Intervalos de Dados

Variavel determinante

Positiva | Negativa | Total
AESKUSLIDES Posm\{a 116 0 116
ANA HEp-2 Negativa | 0 22 22
Total 116 22 138
Concordancia % positiva =116/116 = 100 % (95°% CI: 96.8 - 100%)
Concordéncia % negativa = 22/22 = 100 % (95°% CI: 85.1 - 100%)

b. Tabela 2: Variavel Determinante de Comparacao de Padrao de Conjunto de Dados
Combinados vs Aesku

Padrao n Variavel determinante | AESKUSLIDES
Homogéneo 32 32 32

Salpicado 82 82 82

Nucleolar 20 20 20
Centromero 6 6 6

Periférico 3 3 3

Membrana Nuclear 1 1 1

N =1442

As amostras clinicas representaram um espetro completo de doencas autoimunes, incluindo
LES, Esclerodermia, Esclerodermia -CREST, sindrome de Sjogren, DMTC, Sindrome
antifosfolipidicos, Artrite reumatoide, Polimiosite/dermatomiosite, LES induzido por
medicamentos, etc.

5.1 Reprodutibilidade e Precisao

Testaram-se trés LOTES diferentes de AESKUSLIDES com 15 amostras de soro que abrangem
o conjunto de padrées completo. Diluiram-se estas amostras de 1:40 até 1:10240 e analisou-
se cada diluicdo com dois leitores independentes nos trés LOTES. O critério de aceitacdo foi um
desvio de intensidade de fluorescéncia de +/- 1. Cumpriram-se os critérios de aceitagdo para
todas as amostras, diluicdes, LOTES e leitores independentes.

A pedido, podera obter dados mais pormenorizados.

2 A discrepancia entre N=138 da Tabela 1 e N=144 da Tabela 2 tem a sua origem no facto de
algumas amostras ndo terem nenhum padrdao (por ex., amostra n.° 5) e algumas amostras
terem dois padrbes (por ex., amostra n.° 2). A Tabela 2 refere-se apenas ao numero de
padroes.
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6. FICHA DE INTERPRETACAO DE DADOS
ANA-HEp2
Data: Lote:
Lamina n.% Operador:
Poco N.° ID Factor de F.1. Cromossomas Nucleoplasma Nucléolo citoplasma auto-anticorpos observacoes
diluicio (mitose)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12
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7. CONTEUDO DE KITS PADRAO

7.1 KITS PADRAO
(50 x em cada kit) (3x 7,5 ml) (1x 0,5 ml)
Il e e e e i
kit com

Controlo de padrao
(Homogéneo) ANA
Revestimento vermelho: solugao

IgG Revestimento azul: solugédo
ligeiramente colorida a azul.

51.100.Bulks ~NA HEP-2 C51.100.Bulk  Contém: BSA, Fluoresceina PC51.100  incolor.
(12 pogos) (FITC)-anticorpo marcado anti- - -
humano Contém: soro humano (diluido),
3 azido de sodio < 0,1% (conservante)
s51.100 12 g:elulas ANA Hep Controlo de padrao
IgG Revestimento azul: solu¢éo (Homogéneo) ANA
ligeiramente colorida a azul. Revestimento vermelho: solucéo
51.101.Bulk5 AlNzA HEp-2 C51.101.Bulk = Contém: BSA, Fluoresceina PC51.101 @ incolor.
(12 pogos) (FITC)-anticorpo marcado anti- Contém: soro humano (diluido),
humano. (H+L) azido de sé6dio < 0,1%

(conservante), (H+L)

NOTA: O contelido dos restantes componentes dos kits, ou seja, reagentes comuns (Ctrl. Neg., Meio de Montagem, etc.),
esta descrito abaixo na seccdo 8 CONTEUDO DE REAGENTES COMUNS.
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8. CONTEUDO DE REAGENTES COMUNS

a. Reagentes Comuns

Quantidade Reagente Volume Descricao Pronto
a usar

Revestimento verde: solugdo incolor.
Controlo
1x NCIFA 0.5ml Contém: soro humano (diluido), azido

Negativo de sddio < 0,1% (conservante)
Revestimento branco: solugdo colorida a
Evans BI azul
1x * EBIFA 0 ZaO/s ue 1.5ml Contém: PBS, Evans Blue. NAO
2%

Dilua Evans Blue 0,2% na relagdo
1:3000 em 1x WBIFA

Validado para utilizar com HELMED®

3x MMIFA.Bulk Meio de 12ml Revestimento branco: solugdo incolor. SIM
Montagem . -
Contém: PBS, glicerina.
Revestimento branco: solugdo incolor.
Tamp3o de Dilua o tampdo concentrado na relagdo -
3x WBIFA | P 10 100ml 1:10 em &gua destilada (por ex.: 100 NAO
avagem (10 x) ml + 900 ml). Contém: PBS, azido de
sodio (conservante).
Revestimento branco: solugdo incolor.
Tampao de iluica
3x SBIFA P 70ml para :a diluigdo dos sor.os de do,er.1tes SIM
Amostra Contém: BSA, PBS, azido de sddio
(conservante).

As quantidades por kit sdo. (*) devem ser pedidos separadamente.

b. Materiais requeridos mas nao fornecidos
Agua destilada

Tubos de ensaio para diluicdo de amostra
Frasco graduado

Pipeta volumétrica

Temporizador

Microscopio de fluorescéncia com sistema FITC, (filtro de excitacdo de 490 nm, filtro de
barreira de 510 nm)

7. Camara de incubagdo

8. Cubeta

9. Seringas

10. Lamela (24x60 mm)

11. Espremer lavar garrafa

oukwne

Caso as informacgdes sobre o produto, incluindo a rotulagem, contenham erros ou
estejam incorrectas, contacte o fabricante ou o fornecedor do kit de teste.
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ARMAZENAMENTO E VALIDADE

Guarde todos os reagentes a 2°C-8°C/35-46°F, protegidos de luz intensa. O prazo de validade
de cada componente esta indicado no respectivo rétulo. Nao utilize reagentes apds o prazo de
validade.

Todos os reagentes e as laminas devem ser guardados nas suas embalagens originais a 2-
8°C/35-46°F. Depois de preparadas, as solucdes reconstituidas sdao estaveis durante pelo 1
semana a 2-8°C/35-46°F. Os reagentes e as laminas devem ser utilizados apenas
dentro do prazo de validade indicado em cada componente.

AVISOS E MEDIDAS DE PRECAUGAO

Risco para a saude

ESTE PRODUTO DEVE SER EXCLUSIVAMENTE USADO PARA DIAGNOSTICO IN VITRO.
A aplicacdo tem de ser realizada por pessoal que tenha sido especialmente instruido e
formado no uso de métodos de diagndstico in vitro. Embora os reagentes contidos neste
produto ndo sejam considerados particularmente toxicos ou perigosos ao serem usados
conforme as especificacdes, deve ser cumprido o seguinte para assegurar a maxima
seguranga do utente:

Recomendacoes e medidas de precaucga

Este kit contém componentes potencialmente perigosos. Embora estes reagentes do kit ndo
sejam classificados como irritantes para os olhos e a pele, recomendamos que se evite o
contacto com os olhos e a pele e que se use luvas descartaveis.

Todo o material de origem humana usado para alguns reagentes deste kit (por exemplo,
controlos) foi testado por métodos aprovados e revelaram-se negativos para HBsAg, Hepatite
C e VIH. Contudo, nenhum teste pode excluir com certeza definitiva a existéncia de agentes
virais nesse material. Por isso, os controlos do kit e as amostras dos doentes devem ser
considerados transmissores potenciais de doencas e manuseados segundo as prescricdes
legais nacionais.

O kit contém material de origem animal (BSA, Imunoglobulina) como mencionado na
descrigao do conteudo, utilizar de acordo com as recomendagdes nacionais.

Avisos gerais

1. Nunca se deve pipetar com a boca. Ao trabalhar com o kit ndo se deve comer, nem beber,
nem fumar.

2. Componentes individuais de diferentes cargas e estojos de teste nao devem ser trocados,
ja que isso pode levar a adulteracdo dos resultados da medicdo.

3. Depois do seu emprego, voltar a fechar bem os frascos, para evitar contaminagoes
bacterianas.

4. Pipetar todos os componentes sempre com seringas novas e estéreis.

5. Nunca exponha os diferentes componentes do kit a temperaturas superiores a 37°C /
98,6°F.

6. Nunca deixe as ldaminas secar durante o procedimento do teste.

7. Nunca congele as laminas!

Recomenda-se que cada laboratério estabeleca os seus proprios valores normais,

com base nas suas proprias técnicas, controlos, equipamento e populacdo de
doentes.

Um diagnéstico clinico definitivo ndo se deve basear somente nos resultados do
teste realizado, mas deve ser elaborado pelo médico, tendo em conta todos os
resultados clinicos e de laboratorio.
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Se os resultados da analise ndo estiverem em conformidade com os limites aceitaveis do
material de controlo, o teste é considerado invalido, tendo que ser repetido. Verifique os
seguintes pontos: Prazo de validade dos reagentes (preparados), condicdes de
armazenamento, pipetas e outro material para execugdo, fotometro, prazos de incubacdo e
método de lavagem.

Se apods ter verificado estes pontos ndo tiver detectado qualquer erro, favor entrar em
contacto com o fabricante ou o fornecedor do kit de teste.

TOMADA DE AMOSTRAS, PREPARAGCAO E ARMAZENAMENTO

Recomenda-se a utilizagdo de amostras de soro colhidas na altura. A extraccdo de sangue
deve seguir as prescricdes legais nacionais. Efectue as colheitas de sangue de forma
asséptica.

Nao utilize amostras de soro lipémicas, ictéricas, hemolizadas ou contaminadas por bactérias.

Os soros com particulas devem ser limpos com centrifugacdo de baixa velocidade (<1000 x
g). As amostras de sangue devem ser colhidas em tubos limpos, secos e vazios. Apds a
separacao, as amostras de soro devem ser utilizadas nas primeiras 8 horas, guardadas num
local bem fechado até 48 horas a 2-8°C/35-46°F, ou, se for necessario um armazenamento
mais prolongado, devem ser congeladas a -20°C/-4°F. Evite congelar e descongelar varias
vezes.

PROCEDIMENTO DO TESTE

Preparacao

Todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (20-26°C) antes do seu uso e
ser bem agitados. Cumpre os tempos de incubacdo recomendados para obter um éptimo
resultado do teste.

1. Preparagdo da tampao de lavagem: dilua o tampao concentrado na relagdo 1:10 em agua
destilada.
2. Diluicdo de amostras: dilua soro de doente (relativamente a titulo de despistagem consulte

a seccao Procedimento do Kit acima de acordo com a referéncia do produto que esta a
utilizar) com 1 x tampao da amostra. Estas variam entre kits HEp-2, nDNA, rLKS, EMA,
etc.

3. Os controlos estao prontos a usar.

4. Preparar um protocolo: as fichas de interpretacdo de dados estdo disponiveis na secgao
Procedimento do Kit acima de acordo com a referéncia do produto que esta a utilizar.
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b. Realizagcao do teste

m Descrigcao do passo

Retire a lamina necessaria para o teste da embalagem protectora, marcando-a. Evite
1. o contacto com tecidos ou células revestidas.

Nunca deixe secar a lamina.

Preparacao de Camara de incubacdo: Colocar uma pequena quantidade de agua
destilada numa cdmara humida e coloque a(s) lamina(s) num suporte da camara.

Incubar a(s) ldamina(s) 30 * 10 minutos numa camara hdmida, a temperatura
ambiente. Utilizar tempos de incubagdo consistentes para o conjugado.

Primeira incubagdo: Pipete um volume adequado de cada soro e dos controlos
2. diluidos (prontos a usar) nos pocos adequados; evite o contacto directo da pipeta com
a superficie da lamina.

Evite um contacto directo da ponta da pipeta com a superficie da lamina. Assegure-se
de que cada pocgo de teste esteja coberto por completo com o soro correspondente,
respectivamente com o controlo. Para esse efeito € importante usar tanto material de
teste quanto seja necessario, contudo devendo evitar-se uma mesclagem das
diferentes amostras de soro, porque isso pode levar a resultados errados.

Lavagem: Apds a incubacgdo, retire as laminas da cdmara humida e enxague-as
brevemente com tampado de lavagem utilizando uma pipeta. Nao incida o tampado de
lavagem directamente nos pocos.

NOTA: Para evitar contaminagao cruzada, incline a lamina para um dos lados e faca
incidir cuidadosamente o tampdo de lavagem ao longo da linha central da lamina
permitindo que o tampdo de lavagem possa escorrer para fora da lamina. De seguida,
incline a lamina para o outro lado e repita este mesmo procedimento. Lave as
ld&minas numa camara de lavagem durante 10 minutos, com tampdo de lavagem.
Evitar o contacto directo com o substrato. Para obtencdo de déptimos resultados é
necessario mudar uma vez o tampdo de lavagem, apos 5 minutos.

Retire a(s) lamina(s) da camara de lavagem e remova cuidadosamente o excesso de
tampdo de lavagem.

NOTA: E importante que os pocos da lamina ndo sequem durante o procedimento,
uma vez que poderd causar danos no substrato. E favor ndo secar a(s) Idmina(s) de
nenhum modo, nem deixe que a lamina e sem conjugado fluorescente durante mais
do que alguns segundos.

Segunda incubacgao: Depois da lavagem coloque a ldmina imediatamente na camara
himida e cubra cada pogo de teste com 30 ul do conjugado marcado com FITC pronto
para usar.

Incubar a(s) ldmina(s) 30 = 10 minutos no escuro, a temperatura ambiente.

Lavar: Apos a incubagdo, retire as laminas da cédmara humida e enxague-as
brevemente com tampao de lavagem utilizando uma pipeta. Nao incida o tampao de

5. lavagem directamente nos pogos. Lave a(s) lamina(s) numa camara de lavagem
durante 10 minutos, com tampdo de lavagem. Para obtencdo de 6ptimos resultados é
necessario mudar uma vez o tampao de lavagem, apds 5 minutos.
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*Contra-coloracao opcional: Dilua o reagente de contra-coloracao (Evans Blue) na

relacdo 1:3000 em tampdo de lavagem, misturando bem. Encha o Evans Blue numa

cubeta de coloragdo e incube ai as ldminas. Para obter mais pormenores sobre o

tempo de incubacdo, consulte a seccdo do Procedimento do Kit acima de acordo com a

referéncia do produto que estad a utilizar. Evans Blue suprime uma fluorescéncia de
6. fundo ndo especifica.

Retire a lamina apdés o tempo de incubagdo, lavando-a brevemente em tampdo de
lavagem. Remova com cuidado o excedente residual de tampdo de lavagem. E favor
nao colocar as laminas sobre papel absorvente para blotting, da mesma forma estas
também nunca devem ser sujeitas a uma secagem.

Montar: Coloque uma quantidade suficiente de meio de montagem (Mounting
Medium) ao longo da linha central sobre a lamina. Deixe a lamela deslizar com

7. . . . ~
cuidado sobre o meio de montagem, evitando ao mesmo tempo a formagao de bolhas
de ar.

8 Microscope: as laminas imediatamente com ampliacdo de 400 até 800 vezes com um

microscopio de fluorescéncia (490 nm filtro de excitacdo, 510 nm filtro de barreira).

c. Fluxo de trabalho

Controls / Prediluted Samples
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13. RESOLUGAO DE PROBLEMAS

(ERRO | CAUSAS POSSIVEIS SOLUCAO

Densidade Rompimento da célula devido a contacto Cumpra as condigcdes de lavagem
de células com agua deionizada indicadas
reduzida Tampdo directamente injectado nas

células

Enzimas proteoliticas atacaram as células = Desactive o soro

Fluorescéncia soro secou nos pocos de teste, Incube sempre em ambiente humido

irregular fluorescéncia mais intensa nas bordas
Soro ndo cobre o pogo de teste Utilize um volume suficiente de material
de teste
Reaccdes cruzadas entre os pogos de Evite um derrame das amostras entre os
teste pocos de teste durante a primeira
incubacao

Rotulagem da Iamina com um giz de cera Utilize um lapis
produz um filme

Microscopio mal ajustado Verifique o ajuste
Verifique a durabilidade a lampada UV

Imagem Lamina guardada no frigorifico sem  Sele a lamela de vidro com verniz para
difusa cobertura unhas ou cera parafinica

Microscopio de imunofluorescéncia sujo. Limpe o microscopio conforme as

Possiveis riscos na lente instrugdes de servigo
Pouca ou Conjugado e lamina foram congelados e Guarde conjugados e laminas a
nenhuma novamente descongelados 2-8°C/35-46°F
fluorescencia Controlos foram diluidos Verifique a instrugao, utilize os controlos

prontos para usar do kit
ontaminagdo bacteriana dos soros ou | Verifique as condigdes
conjugados
-Microscopio ndo ajustado

-Valor pH do tampdo de lavagem
demasiado baixo (valor pH 7.4 £ 0.2)

Conjugado FITC exposto a luz Guardar conjugado protegido de
exposicao a luz
Fluorescéncia - Incorrectamente lavado - Verifique as especificacdes de lavagem
de fundo - LAmina esta seca - Nunca deixe a ld&mina secar
- Soros lipémicos, hemoliticos - Use soros frescos

- Erro do microscopio - Verifique os filtros / a lente



AESKU,DIAGNOSTICS

Doc.

Pagina:

Rev.:

AESKUSLIDES -

ANA-HEp-2 Bulk
005:2018-09-28
16/ 16

IVD

- Diagnosi in vitro

- For in vitro diagnostic use

- Pour diagnostic in vitro

Para uso diagnéstico in vitro

- In Vitro Diagnostikum

In Vitro AiayvwoTiké péco

- Para uso Diagnéstico in vitro

REF

" Numero d’ordine

" Cataloge number

“ Référence Catalogue

“ Numéro de catalogo

" Bestellnummer " ApIBudg TrapayyeAiag
“ Numero de catalogo
" Descrizione lotto " Lot
" Lot " Lote
L OT “ Chargen Bezeichnung " Xapaktnpiopdg mapTidag
" Lote

Ce

” Conformita europea

" EC Declaration of Conformity

" Déclaration CE de Conformité

" Declaracion CE de Conformidad

" Europaische Konformitat

" EupwTraiki oup@wvia

" Déclaracdo CE de Conformidade

" Rispettare le istruzioni per I'uso

" See instructions for use

" Voir les instructions d'utilisation

" Ver las instrucciones de uso

” Gebrauchsanweisung beachten

" N&Bete uTdWN TIG 0BNYiEG XPONG

" Ver as instrucoes de uso

" Da utilizzarsi entro " Use by
" Utilise avant le " Utilizar antes de
“ Verwendbar bis " XpAon péxpr

" Utilizar antes de

+8°C
+2°C

" Conservare a 2-8°C

" Store at 2-8°C (35-46°F)

“ Conserver a 2-8°C

" Conservar a 2-8°C

" Lagerung bei 2-8°C

" ®uAdooeTal oToug 2-8°C

" Conservar entre 2-8°C

wl

" Prodotto da

“ Manufactured by

" Fabriqué par

" Fabricado por

" Hergestellt von

" Kataokeuddetal amd

" Fabricado por

DYE

" Colorante Blue-Evans

” Evans-Blue Dye

" coloration au Bleu Evans

" Colorante Azul de Evans

” Evans-Blue Farbeldsung

" Evans Blue

" Evans Blue

" Controllo positivo

" Positive Control

CONTROL| +

“ Contréle Positif

" Control Positivo

" Positiv Kontrolle

" OETIKOG 0pOG EAEYXOU

" Controlo positivo

" Controllo negativo

" Negative Control

CONTROL| -

" Contréle Négatif

" Control Negativo

" Negativ Kontrolle

" ApvnTIKGG 0pdG eAéyXOU

" Controlo negativo

SEAL

“ Mezzi di montaggio

“ Mounting media

" milieu de montage

" Medio de montaje

“ Mounting Medium

" Méoo povipotroinong

“ Meio de montagem

“ Coniugato ” Conjugate
“ Conjugé " Conjugado

C O N J " Konjugat " Z0Ceuypa
“ Conjugado

B

" Vetrino per microscopio

" Microscope slide

" lame de microscope

" Portaobjetos

" Objekttrager

" AVTIKEINEVOQOPO TTACKISIO

" Lamina

“ Tampone di lavaggio

“ Wash Buffer

WASHB [10x

" Tampon de Lavage

" Solucéo de lavagem

“ Waschpuffer

" PuBpioTiké didAupa TAUoNg

" Solucion de lavado

SB [1x

“ Tampone di campione

” Sample Buffer

“ Tampon de Echantillons

" Solucéo de Muestras

" Probenpuffer

" PuBuIoTIKO BIGAUpa SEIYHATWY

“ Solucién de Muestras

XX

“ XX determinazioni " XX tests
“ XX tests " XX pruebas
“ XX Bestimmungen " XX mpoacdiopiopoi

" XX Testes




