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ANTI-nDNA ANTIBODIES (nDNA)

COD 44825
24 determinagbes

COD 44818
60 determinagdes

COD 44817
120 determinagdes

COD 44820 10 x 6 determinagdes

COD 44819 10 x 12 determinagdes

CONSERVAR A 2-8°C

Reagentes para a determinag&o qualitativa de anticorpos anti-nDNA
S6 para uso in vitro nos laboratdrios clinicos

BioSystems

ANTICORPOS ANTI-nDNA
(NDNA)

Imunofluorescéncia Indirecta
CRITHIDIA LUCILIAE

FUNDAMENTO DO METODO

Os anticorpos anti-nDNA do soro sdo unidos ao seu correspondente
antigeno presente na Crithidia luciliae. Uma vez unidos, os anticorpos
manifestam-se através da incubagdo com um anticorpo contra as
imunoglobulinas humanas conjugado com fluoresceina e visualizam-se
por microscopia de fluorescéncia’.

CONTEUDO
COD 44825 COD 44818 COD 44817

A. Laminas 4x6 10x6 10x12

determinagdes | determinagbes | determinagdes
B. PBS (10x) 1x100 mL 1x100 mL 1x100 mL
C+. Controlo Positivo nDNA 1x0,3mL 1x0,3mL 2x0,3mL
C-. Controlo Negativo 1x0,3mL 1x0,3mL 2x0,3mL
D. IgGFITC/Evans 1x3mL 1x3mL 2x3mL
E.  Mounting Medium 1x3mL 1x3mL 1x3mL
F.  Papel Absorvente 1x10 1x10 1x10

COD 44820 COD 44819

A.  Laminas | 10 x 6 determinagdes | 10 x 12 determinagdes

COMPOSIGAO

A. Laminas: Crithidia luciliae fixadas em cada pogo.

B. PBS (10x): Fosfato de sodio 112,5 mmol/L, fosfato de potassio
30 mmol/L, cloreto sédico 1,15 mol/L, azida de sodio 0,95 g/L, pH
7.2.

C+. Controlo Positivo nDNA: Soro humano com anticorpos anti-DNA
nativo (NDNA), azida de sodio 0,95 g/L.

C—. Controlo Negativo: Soro humano, azida de sddio 0,95 g/L.

D. IgG FITC/Evans: Anticorpos de cabra anti-imunoglobulinas 1gG
humanas conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), azul
de Evans 0,01 g/L, azida de sddio 0,95 g/L.

E. Mounting Medium. Meio de Montagem: Mowiol 12%, Glicerol 30%,
Tris 20 mmol/L, azida de sddio 0,95 g/L.
F. Papel absorvente.

Os soros humanos utilizados na preparagdo do controlo negativo e do
controlo positivo eram negativos para o antigeno HBS e para 0s anticorpos
anti-HCV e anti-HIV. No entanto, os controlos devem ser tratados com
precaugdo como potencialmente infecciosos.

CONSERVAGAO

Conservar a 2-8°C.

Os reagentes sdo estaveis até a data de caducidade indicada na etiqueta,
sempre que se conservem bem fechados e se evite a contaminagéo
durante o seu uso.

Indicagoes de deterioracdo:
— Componentes liquidos: Presenga de particulas, turvagéo.

— Laminas: Rupturas no pacote contentor, defeitos macroscopicos como
raladuras ou descolagens na preparagédo das células.

REAGENTES AUXILIARES

B. PBS (10x).
D. IgG FITC/Evans. Conjugado com contratingdo de azul de Evans.
E. Mounting Medium. Meio de Montagem.

C+. Controlo Positivo nDNA.
C—. Controlo Negativo.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

PBS: Efetuar uma diluicdo a 1/10 do Reagente B com agua destilada.
Estavel 1 més a 2-8°C se for conservado a temperatura recomendada,
bem fechado e tendo cuidado para evitar contaminagdes durante a sua
utilizago.

Os outros componentes estao prontos para serem utilizados.

EQUIPAMENTO ADICIONAL

— Cémara himida
— Cuvete de lavagem
— Lamelas de 24 x 60 mm

— Microscdpio de fluorescéncia equipado com filtros de excitagdo de 495
nm e de emissao de 525 nm para a visualizagao do FITC.

AMOSTRAS

Soro ou plasma recolhidos através de procedimentos standard. Estavel 1
semana a 2-8°C.

Diluir as amostras 1/10 em PBS (ver Preparagdo dos Reagentes) antes do
ensaio.

Para a titulagdo de uma amostra positiva, realizar diluigdes duplas em
PBS a partir da 1/10.

PROCEDIMENTO

1. Temperar os reagentes e as amostras a temperatura ambiente.

2. Depositar uma gota (25 uL) da amostra diluida ou dos Controlos nos
pogos da l&mina (A), tentando cobrir perfeitamente (Nota 1).

3. Incubar a lamina na cdmara himida durante 30 minutos a temperatura
ambiente (15-30°C).

4. Eliminar as gotas das amostras inclinando a lamina e dar pequenos
golpes suavemente. Evitar a mistura dos soros.

5. Eliminar o soro restante na lamina lavando com PBS (ver preparagao
do Reagente). (Nota 2).



6. Lavar a lamina submergindo-a numa cuvete com PBS durante 5
minutos. Substituir o PBS e repetir a lavagem.

7. Secar cuidadosamente a lamina utilizando o papel absorvente
fornecido. A preparagdo das células deve permanecer sempre
humida.

8. Depositar uma gota do Reagente D em cada pogo. Colocar a lamina
numa camara himida e incubar a temperatura ambiente (15-30°C)
durante 30 minutos.

. Lavar (ver passo 6) e secar (ver passo 7).

10. Depositar vérias gotas do Reagente E sobre a l&mina e colocar uma

lamela procurando evitar a formag&o de bolhas de ar.

LEITURA

Examinar a lamina com um microscopio de fluorescéncia (250-400x). E
recomendavel realizar a leitura imediatamente. Para realizar a leitura,
seleccionar campos de observagao da zona indicada no esquema, entre o
centro e a periferia do pogo, com a distribuicdo de células uniformes. A
intensidade da marcagdo da periferia ou do centro do pogo ndo é
representativa da preparagéo.

pogo campo seleccionado

A Crithidia luciliae ¢ um hemoflagelado que possui uma mitocondria
modificada, denominada kinetoplasto, que contém DNA de hélice dupla
(nDNA), nao associado as histonas, e que aparentemente néo apresenta
nenhum outro antigeno. O kinetoplasto € um organulo de aspecto
redondeado, de tamanho inferior ao nucleo e situado entre este e o
corpusculo basal 234),

A observagdo da marcagdo fluorescente especifica no kinetoplasto a
diluicdo recomendada indica um resultado positivo. O nlcleo, o corpo
basal ou o flagelo podem originar uma marcagéo fluorescente, mas s6
deve ser considerada a fluorescéncia do kinetoplasto.

As amostras positivas podem ser tituladas. Define-se o titulo como a
diluido maior que dé resultado positivo.

CONTROLO DE QUALIDADE

O Controlo Positivo (C+) e o Controlo Negativo (C-) fornecidos com os kits
cod 44825, cod 44817 e cod 44818 devem ser ensaiados junto com as
amostras dos pacientes para verificar a funcionalidade do procedimento
do ensaio.

O Controlo Positivo deve proporcionar a marcagdo especifica descrita no
item anterior.

O Controlo Negativo ndo deve proporcionar nenhuma marcagéo
especifica.

Cada laboratério deve estabelecer o seu prprio programa de Controlo de
Qualidade interna, assim como os procedimentos de correcgdo no caso
dos controlos ndo cumprirem com as tolerancias aceitaveis.

CARACTERISTICAS DO ENSAIO

O IgG FITC/Evans esta calibrado em comparagdo com o Padrdo
Internacional da OMS de anti-lgG humanas de ovelha conjugadas com
FITC.

Veracidade: Os resultados obtidos com estes reagentes ndo mostram
diferencas sistematicas significativas quando comparados com reagentes
de referéncia. Os detalhes do estudo comparativo estdo abaixo
disponiveis.

M44825p-17

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

A determinacéo dos anticorpos anti-dsDNA por imunofluorescéncia na
Crithidia luciliae tem uma elevada especificidade diagndstica, contudo tem
uma sensibilidade diagndstica moderadamente elevada para o LUpus
Eritematoso Sistémico (SLE). Estes anticorpos sdo os que se detectam
com mais frequéncia em SLE: 95% nos pacientes com SLE com
implicacéo renal; 50 — 70% nos pacientes com SLE sem implicagdo renal;
e 40% nos pacientes com SLE inactivo. Os anticorpos anti-dsDNA
raramente se encontram em individuos sadios ().

O kit de anti-nDNA da BioSystems foi usado com 80 soros de pacientes
com SLE assim como em doadores sadios. Os resultados aparecem a
continuag&o:

N POS NEG Sens. Espec.

SLE (ldpus eritematoso sistémico) 43 29 14 | 671% 100%
SLE sem implicag&o renal 256 15 10 | 60% 100%
SLE com implicagdo renal 18 14 4 | 78% 100%
Outras Doengas Auto-imunes 20 0 20
Controlos sadios 17 0 17

O diagnostico clinico ndo deve basear-se exclusivamente no resultado
deste ensaio, sendo que deve integrar os dados clinicos e de laboratorio.

NOTAS

1. Evitar tocar as células do pogo durante todo o procedimento.
2. Utilizar um frasco de lavagem ou pipeta para esta lavagem, evitando a
possivel contaminagdo com as amostras adjacentes.
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