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El sistema de pruebas IFA Autoantibody Screen (AAS) Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS estd disefiado para la deteccién cualitativa y semicuantitativa de
anticuerpos antinucleares, antimitocondriales, antimusculo liso y anticélulas parietales mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta IFA. Esta prueba sirve de
ayuda para determinar el lupus eritematoso sistémico (LES) y para diferenciar trastornos del tejido conectivo que son clinicamente similares. Esta prueba es para uso
diagnéstico in vitro.

El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS combina el sistema de pruebas IFA Mitochondrial Antibody de ZEUS vy el sistema de pruebas IFA
Smooth Muscle Antibody de ZEUS en un solo sistema, lo que le permite monitorizar cuatro anticuerpos primarios en una sola prueba. Este sistema de pruebas
detectard simultdneamente los anticuerpos antinucleares, antimitocondriales, antimusculo liso y anticélulas parietales. El sistema de pruebas IFA AAS Rat
Kidney/Stomach Tissue de ZEUS estd disefiado para su uso junto con los sistemas de prueba IFA de ZEUS especificos para AAN, AM y AML.

Varios investigadores (1 - 2) han adaptado la técnica IFA para las pruebas de anticuerpos antinucleares siguiendo los métodos basicos originalmente descritos por
Coons (3). Este método ha sido ampliamente utilizado para detectar la presencia de anticuerpos antinucleares (ANA) en el suero de pacientes que padecen lupus
eritematoso sistémico (LES) y otros trastornos del tejido conectivo clinicamente similares (4 - 8). Asimismo, los ANA pueden estar asociados a numerosos sindromes
de lupus inducidos por farmacos (9 - 10), que imitan clinicamente la forma espontanea del LES. Los ANA estdn compuestos principalmente por anticuerpos IgG; sin
embargo, también pueden detectarse ANA compuestos por IgA e IgM (11). Ahora se reconoce que pueden emplearse muchas fuentes de material nuclear como
sustrato para las pruebas de ANA. Hay numerosos patrones diferentes de fluorescencia nuclear (12 - 19). Los distintos patrones y su base son los siguientes:

Homogéneo (continuo difuso): tincién difusa de todo el nicleo debida a los anticuerpos reactivos con los complejos ADN-nucleoproteina-histona (14 - 15).

Periférico (en anillo): tincidn de la membrana nuclear debida principalmente a los anticuerpos dirigidos contra el ADN (6, 13, 16y 17).
Punteado: puntos de tincidn dispersos por todo el nicleo debida a los anticuerpos dirigidos contra los antigenos nucleares extraibles, RNP o Sm (18, 19).

Nucleolar: tincién de las membranas nucleolares debido a los anticuerpos reactivos con los complejos ARN-nucleoproteina (13). Aunque el nivel de ANA puede no
estar relacionado con la evolucién clinica de un estado de enfermedad autoinmune en particular (6), los distintos patrones de tincion nuclear pueden estar asociados
con estados de enfermedad especificos (6, 17 y 21 - 24).

Los anticuerpos mitocondriales (AM) se encuentran predominantemente en los pacientes (84% - 100%) con cirrosis biliar primaria (CBP) y solo ocasionalmente (10%
0 menos) en pacientes con hepatitis crénica activa, cirrosis criptogénica y otras enfermedades (25, 26 - 29). Por esta razdn, se ha recomendado la aplicacién de
pruebas para la deteccién de AM como sustituto de la exploracion quirdrgica con el fin de aportar pruebas de confirmacion en casos de sospecha de diagndstico de
CBP a tenor de las caracteristicas clinicas y analiticas o de los resultados histolégicos (30 - 32). Esta recomendacion esta respaldada por la ausencia de AM en los casos
de obstruccidn biliar extrahepdtica (33). Si bien no se ha determinado la etiologia exacta de la CBP, se ha demostrado la asociacion de la CBP con ciertos anticuerpos
antitejidos, en particular AM (29, 30 - 32). Se ha sugerido (25) que la CBP, la hepatitis cronica activa y la cirrosis criptogénica son diversas manifestaciones de un
proceso autoinmune comun. Esta conclusidn se basa en la observacion de que se pueden detectar autoanticuerpos similares en los sueros afectados por cualquiera
de las tres enfermedades (25, 35). Informes recientes sugieren que el HBsAg puede ser el agente etioldgico de la CBP (34) y posiblemente de otras enfermedades del
higado (35).

Los anticuerpos antimusculo liso (AML) fueron descritos por primera vez por Johnson, y cols. (36) y se creia que eran especificos de la hepatitis crénica activa.
Aunque los AML se encuentran en mas de 50% de los pacientes con hepatitis cronica activa, también se han encontrado en asociacion con la CBP (37), el asma (38) y
ciertas neoplasias malignas (39). La hepatitis cronica activa se caracteriza por unos titulos de AML de 1:80 o superiores que persisten durante varios meses o afios
(29). Por su parte, los pacientes con hepatitis viral rara vez presentan titulos superiores a 1:40, y solamente presentan cantidades traza transitorias de AML. El
antigeno especifico para el AML parece ser la actina o sustancias similares a la actina que pueden estar presentes en las células hepdticas (40). Hasta este informe
(40), era dificil asociar la presencia de AML con la enfermedad hepatica crénica activa. Otro informe ha mostrado que el AML reacciona como autoanticuerpo frente a
la actina (41), la sustancia contractil de las plaquetas, los bordes en cepillo de las células epiteliales y otras sustancias (41).

Los anticuerpos anticélulas parietales (ACP) se observan en el 90% de los pacientes con anemia perniciosa. La prueba resulta util para diferenciar la anemia de otras
anemias macrociticas. Los anticuerpos anticélulas parietales se observan en un alto porcentaje de casos de gastritis atréfica y se detectan en un porcentaje
significativo de pacientes con anemia por deficiencia de hierro, enfermedad tiroidea, enfermedad idiopatica de Addison y diabetes mellitus juvenil (42). Alrededor de
un tercio de los pacientes con tiroiditis o enfermedad de Graves presentan anticuerpos anticélulas parietales (42, 43). En sujetos normales, los anticuerpos anticélulas
parietales son poco frecuentes por debajo de los 20 afios de edad. Se observa una creciente incidencia con la edad en mujeres y hombres, lo que refleja una mayor
frecuencia de la gastritis atrofica (43). Los anticuerpos antifactor intrinseco son generalmente de la clase IgG y se encuentran en el 50 - 70% de los pacientes con
anemia perniciosa (43). El anticuerpo antifactor intrinseco es poco frecuente en ausencia de anemia perniciosa.

El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS es un ensayo preestandarizado disefiado para la deteccidn en sueros de pacientes de anticuerpos

antinucleares, antimitocondriales, antimusculo liso y anticélulas parietales utilizando un procedimiento de una sola prueba. La prueba incluye como sustrato cortes

de tejidos de estomago y de rifién en cada pocillo de un portaobjetos de ocho pocillos. Seguidamente, los anticuerpos se diluyen con un conjugado de

antiinmunoglobulina humana de cabra ajustada a la dilucién éptima de uso con una minima tincién de fondo. La reaccién sucede en dos pasos:

1. En el paso uno se produce la interaccién del anticuerpo presente en el suero del paciente con el antigeno del portaobjetos. En una muestra positiva, los
anticuerpos presentes en el suero se unen al corte de tejido y permanecen unidos después del enjuague.

2.  El segundo paso consiste en la reaccidn entre el conjugado y la reaccion antigeno-anticuerpo que da lugar a una tincion de color verde manzana en una prueba
positiva (consulte el Procedimiento de la prueba).

El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS se debe utilizar en pacientes con sospecha de padecer LES u otras enfermedades del tejido
conectivo, enfermedades hepaticas autoinmunes, como la hepatitis crénica activa o la cirrosis biliar primaria, pacientes con anemia perniciosa, y pacientes con
sintomas compatibles con una posible enfermedad autoinmune.

AAN: en una prueba positiva, los anticuerpos antinucleares presentes en el suero del paciente interactian con los nucleos del las células de rifién y estémago. Tras la
adicion del conjugado marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), se produce una tincion de color verde manzana. Los anticuerpos antinucleares mostraran un
patrén homogéneo, en anillo, punteado o nucleolar.
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AM: en una prueba positiva, el anticuerpo antimitocondrial presente en el suero de los pacientes interactta con los antigenos mitocondriales localizados en el rifién
proximal y, mas intensamente, en las células parietales del epitelio tubular distal y gastricas (del estomago). Tras la adicién del conjugado marcado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), se produce una tincion de color verde manzana dentro de las estructuras anteriores.

AML: en una prueba positiva, el anticuerpo antimusculo liso presente en el suero del paciente interactda con el antigeno de musculo liso en la banda muscular basal
de la mucosa glandular del estémago y en el tejido del musculo liso de las paredes de los vasos sanguineos. Con la adicién del conjugado marcado con isotiocianato
de fluoresceina (FITC), una reaccion positiva viene indicada por una tincion de color verde manzana dentro de la banda muscular y de las paredes de los vasos
sanguineos.

ACP: en una prueba positiva, el anticuerpo anticélulas parietales presente en el suero del paciente interactia con las células parietales gastricas (del estdmago) y no
con el epitelio tubular proximal o distal del rifidén. Tras la adicién del conjugado marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC), se produce una tincién de color
verde manzana.

Materiales suministrados:

Cada sistema de pruebas contiene los siguientes componentes en cantidad suficiente para realizar el nUmero de pruebas indicado en la etiqueta del envase. NOTA: El
conjugado y los controles contienen una combinacién de Proclin (0,05% v/v) y Azida Sédica (<0,1% p/v) como conservantes. El diluyente SAVe Diluent® contiene
azida sédica (<0,1% p/v) como conservante.

LI ) 1. Portaobjetos de sustrato de tejido de rifidn/estomago de rata: Diez portaobjetos de 8 pocillos con secante absorbente y bolsa desecante.

Conjugado: Antiinmunoglobulina humana de cabra (polivalente) marcada con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Contiene tampdn de fosfato con

CONJ 2 albdmina de suero bovino (BSA) y contratincidn. Un frasco de 3.5mL, con tapa color dmbar. Listo para usar.

Control positivo de AAN (suero humano): dard lugar a una tinciéon homogénea del sustrato de rifién. Un vial de 0,5 ml con tapdn rojo. Listo para
usar.

CONTROL + 1 3.

Control positivo de AM (suero humano): dara lugar a una tincion mitocondrial del sustrato de rifién. Un vial de 0,5 ml con tapdn azul. Listo para
usar.

CONTROL + 2 4.

Control positivo de AML (suero humano): dard lugar a una tincion del sustrato de musculo liso de estébmago. Un vial de

CONTROL | + 3 5. . o
0,5 ml con tapén naranja. Listo para usar.

CONTROL | + | 4 6. Control positivo de ACP (suero humano): dara lugar a una tincién del sustrato de estémago. Un vial de 0,5 ml con tapdn purpura. Listo para usar.

CONTROL 2 Control negativo (suero humano): no se producira ningun tincién detectable de AAN, AM, AML o ACP en el sustrato de estdmago o de rifién. Un vial
* de 0,5 ml con tapdn verde. Listo para usar.

Diluyente SAVe Diluent®: un frasco de 30 ml con tapdn verde que contiene solucién salina tamponada con fosfato. Listo para usar. NOTA: El
DIL SPE 8. . " . .

diluyente SAVe Diluent® cambiara de color cuando se combine con suero.

Solucién salina tamponada con fosfato (PBS): pH 7,2 + 0,2. Vacie el contenido de cada paquete de tampdn en un litro de agua destilada o
BUF PBS | 9. L R ] - .

desionizada. Mezcle hasta que todas las sales se hayan disuelto por completo. Cuatro paquetes, cantidad suficiente para preparar 4 litros.

MNTMED 10. Medio de montaje (Glicerol tamponado): dos viales con punta de gotero de 3,0 ml, con tapa blanca.

NOTAS:

1. Los siguientes componentes no dependen del Nimero de Lote del Sistema de Prueba y se pueden usar indistintamente con los Sistemas de Prueba IFA de
Zeus, en tanto los nimeros de producto sean iguales: Diluyente SAVe Diluent® (N.2 de producto: FA0O05CC), Medio de Montaje (N.2 de producto: FA0009S) y
PBS (N.2 de producto: 0008S).

2.  Elsistema de pruebas también contiene una etiqueta de componentes que contiene informacion especifica de lote dentro de la caja del sistema de pruebas.

1.  Para uso diagndstico in vitro exclusivamente.

Se deben seguir las precauciones normales que se utilizan para manipular reactivos de laboratorio. En caso de contacto con los ojos, enjuague inmediatamente
con abundante agua y busque asistencia médica. Utilice ropa de proteccion adecuada, guantes y proteccion para la cara/ojos. No inhale los vapores. Deshagase
de los desechos observando todas las normativas locales, regionales y nacionales.

3. Los pocillos del portaobjetos no contienen organismos viables. No obstante, considere los portaobjetos material con potencial riesgo biolégico y manipulelos
de manera acorde.

4.  Los controles son material con potencial riesgo biolégico. Los materiales a partir de los cuales se obtuvieron estos productos resultaron negativos para el
antigeno del VIH-1, el HBsAg y para anticuerpos contra el VHC y el VIH por métodos de prueba homologados. Sin embargo, dado que ningiin método de prueba
puede ofrecer una garantia total de que no hay agentes infecciosos, estos productos deberdn manipularse con un Nivel de bioseguridad 2, tal como se
recomienda para cualquier muestra de sangre o suero humano potencialmente infeccioso en el manual de Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories (Bioseguridad en laboratorios microbioldgicos y biomédicos) de los Centros para el Control de Enfermedades / Institutos Nacionales de la Salud:
ultima edicion; y en la Norma de la OSHA sobre Patégenos que se transmiten en la sangre (20).

5.  Para lograr resultados precisos, es esencial cumplir estrictamente los tiempos y temperaturas de incubacién especificados. Se debe dejar que todos los
reactivos alcancen temperatura ambiente (20-25 °C) antes de comenzar el ensayo. Ponga los reactivos no utilizados en su recipiente original inmediatamente y
siga los requisitos de almacenamiento.

6. Un lavado inadecuado podria ocasionar resultados de falsos positivos o falsos negativos. Asegurese de minimizar la cantidad de cualquier PBS residual mediante
secado con secante antes de agregar el conjugado. No permita que los pocillos se sequen entre una incubacién y la siguiente.

7.  Eldiluyente SAVe Diluent®, el conjugado y los controles contienen azida sddica en una concentracion de <0,1% (p/v). Se ha informado que la azida sddica forma
azidas de plomo o cobre en las cafierias del laboratorio, lo que puede ocasionar explosiones al golpear con un martillo. Para evitarlo, enjuague bien el lavabo
con agua después de eliminar las soluciones que contengan azida de sodio. Este conservante puede ser toxico si se ingiere.

8.  Ladilucidon o adulteracion de estos reactivos puede generar resultados erréneos.

9.  Nunca pipetee con la boca. Evite el contacto de los reactivos y las muestras de pacientes con la piel y las membranas mucosas.

10. Evite la contaminacion microbiana de los reactivos. Esto puede ocasionar resultados incorrectos.

11. La contaminacién cruzada de reactivos y/o muestras podria ocasionar resultados erréneos.

12. Los instrumentos de vidrio reutilizables se deben lavar y enjuagar cuidadosamente para eliminar cualquier residuo de detergente.

13. Evite las salpicaduras o la formacidén de aerosoles.

14. No exponga los reactivos a la luz intensa durante el almacenamiento o la incubacion.

Sistema de pruebas AAS Rat Kidney/Stomach Tissue 2 (Fecha Rev.5/14/2025)



15.

16.

17.

18.
19.

20.

21.

22.

Para proteger a los pocillos y al secante de la condensacidn, deje que el paquete de portaobjetos se equilibre hasta alcanzar temperatura ambiente antes de
abrir el sobre protector.

Recoja la solucién de lavado en un lavabo de eliminacion. Trate la soluciéon de desecho con desinfectante (es decir: 10 % de lejia de uso doméstico - 0,5 % de
hipoclorito de sodio) Evite la exposicion de los reactivos a los vapores de la lejia.

No exponga ninguno de los reactivos a soluciones que contengan lejia o a ningun olor fuerte de soluciones que contengan lejia. Los restos de lejia (hipoclorito
de sodio), incluso a nivel de trazas, pueden destruir la actividad biolégica de muchos de los reactivos incluidos en este sistema de pruebas.

No aplique presidn sobre el sobre de los portaobjetos. Esto puede dafiar el sustrato.

Los componentes de este Sistema de prueba estan emparejados para proporcionar una sensibilidad y reproducibilidad éptimas. No se deben intercambiar con
reactivos de otros fabricantes. Siga las instrucciones del prospecto del paquete cuidadosamente.

Componentes sin abrir/abierto son estables hasta la fecha de caducidad impresa en la etiqueta, siempre que se respeten estrictamente las condiciones de
almacenamiento recomendadas. No utilizar después de la fecha de caducidad. No congelar.

La contratinciéon de Azul de Evans es un material potencialmente carcinégeno. Si hay contacto con la piel, enjuague con agua. Eliminelo conforme a las
regulaciones locales.

No permita que los portaobjetos se sequen durante el procedimiento. Segun las condiciones del laboratorio, puede ser necesario colocar los portaobjetos en
una camara hiumeda durante las incubaciones.

Pipetas seroldgicas pequefias, Pasteur, capilares o automaticas.

Puntas de pipeta desechables.

Tubos de ensayo pequefios, de 13 x 100 mm o similares.

Gradillas para tubos de ensayo.

Placa de tincidn: Una placa de tincién grande con un conjunto de mezclado magnético pequefio proporciona un mecanismo ideal para lavar los portaobjetos
entre los pasos de incubacién.

Cubreobjetos, de 24 x 60 mm, grosor N.2 1.

Agua destilada o desionizada.

Microscopio de fluorescencia debidamente equipado.

Una probeta graduada de 1 litro.

Crondémetro de laboratorio para controlar las etapas de incubacion.

Recipiente para desechos y desinfectante (es decir: 10 % de lejia doméstica - 0,5 % de hipoclorito de sodio).

Se ha determinado que los siguientes sistemas de filtro o sus equivalentes, son satisfactorios para el uso de rutina con montajes de campo oscuro de iluminacién
incidente o transmitida:

lluminacién transmitida

Fuente de iluminacién: Vapor de mercurio 200 W o 50 W

Filtro de excitacion Filtro de barrera Filtro de supresion de rojo
KP490 K510 o K530 BG38
BG12 K510 o K530 BG38
FITC K520 BG38
Fuente de iluminacién: Tungsteno — Halégena 100 W
KP490 K510 o K530 BG38

lluminacién incidente

Fuente de iluminacidon: Vapor de mercurio 200, 100, 50 W

Filtro de excitacion Espejo dicroico Filtro de barrera Filtro de supresion de rojo
KP500 TK510 K510 o K530 BG38
FITC TK510 K530 BG38
Fuente de iluminacidn: Tungsteno — Halégena 50 y 100 W
KP500 TK510 K510 o K530 BG38
FITC TK510 K530 BG38

ZEUS Scientific recomienda que el usuario realice la recoleccion de muestras conforme al documento M29 del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio
(CLSI): Proteccidn de los trabajadores de laboratorio de enfermedades infecciosas ("Protection of Laboratory Workers from Infectious Disease"). Ningiin método
de prueba puede ofrecer una garantia completa de que las muestras de sangre humana no transmitiran infecciones. Por lo tanto, todos los derivados de la
sangre deben considerarse potencialmente infecciosos.

Con este ensayo solamente deben utilizarse sueros recién extraidos y debidamente refrigerados que se hayan obtenido mediante procedimientos homologados
de venopuncion aséptica (44, 45). No se deben agregar anticoagulantes o conservantes. Evite utilizar sueros hemolizados, lipémicos o contaminados con
bacterias.

Almacene la muestra a temperatura ambiente durante un lapso no superior a las 8 horas. Si la prueba no se realiza dentro de las 8 horas, el suero puede
almacenarse a entre 2 - 8° C, durante un lapso no superior a las 48 horas. Si tiene previsto retrasar la realizacion de la prueba, conserve los sueros de la prueba a
—-20 °C o a temperaturas inferiores. Evite multiples ciclos de congelacion/descongelacion que puedan ocasionar la pérdida de actividad de los anticuerpos y dar
lugar a resultados erréneos. Es responsabilidad del laboratorio individual usar todas las referencias disponibles o sus propios estudios para determinar los
criterios de estabilidad para su laboratorio (46).

8C Sistema de prueba sin abrir
2°C J_ Medio de montaje, conjugado, diluyente SAVe Diluent®, portaobjetos, controles positivos y negativos.

PBS rehidratado (estable durante 30 dias).

25"
Qchf c Paquetes de solucidn salina tamponada con fosfato (PBS):

Saque los portaobjetos del lugar de almacenamiento refrigerado y deje que se entibien hasta alcanzar temperatura ambiente (20 - 25 °C). Abra el sobre
protector y saque los portaobjetos. No aplique presion sobre los lados planos del sobre protector.
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8.
9.

10.

Identifique cada pocillo con el suero del paciente y los controles adecuados. NOTA: los controles estan disefiados para ser utilizados sin diluir. Prepare una

dilucién 1:20 (por ejemplo: 10 pl de suero + 190 pl de diluyente SAVe Diluent® o PBS) de cada suero de paciente. el diluyente SAVe Diluent® sufrird un cambio

de color, lo cual confirma que la muestra se ha combinado con el diluyente.

Opciones de dilucién:

a. Como opcidn, los usuarios pueden preparar diluciones de muestra iniciales utilizando PBS o Zorba-NS (Zorba-NS estd disponible por separado Orden
Ndmero FA025 - 2, botellas de 30 ml).

b.  Los usuarios pueden titular el control positivo hasta el punto final para que sirva como un control semicuantitativo (1+ minimamente reactivo). En tales
casos, el control debe diluirse dos veces en diluyente SAVe Diluent® o PBS. Cuando es evaluado en ZEUS Scientific, se establece una diluciéon de punto final
y se imprime en el vial del control positivo (+ una dilucién). Debe tenerse en cuenta que debido a las variaciones dentro del laboratorio (equipos, etc.),
cada laboratorio debe establecer su propio titulo de punto final esperado por cada lote de control positivo.

c.  Cuando se titulan las muestras de pacientes, las diluciones iniciales deben prepararse en diluyente SAVe Diluent®, PBS o Zorba-NS, y todas las diluciones
subsiguientes deben prepararse en diluyente SAVe Diluent® o PBS exclusivamente. Las titulaciones no deben preparase en Zorba-NS.

Con un dispensador adecuado (enumerado anteriormente), dispense 20 pl de cada control y cada suero de paciente diluido en los pocillos correspondientes.

Incube los portaobjetos a temperatura ambiente (20 - 25 °C) durante 30 minutos.

Con suavidad, enjuague los portaobjetos con PBS. No dirija un chorro de PBS hacia el interior de los pocillos de prueba.

Lave los portaobjetos durante dos intervalos de 5 minutos, cambiando el PBS entre lavados.

Saque los portaobjetos del PBS uno a uno. Invierta el portaobjeto y los pocillos clave sobre los orificios de los secantes provistos. Seque el portaobjeto pasando

un pafio absorbente por la parte posterior. PRECAUCION: Coloque el secante y el portaobjeto sobre una superficie dura y plana. El secado sobre toallas de papel

puede destruir la matriz del portaobjeto. No permita que los portaobjetos se sequen durante el procedimiento de prueba.

Agregue 20 pul de conjugado en cada pocillo.

Repita los pasos 4 a 7.

Aplique 3 - 5 gotas de medio de montaje a cada portaobjeto (entre los pocillos) y cubreobjetos. Examine los portaobjetos inmediatamente con un microscopio

de fluorescencia adecuado.

NOTA: Si anticipa un retraso para examinar los portaobjetos, selle el cubreobjetos con esmalte de uiias transparente y almacene en un refrigerador. Se
recomienda examinar los portaobjetos el mismo dia en que se hace la prueba.

1. Cadavez que se realiza un ensayo, se debe incluir un control positivo, un control negativo y un control de tampén.
2.  Se recomienda realizar una lectura de los controles positivo y negativo antes de evaluar los resultados de la prueba. Esto ayudard a establecer las referencias
necesarias para interpretar la muestra. Si el aspecto de los controles no es el descrito a continuacién, los resultados no son validos.

a.  Anticuerpo antinuclear: el control positivo homogéneo se caracteriza por la tincién difusa de todo el nucleo en los cortes de rifién o estémago. El control
negativo se caracteriza por la ausencia de fluorescencia especifica y una tincién de fondo roja o verde apagado de todas las células debido a la
contratincién de azul de Evans.

b.  Anticuerpo antimitocondrial: el control positivo se caracteriza por una tincidn de color verde manzana en el epitelio tubular proximal y distal, y en las
células parietales gastricas, con una intensidad de tincidon de 2+ a 4+. El control negativo se caracteriza por la ausencia de tincidn fluorescente de las
células renales.

c.  Anticuerpo antimusculo liso: el control positivo se caracteriza por una tincion fluorescente de color verde manzana en la banda muscular del sustrato de
estémago. El control negativo se caracteriza por la ausencia de tincién fluorescente en la banda muscular de las células de estémago.

d.  Anticuerpo anticélulas parietales: el control positivo se caracteriza por una tincién granular de color verde manzana de las células parietales del estomago
en las columnas que rodean la banda muscular lisa del estémago. El control negativo se caracteriza por la ausencia de tincién fluorescente en cualquiera
de las células de estdmago o de rifién.

3.  Es posible analizar controles adicionales siguiendo las directrices o los requisitos de las normativas locales, regionales o nacionales, o de las organizaciones
acreditadas.
NOTAS:

a. Laintensidad de la fluorescencia observada puede variar con el microscopio y el sistema de filtro usados.

b. Pueden quedar atrapados reactivos no especificos. Es importante lavar adecuadamente los portaobjetos para eliminar los resultados de falsos
positivos.

c. Se puede observar tincion no nuclear del sustrato de rifion y estémago en algunos sueros humanos. Comunique solamente los resultados de tincién
nuclear y omita la tincién no nuclear.

1. Los titulos inferiores a 1:20 se consideran negativos.
2. Prueba positiva: Una reaccion positiva esta dada por la presencia de cualquier patrén de tincidn nuclear de color verde manzana observada en una dilucién 1:20
basada en una escala de intensidad de tincion de 1+ a 4+. 1+ se considera una reaccion débil y 4+ una reaccion fuerte. Todos los sueros positivos a una dilucion

1:20 deben titularse hasta dilucién de punto final. Esto se logra realizando diluciones seriadas de 1:20, 1:40, 1:80, etc. de todos los positivos. El titulo de punto

final es la dilucién mads alta que produce una reaccién positiva de 1+ (consulte Fundamento de la prueba).

3. Con este sustrato se pueden observar reacciones de anticuerpos antinucleares, antimitocondriales, antimusculo listo y anticélulas parietales.

El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS es una herramienta para el diagndstico de laboratorio, pero no es en si una prueba diagnostica. Se
pueden encontrar resultados positivos en otras enfermedades distintas a las descritas en la seccidn «Importancia y aspectos generales» de este prospecto. Por tanto,
es imperativo que los resultados positivos sean interpretados por una autoridad médica.

El valor esperado en la poblacidon normal es negativo, o menor de 1:20. Sin embargo, es posible que personas aparentemente sanas entre la quinta y séptima década
de su vida presenten resultados positivos (8).

El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS se probd en paralelo frente a un procedimiento de referencia, segun se indica a continuacion:

1.

Se realizaron pruebas de ANA de rutina con ambos procedimientos en muestras de 434 pacientes. De estos 434 sueros, 116 fueron positivos con ambos
procedimientos. El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS mostré un 97% de concordancia con respecto a resultados positivos y
negativos, y un 100% de concordancia con respecto a los patrones de tincidn. De las 29 discrepancias en titulo, el procedimiento de ZEUS fue una dilucion
inferior en 16 muestras, mientras que el procedimiento de referencia fue una dilucién inferior en 13 muestras. De las 16 muestras con titulos mas bajos
mediante el procedimiento de ZEUS, todas arrojaron discrepancias de una dilucién, y 13 de estas 16 fueron muestras negativas mediante el procedimiento de
ZEUS y positivas a 1:20 mediante el procedimiento de referencia.
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44,
45.

46.

Se realizaron pruebas de AM de rutina con ambos procedimientos en muestras de 77 pacientes. De los 77 sueros, 15 fueron positivos con ambos
procedimientos. El sistema de pruebas IFA AAS Rat Kidney/Stomach Tissue de ZEUS mostré un 100% de concordancia con respecto a resultados positivos y
negativos. De los 15 sueros positivos para AM, 13 fueron obtenidos de pacientes con diagndstico de cirrosis biliar primaria y dos positivos de titulo bajo fueron
obtenidos de pacientes que estaban siendo objeto de una revision médica regular en sus respectivos trabajos.

Se realizaron pruebas de AML de rutina con ambos procedimientos en muestras de 69 sueros de pacientes. De estos 69 sueros, 28 resultaron positivos con un
titulo de 1:40 o mayor con ambos métodos y 41 fueron negativos. Se observaron 6 discrepancias entre los dos métodos con respecto al titulo. El procedimiento
de ZEUS fue una dilucién superior en cuatro muestras y una dilucion inferior en dos muestras. No se observaron discrepancias con respecto al nimero de sueros
negativos.
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