Tapasztalataink a HELIOS®
immunfluoreszcens automataval

Vietorisz lldiko
Dél-pesti Centrumkodrhaz — Orszagos Hematologiai és Infektoldgiai Intézet

Kb6zponti Laboratorium



e Az autoantitestek kimutatasa napjainkban is leggyakrabban indirekt
immunfluoreszcenciaval torténik

* ANA meghatarozas ,,gold standard” modszere — |[IF Hep-2 lemezen
e Autoimmun vizsgalatok szama folyamatosan né
 Immunfluoreszcens automatak kifejlesztése

- lemez el6készités

- lemez el6készités + fényképezés és kiértékelés

e Laboratoriumunkban 2022. julius: AESKU HELIOS® immunfluoreszcens
automata legujabb valtozata

e Altalunk hasznalt tesztek — Hep-2/ANA
— ANCA (etanol, formalin)
— LKS (rat/wrapped)
- EMA



HELIOS

Teljesen automatizalt integralt rendszer
automatizalt lemez el6készit6 és leolvaso rendszer

autoimmun és fert6zés szerologiai lIF tesztekhez

Négyféle szoftver modul kozil valaszthatunk

1. el6készités+ képrogzités

2. el6készités (HELMED IFA)

3. képrogzités

4. eredmény konfirmalds/ validalas

pozitiv/ negativ minGsités i :B!:i

mintazat felismerés, végpont titer ajanlas
betegmintdk attekintése

Tovabbi két modul van a konfiguralasra és informatikai beallitasokra



HELIOS

- egyedulalléan, allando hémeérsékletet és
paratartalmat biztosit a kilsé parasito egysége (HTC)
- vonalkdodos minta és lemez azonositas
- parhuzamosan akar négyfele tesztet is el tud
végezni
- mas gyartok lemezeit is el6 tudja késziteni
- beépitett LED mikroszkop és digitalis kamera
segitségével felvételeket készit a mintakrol és
el6mindsitést ad (Hep-2, ANCA), amit laboratoriumi
diplomasnak minden esetben jova kell hagynia
- digitalizalt eredményeket archivalja




HELIOS

Online illesztés esetén a munkalista
atkérése, mintak betétele utan egy
interaktiv betoltd fellilet segit a reagensek

behelyezésében, amely utan minden
tovabbi [épés automatikusan zajlik.

Az el6készitési folyamat a monitoron
nyomon kovethet6

A lemezeket nem kell lefedni a
leolvasashoz-mounting mediummal befedi

Started at 10:19:06 AM

12:24:15 PM
Time remaining 02:03:41

Finished at

A lemez el6készités végén automatikusan
atlép a fényképezésbe, ha az els6 modulbdl
indultunk Dr@B@P0S@ S

Egyedul lehet hagyni éjszakara m(ikodés
kdzben




e A sejtekrdl 3 fényképet készit,
amelyeket egyenként
mindsit(+,-), mintazatot, ill. a
végpont titert is megbecsuli

SIDE-BY-SIDE
COMPARISON

 Mig a szOveteket csak
lefényképezi, 8x8 fotdbol rakja
0ssze a kompletten képet

e Az alapértelmezett képrogzitési
beallitasokon lehet valtoztatni,
— képek szama, helyzete




* A legujabb software verzioval (4.1R1) a fenykepek mmosege jobb lett
és a fényképezés ideje is lerovidult

o Uj funkcid: fényer8sség korrigalasa

ANA negativ minta Hep-2: centromer

ANCA negativ minta EMA pozitiv minta LKS LC p02|t|v minta



Mintazat ajanlas

File Llanguages Options User Help

Equivalentto: 0.00 Soring order: S s s oo ogout: ‘—"

ANA e | B en R = B Workls
Pos / Neg N e
Homogenous =
Nucleolar :

Speckled ’
Centromere
Nuclear dots
Membrane

Cytoplasmic

ANCA
Pos/Neg

P' A N CA Unclassified Interphase "
Sample ID Classification: T'r-,m: V| W AC-0 Uniform diffuse staining of the nucleoplasm,
C A N CA Borderline whose intensity can vary depending on
¢ Dilution ratio r Positive Undefined concentration of antibodies in the serum. In
i Mixed Pattern some cases, a more intense staining of the
X ANCA 1 0e00ee | i
i sl Nuclear Speckled
Slide 1D )\ AC2_Dense Fine Speckled (DFS70) Nucleoli
= < e e AC3_Centromere Nucleolar staining is variable,
- AC4_Fine speckled positive/negative. Some samples may show a

|AC5_Coarse/large speckled peripheral nucleolar staining.
Estimated Pattern Nuclear dots o
AC6_Multiple nuclear dots Lz
In all phases, a homogeneous or peripheral

chromatin staining can be seen.

Jassification process Worklist: 2023-12-04_08-45-30_202007201_ANF_12_04 Wells sill to be classified: 0/72 Error Report: conf

ANA/Hep-2 esetében az osztalyozast segit6 konyvtdra kibdviilt, ICAP szerinti elnevezéseket
alkalmazza és %-s javaslatot is ad a mintazatra



Mintazat ajanlas

File Languages Options User

Equivalent to: 3 Sorting order:

Worklists
2023-11-28_07-41-40_2
Slides

Worklist
Reports

Worklists  slides  Wells

Image 1 ' image 2  Image 3

Nuclear membrane Interphase
AC11_Smooth nuclear membrane/envelope
AC12_Punctated nuclear membrane/envelope
AC13_Pleomorphic PCNA Nucleoli
AC14_Pleomorphic CENP-F (MSA3)
Cytoplasmic

AC15_Cytoplasmic linear (F-Actin)
AC16_Cytoplasmic filamentous-microtubules
AC17_Cytoplasmic segmental (Vinculin)
AC18_Cytoplasmic discrete dots (GW bodies)
AC19_Cytoplasmic dense fine speckled (Ribo
AC20_Cytoplasmic fine speckled (Jo-1)
AC21_Cytoplasmic reticular Mitochondrial (A

Sample ID

No staining of the nucleus.

Dilution ratio

Test name

Slide ID

Fluorescence of large irregular granules organized
as a network of filaments extending around the
nucleus and throughout the cytoplasm.

Estimated Pattern

Worklist: 2023-11-28 01_ana_12 Wells still to be classified: 0/ 48 Error Report: confirme:



Estimated End Point Titer

Proben ID

Verdiinnungsverhaltnis

Proben ID

Testname
Verdiinnungsverhdltnis

OoTID
Testname

Estimated Endpoint Titer
OoTID
Estimated Endpoint Titer

*g3 AESKU, GROUP



Ertékelés
e Minden minta fényképét végig kell nézni, ha sziikséges, a mindsitést felllbiralni

File Languages Options User Help

R‘VE S U l_.T W Equivalent to: Sorting order:

YINFIRMATION
Worklists
2023-11-17 107-52-19 " 2
Slides
1 <

Date:
Time:

mage 1

Unclassified
Sample ID

Dilution ratio Positive Undefined
Mixed Pattern
Test name { AC1_Homogeneous
é Nuclear Speckled
Slide ID \ AC2_Dense Fine Speckled (DFS70)

AC3_Centromere.

AC4_Fine speckled

ACS5_Coarse/large speckled
Estimated Pattern Nuclear dots

AC6_Multiple nuclear dots

2 Wells still to be cla:

Pl Worklist
Reports

Worklists  Slides  Wells

Interphase ~
23-46 speckles distributed throughout the
entire nucleus.

Nucleoli
Negative

Mitosis

/A "block” of closely associated speckles is
found in the condensed nuclear chromatin of
the metaphase, anaphase and telophase cells.

Cytoplasm
Negative




\

rtékelés

File languages Options User

Equivalent to: Sorting order:

SU LT
FIRMATION

2023-12-01_08-30-08_2

Az osztalyozas
megerdsitésekor ;
lehet&seég van ' e T

Mitosis: M negative Ml positive

megjegyzés, vegyes -

W ELISA

mintazatok, tovabbi .

W Blot

elvégzendd tesztek e
( E LI SA ) b | Ot ) h Ilg Ilta, S O Sample 1D . Classification: TENOesII7aN UndasfifiEd et

whose intensity can vary depending on

Dilution ratio PEsHive indefined concentration of antibodies in the serum. In
’ /7 /7 3 Mixed Pattern some cases, a more intense staining of the
. X inner edge of the nucleus (nuclear rim) can be
est name coon.
Nuclear Speckled

slide D AC2_Dense Fine Speckled (DFS70) Nucleoli

AC3_Centromere Nucleolar staining is variable,

AC4_Fine speckled positive/negative. Some samples may show a

AC5_Coarse/large speckled peripheral nucleolar staining.

Estimated Pattern Nuclear dots
AC6_Multiple nuclear dots v

Mitosis
In all phases, a homogeneous or peripheral
chromatin staining can be seen.

Worklist: \ 0 : Error Report:



Ertékelés:
Vegyes mintazat: homogeén (a-dsDNA) + finom szemcsézett (a-ssA

File Languages Options User Help

RESULT : e i ;
CONFIRMATION Equivalent to: ) Sorting order:

Worklists Ao g A z e o [ : 5 Worklist
2023-12-04_08-45-30_2 Reports
Slides Worklists Slides Wells

Date:
Time:

Image 1 image 2 Image 3

Unclassified Interphase
Sample ID Uniform diffuse staining of the nucleoplasm,
whose intensity can vary depending on
concentration of antibodies in the serum. In
some cases, a more intense staining of the
inner edge of the nucleus (nuclear rim) can be

Dilution ratio I 1 Positive Undefined

Mixed Pattern

Test name ) AC1_Homogenet
. Nuclear Speckled

Slide 1D AC2_Dense Fine Speckled (DFS70)

4 AC3_Centromere

AC4_Fine speckled

AC5_Coarse/large speckled

Estimated Pattern Nuclear dots

AC6_Multiple nuclear dots i
In all phases, a homogeneous or peripheral

chromatin staining can be seen.

Nucleolar staining is variable,
positive/negative. Some samples may show a
peripheral nucleolar staining.

Worl 023-12- 8 2 N 4 Wells still to be



Ertékelés:

Ertékeld feliileten: paciens azonositd alapjan visszanézhet8ek a korabbi IIF tesztek
képei is az eredmény archivalasbol adoddan - Overview by sample - opcio

Sample ID
Sample ID #1

Sample D
1430296011




 Manualis mikroszképos leolvasassal 6sszehasonlitottuk a HELIOS ajanlasait
ANCA és Hep2 lemezek esetében
Pozitiv/ negativ megitélése, mintdzat becslés

 Eredmény: software 4.0R1
- Hep2 lemezek: 94%, ANCA lemezek: 97% volt a megegyezés a negativnak

- mintazat becslés - ANA: kb. 68-70% Vinedzat, - |HELIOS | Manuils

Homogén 16 23

a szoftver frissités ota jobb lett Gran i TR
Nukleolaris 4 4
Centromer 3 5

Citoplazma 16 13

Citoplazma 0 5
(AMA szer)
Osztodasi ors6 0 2

Negativ 112 105



Frtékelési tapasztalataink

e Ha ugy itéljuk meg, manualis mikroszkopozassal is ellendrizni kell (az
Uj pozitiv mintakat mindig - Hep-2 mintazatok)

e A negativ mintak, ha szerintuink is az, kiadhaté mikroszkopdzas nélkil

* EMA mintak nagyrésze kiadhato csak a HELIOS fotoit atnézve

e LKS lemezeknél tobb esetben is meg kellett nézni mikroszkopban,
-erGsebb fluoreszcencia/fals — infektoldgiai betegek

e Segitséget jelent, hogy mar értékelés kozben a LIS-bdl meg tudom
nézni beteg el6zményeit, anamnézisét, ambulans lapjait, stb.



Osszefoglalas

e Az automata hasznalata meggyorsitja a napi rutin munka folyamatokat,
nagyobb hatékonysagot, megbizhatosagot, pontossagot biztosit.

- ki lehet venni a csoveket az el6készités alatt a mintak kipipettazasa
utan, igy ekdzben mas vizsgalatokat is el tudunk végezni

- éjszaka magara hagyhato a HELIOS (reggel hipos mosas kell!)

- segiti a laboratoriumi dolgozok munkajat, pl. a vonalkddos minta
azonositas kikliszoboli az esetleges minta cserét (betegbiztonsag
novelése), a lemez el6készités alatt tudunk a masfajta autoimmun
vizsgalatokat csinalni (ELISA, blot)

- lemez feldolgozas folyamata alatt korabban elkészult mintakat
kiertékelhetlink



Osszefoglalas

e HELIOS IFA képes helyesen megkiilonboztetni a pozitiv/negativ ANA
és ANCA mintakat

 Jelent6sen csokkenthet6 a mikroszkopozassal eltoltott idd, annak
ellenére, hogy a manualis mikroszképos kiértékelést nem lehet
teljesen elhagyni

e A digitalizalt eredmeényeket tarolja, visszakereshetbek a betegek
korabbi mintai (elvégzett IIF tesztek) egyedi azonositd alapjan (TAJ),
ha az automata online illesztése megtortént (manualis beiras)



K6szonom a figyelmet!



