ANTI-NEUTROPHIL CYTOPLASMIC ANTIBODY (ANCA) TEST SYSTEM

PRODUCT INSERT
‘ 1116 ANCA Kit (ethanol) 24 Determinations
| M M (:O© 1140 ANCA Kit (ethanol) 48 Determinations

1140-2 ANCA Kit (ethanol) 96 Determinations
DIAGNOSTICS 1140-250 ANCA Kit (ethanol) 250 determinations
1141 ANCA Kit (formalin) 48 determinations
1141-250 ANCA Kit (formalin) 250 determinations
1142 ANCA Kit (ethanol+formalin) 48 determinations

An indirectimmunofluorescence antibody test for the detection and semi-quantitation of anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies (ANCA) in human serum. ANCA are found in the sera of patients with necrotizing vasculitides and
hence, serve as an aid to the clinical and other laboratory findings in the diagnosis of these disorders.

SUMMARY AND EXPLANATION

ANCA occur in patients with Wegener’s granulomatosis, microscopic polyarteritis, necrotizing or crescentic
glomerulonephritis, other vasculitides and inflammatory bowel disorders (primarily ulcerative colitis)™!". Indirect
immunofluorescence staining of ethanol fixed neutrophils may exhibit different types of fluorescent staining
patterns. These include:

1. Autoantibodies against cytoplasmic antigens of neutrophils giving a diffuse cytoplasmic staining (CANCA).
2. Autoantibodies against neutrophil antigens giving a perinuclear reaction pattern (pANCA).
3. Common antibodies against nuclear antigens (ANA).

The significance of these two types of ANCA differs’?. cANCA are found primarily in patients with Wegener’s
granulomatosis and microscopic polyarteritis, whereas pANCA occurs in various vasculitic disorders, ulcerative
colitis (UC) and primary sclerosing cholangitis (PSC). Eighty percent of patients in whom pANCA are found have
histologic evidence of vasculitis, UC or PSC. ANCA occur in more than 90% of patients with active generalized
Wegener’s granulomatosis and in 67% of patients with active limited disease. The incidence of ANCA varies
in patients with clinical remission. Patients with active Wegener’s granulomatosis may occasionally be ANCA
negative.

However, in such cases, repeat testing should yield positive ANCA reactions’. The indirect immunofluorescence
microscope method is considered to be the gold standard for detecting ANCA. Antigen fixation of PMN is usually
performed in ethanol. When fixed in ethanol, two types of ANCA staining reaction patterns have been identified:
cytoplasmic (cANCA) and perinuclear (PANCA). The pANCA reactions can be confirmed by repeat testing on
formalin fixed slides where pANCA reactions convert to cANCA whereas ANA reactions either remain nuclear or
become negative on formalin fixation.

PRINCIPLES OF PROCEDURE

In the indirect immunofluorescence method used in this kit, patients’ sera are incubated on optimized preparations
of human neutrophils to allow binding of antibodies to the substrate. Any antibodies not bound are removed by
rinsing the slide. Bound antibodies of the IgG class are detected by incubation of the substrate with fluorescein-
labeled, anti-human IgG conjugate. Reactions are observed under a fluorescence microscope equipped with
appropriate filters. The presence of ANCA is demonstrated by an apple green fluorescence either of the cytoplasm
with a diffuse granular cytoplasmic staining (CANCA) or a perinuclear staining (PANCA). The titer (the reciprocal of
the highest dilution giving a positive reaction) is then determined by testing serial dilutions 3.

PRODUCT INFORMATION

Storage and preparation

Store all reagents at 2-8°C. Reagents are ready for use after equilibration to room temperature.
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Materials provided

[REF] 1116
REF| 1140
[REF] 1140-2

[REF] 1140-250

ANCA Kit (ethanol

24 Determinations

( )
ANCA Kit (ethanol) 48 Determinations
( )

ANCA Kit (ethanol

96 Determinations
ANCA Kit (ethanol) 250 Determinations

6-well Human Neutrophil Substrate Slides [ethanol fixed]
(REF] 1116), 8 slides (1140) 16 slides (1140-2)

10-well Human Neutrophil Substrate Slides [ethanol fixed] (1140-250)
6-well Human Neutrophil Substrate Slides [formalin fixed], (REF] 1141)
10-well Human Neutrophil Substrate Slides [formalin fixed] (1141-250)

12-well Human Neutrophil Substrate Slides [6 ethanol/6 formalin]

cANCA Positive Control, contains human serum with BSA
(1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

pANCA Positive Control, contains human serum with BSA

(REF] 1141, 1142, 1141-250)

Negative Control, contains human serum with BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2) 3 vials (1140-250, 1141-250)

Anti-human IgG FITC Conjugate with Evan’s Blue, contains BSA.
Protect from light ([REF] 1116, 1140, 1141, 1142) 2 vials (1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)

Sample Diluent, contains BSA (1116, 1140-2, 1140, 1141, 1142)
2 vials (1140-250, 1141-250)

Phosphate Buffered Saline (PBS), Dissolve each vial to 1liter.
(REF] 1116, 1140-2, 1140, 1141, 1142) 3 vials (1140-250, 1141-250)

Mounting Medium. Do not freeze ([REF] 1116, 1140, 1140-2, 1141, 1142)
3 vials (1140-250, 1141-250)

1141 ANCA Kit (formalin) 48 Determinations
[REF] 1141-250 ANCA Kit (formalin) 250 Determinations
1142 ANCA Kit (ethanol+formalin) 48 Determinations
4x | SORB [ SLD | 6 |
25 x | SORB | SLD [10]
8 x | SORB [ SLD | 6 |
25 x | SORB | SLD [10]
8 x | SORB [ SLD | 6+6 |
(REF] 1142)
1x0.5ml [CONTROL |+[ANCA|*
1x0.5ml [CONTROL | +] pANCA |*
1x0.5ml -
1x5.0ml |1gG-CONJ | FITC |*
1 x 60 ml *
2vials | BUF | WASH |
1x5.0ml [ MOUNTING | MEDIUM |*
1x12ml

* Contains <0.1% NaN,

Coverslips ([REF] 1116, 1140, 1141, 1142) 2x12 (1140-2)
3x12 (1140-250, 1141-250)

Optional materials available from Immco

6 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed) 2162

16 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed) 2162-16
6 well Human Neutrophil Substrate Slide (formalin fixed) 2186

6 + 6 well Ethanol+Formalin Human Neutrophil

Substrate Slide (ethanol & formalin fixed) 2189

10 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed) 2162-10
10 well Human Neutrophil Substrate Slide (formalin fixed) 2186-10

1 x 0.5 ml cANCA Positive Control*, contains human serum with BSA 2252
1 x 0.5 ml pANCA Positive Control*, contains human serum with BSA 2240

1 x 1.0 ml Evan’s Blue Counterstain

2510
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Symbols used on labels:

Lot number

Catalog number

Use by

Storage temperature
Read instructions for use
In vitro diagnostic use
Manufacturer

Number of Tests

dRBEB>~x[Ff

Material required but not provided
*  Fluorescence microscope

*  Micropipette or Pasteur pipette

* Serological pipettes

e Staining dish (e.g. Coplin jar)

*  Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tube rack
« Distilled or deionized water

e 1 liter container

*  Wash bottle

* Paper towels

e Incubation chamber

WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro Diagnostic Use. All human derived components used have been tested for HbsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-I and found negative by FDA required tests. All human serum specimens and human derived products
should be treated as potentially hazardous, regardless of their origin. Follow good laboratory practices in storing,
dispensing and disposing of these materials'.

WARNING - Sodium azide (NaN,) may react with lead and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
Upon disposal of liquids, flush with large volumes of water to prevent azide buildup. Sodium azide may be toxic if
ingested. If ingested, report incident immediately to laboratory director or poison control center.

Instructions should be followed exactly as they appear in this insert to ensure valid results. Do not interchange
kit components with those from other sources other than the same catalog number from Immco Diagnostics
Inc. Do not use beyond expiration date.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Only serum specimens should be used for this procedure. Grossly hemolyzed, lipemic or microbially contaminated
specimens may interfere with the performance of this test and should not be used. Store specimens at 2-8°C for no longer
than one week. For longer storage, serum should be frozen at -20°C. Avoid repeated freezing and thawing of samples.
PROCEDURE

Test Method

A. Screening

1. Dilute each patient serum 1:20 with the Sample Diluent provided (50 [1 serum + 1.0 ml Diluent). Do not dilute
Positive or Negative Controls. Save the undiluted sera to determine antibody titers if screening tests are found
to be positive.
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2. Allow pouches containing substrate slides to equilibrate to room temperature for 10-15 minutes. Carefully
remove the slides without touching the substrate.

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

4. Invert dropper vial and gentl(Isqueel e to appl( 1 drop (approlimatel 150 [l of the Negative Control to well #1.
Similarl[Jappl( 11 drop of Positive Control to well #2. Avoid overfilling the wells.

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, appl(11 drop of patient’s diluted serum (approlimatel150 [1) to the
other wells. Avoid overfilling the wells.

6. Place the lid on the incubation chamber and incubate slides 30 minutes at room temperature.

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

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 the Conjugate dropper vial and gently squeeze to apply 1
drop (approximately 50 [1to each well.

9. Repeat steps 7 and 8 for each slide.

10. Replace the lid on the incubation chamber. Incubate 30 minutes at room temperature.

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 for 10 minutes. If desired, 2-3 drops
of Evan’s Blue counterstain may be added to the final wash. Repeat for the remaining slides. NOTE: Improper
washing may lead to increased background fluorescence.

12. Remove a slide from the staining dish. Blot the edge of the slide on a paper towel to remove excess PBS. To
prevent slide from drying, proceed immediately with next step while slide is still wet.

13. Mount the coverslip by applying 1 drop of Mounting Medium gently onto each well and place coverslip over
slide. Avoid applying undue pressure and prevent lateral movement of the coverslip.

14. Repeat steps 12 and 13 for each slide.
15. Examine for specific fluorescence under a fluorescence microscope at a magnification of 200x or greater.
Slides may be read as soon as prepared. However, because of the presence of antifading agent in the mounting

medium, no significant loss of staining intensity occurs if reading is delayed for up to 48 hours. Slides should be
stored in the dark at 2-8°C.

B. End point Determination (titration)

A serum positive in the screening test may be further tested following steps 5 through 13 to determine the titer.
Each test run should include the Positive and Negative Controls. Make serial two-fold dilutions starting at 1:20. The
reciprocal of the highest dilution producting a positive reaction is the titer.

Preparation of Serial Dilutions

Number four tubes 1 through 4. Add 1.0 ml of Sample Diluent to tube 1 and 0.2 ml to tubes 2 through 4. Pipette 0.05
ml of undiluted serum to tube 1 and mix thoroughly. Transfer 0.2 ml from tube 1 to tube 2 and mix thoroughly. Continue
transferring 0.2 ml from one tube to the next after mixing to yield the dilutions depicted in the following table:

Tubes 1 2 3 4
Serum 0.05 ml
+
Buffered Diluent 1.0 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2ml
2 2 2
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
Final Dilution 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.
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QUALITY CONTROL

Both a Positive and Negative Control should be included with each test run. The Negative Control should show no
specific fluorescence of the neutrophil, whereas the Positive Control should have 2+ or greater staining intensity
of the cytoplasm of the neutrophil with cANCA positive control and perinuclear with pANCA positive control on
ethanol fixed slides. On formalin fixed slides, the cANCA Positive Control remains cytoplasmic whereas pANCA
reaction will become cytoplasmic.

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

e Turbidity. Discard and use another control

*  Problems with the optical system of the fluorescence microscope. These may include : improper alignment,
bulb beyond useful life expectancy, etc.

* Allowing the slide to dry during the procedure.

INTERPRETATION OF RESULTS

The results of the tests for ANCA should be reported as negative (<20), positive greater or equal to 160, or
preferably, positive with titer and pattern. Read for specific diffuse, granular cytoplasmic staining (CANCA) or
perinuclear staining (pPANCA). Other detectable antibodies include antinuclear antibodies (ANA), which sometimes
may mimic pANCA reactions. ANCA patterns on ethanol and formalin fixed slides are presented at the end of the
document.

LIMITATION OF THE PROCEDURE

In some cases, sera positive for ANCA may either be very weak or negative at the initial screening dilution (prozone
phenomenon).

In such doubtful cases the sera should be screened at higher dilutions and, if positive, antibody titers
determined.

In some cases the presence of two or more antibodies in a serum which are reactive with the same substrate
may cause an interference in their detection by immunofluorescence. This interference may cause either failure to
detect ANCA or suppression of its titer if the interfering antibody has a higher titer than ANCA. The most common
cause of the interference phenomenon in ANCA tests is the coexistence of ANA.

In some patients with Wegener’s granulomatosis, ANCA tests may be negative. In such cases repeat testing may
yield positive results. Patients with Wegener’s granulomatosis on treatment invariably are negative for ANCA.
ANA reactions may sometimes be confused with or mimic pANCA staining. To confirm pANCA reactivity, sera
providing pANCA reactions should be retested either on formalin fixed slides or for ANA on HEp-2 slides. pANCA
specimens on formalin fixed ANCA substrate should give cANCA reactivity, whereas reactions to ANA should be
either negative or remain nuclear. Anti-cytokeratin antibodies may result in false positive cANCA reaction™.

In such cases, indirect IF tests on HEp-2 cells may help in distinguishing pseudo-ANCA from true cANCA
reaction.

The antibody titers do not necessarily associate with disease activity. The results of the ANCA test should be
evaluated in light of clinical findings as the presence or absence of ANCA may not be directly associated with a
vasculitis disorder.

The positive ANCA results obtained by immunofluorescence should be confirmed by ELISA. ANCA of certain
antigen specificities are more indicative of a specific vasculitic disorder. Also, ANCA have been associated with
immunological disturbances other than vasculitis disorders such as ulcerative colitis™®.

EXPECTED VALUES

Sixty-four (64) normal samples were tested for ANCA. All samples were negative for ANCA at 1:20 dilution.

A positive ANCA in the appropriate clinical setting is usefull in the diagnosis of systemic vasculitides and
inflammatory bowel disorders’™"'. cANCA staining occurs most commonly in Wegener’'s granulomatosis and
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pANCA staining in microscopic polyangitis, pauci-immune crescentic glomerulonephritis and ulcerative colitis™"'. In
other vasculitides (polyarteritis nodosa, takayasu disease, giant cell arteritis, Behcet's disease) ANCA are rare or
absent. The incidence of ANCA in Wegener’s granulomatosis and other vasculitides as abstracted from literature
is summarized in Table 1, at the end of the document. In the European ANCA collaborative assay standardization
project, Hagan and his collaborators'® evaluated the usefullness of the indirect IF test towards the diagnosis of
idiopathic system vasculitides. In this study, ANCA was found to be present in 85% of patients with Wegener’s
granulomatosis, of these, 64% were positive for CANCA and 21% for pANCA. The pANCA was more prevalent
than cANCA in microscoping polyangitis (58% vs 23%) with sensitivity of 81% for microscoping polyangitis and
82% for idiopathic rapidly progressive glomerulonephritis.

Of the disease and healthy controls, ANCA was present in 19% and 6% respectively, thus providing a specificity of
76% in disease controls and 94% in healthy individuals. (Table 2, at the end of the document).

However, the positive predictive value of the ANCA tests is much better and more significant if evaluated in con-
junction with clinical signs and symptoms. In an editorial, Jennette Wilmant and Falk'” reported a positive predic-
tive value of 92% in a patient with serum creatinine >3 mg/dl. Similarly, in patients in which the initial positive pre-
dictive value is low, a positive ANCA result increases the likelihood of a disease to a level that may warrant further
eveluation. The authors conclude that ANCA testing in patients with strong clinical evidence for pauci-immune
crescentic glomerulonephritis is most useful for substantiating the diagnosis whereas ANCA testing in patients with
weak clinical evidence is most useful for ruling out the diagnosis.

SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The Anti-Neutrophil Cytoplasmic Antibody (ANCA) Test was compared with another indirect immunofluorescence
ANCA test. The comparison included a total of 129 serum samples obtained from a diagnostic reference laboratory
specializing in the detection of autoimmune diseases. These samples were tested according to the procedures
recommended by the manufacturers. The results are as follows:

Immco™
Positive Negative Total
« Positive 49 0 49
£ Negative 7 73 80
© Total 56 73 129

Relative Specificity: 91%
Relative Sensitivity: 100%
Relative Agreement: 95%

Seven discrepant samples observed by indirect immunofluorescence method above were tested by ELISA for
antibodies to myeloperoxiadase (MPO) or proteinase 3 (PR3) antigens, the two major antigens associated with
ANCA. Of the seven positives on ELISA and negative on the other test kit, all but one tested positive by EL ISA,
suggesting thereby, the true positivity of these samples.

Cross Reactivity:

Antinuclear antibodies (ANA) may exhibit positive reactions on neutrophils. To determine reactivities on neutrophils
of ANA, which may be confused for ANCA reactivity, we tested a total of 25 ANA positive samples of varying
antibody specificities on ethanol, formalin and COMVI slides. All ANA positive sera with the exception of SS-A (Ro)
and SS-B (La) antibody specificities, showed nuclear reactions. These ANA reactions either remain nuclear or
become negative on formalin fixed slides.

Reproducibility

Studies were performed to demonstrate intra and inter-assay variability. Four ANCA positive (two each of ¢ and
p ANCA) and one ANCA negative sera were tested starting at a 1:20 dilution to endpoint. They were tested
on 3 different lots each of ethanol, formalin and COMVI slides for four days to determine intra as well as inter-
reproducibility. Negative samples remained negative and positive samples provided the expected titer.



LYZTHMA ANAAYZHZ ANTIZQMATQN KATA TOY KYTTAPOUAAZMATOZ TQN OYAETEPOOIAQN (ANCA)

ENGOETO T POIONTOZ
1116 T AKCA (aiBavoAn) 24 Mpoodiopiopoi
‘@ 1140 [ur AKCA (aibavéAn) 48 Mpoadiopiouor
”Vl MCO 1140-2 it AKCA (aiBavon) 96 Mpoodiopiopoi
DIAGNCSTICS 1140-250 (it AKCA (aifavéAn) 250 Mpoadiopiopol

1141 it AKCA (popuoAn) 48 MNpoadiopiouoi

1141-250 it AKCA (9opu6An) 250 Mpoadiopiopioi
1142 it AKCA (aiBavoAn + popudAn) 48 Npoodiopiooi

AvdAuon avTiow GTwv €[ kcou avooo@Bopio bU yia TNV Avixveuon Kal Tov nNLI-TToCOTIKO TTPoadIopic & Twv
AVTIOW[ATWV KATd TOU KUTTAPOTTAGC [ 010G TV oudeTEPOPIAWY (ANCA) og opd avBpwtrou. Ta ANCA el pavilovTal
oTOoV 0p6 A0BEVWYV (€ VEKPWTIKN QyYENTIOO Kal TTO £vwg, uttoonBouv o ouvduacl 6 (€ Ta KAIVIKG Kal GAAa
gpyaoTnplokd eupriLata otn dIdyvwan auTwy Twv SIaTAPAaXWV.

UEPINHYH KAI ELIEEHIHZH

Ta ANCA el pavifovtal o aoBeveig [ € KOokkIw dtwaon Wegener, [IKpOOKOTTIKA TTOAUAPTNPITIOQ, [ € VEKPWTIKN N
Taxéwg eEEAICOO( evn OTTEIPAl OTOVEPPITIOA, [ € AAAEG AYYEITIOEG KAl PAEY[ IOVWDEIG VOOOUG TOU EVTEPOU (KUPiwG [ €
eAkwON KoAITda)' . H xpwon éCeaou avoco®Bopio[oU TwV oUDETEPOPIAWY TTOU £XOUV CovIL0TToINOEi [t aiBavoAn
evOéxeTal va el pavioel dIa@opeTIKOUG TUTTOUG TTPOTUTTWV XPwWang ¢Bopic oU. Z& autd oul TTepIAal BdavovTal:

1. AuToOvTIOW aTA KOTG TWV KUTTAPOTTAACT OTIKWY avTIyOvwy TwV OUdETEPOPIAWY TToU €[ pavifouv [1a didxuTtn
KutTapotrAac aTikf xpwaon (CANCA).

2. AutoavTiow[ oTa Katd avTiyovwy Twv oudeTEPOPIAWY TTou £ avifouv éva TTPOTUTTO TTEPITTUPNVIKAG XPWONG
(PANCA).

3. Koiva avtiow[ata katd TTupnvikwv avtiyovwy (ANA).

H onCaocia autwyv Twv d0o 10TV ANCA cival diagpopeTikii™2. Ta cANCA elpavidovTal Kupiwg oe aoBeveig [k
KOKKIW[ dtwaon Wegener kai [IkpookoTtmikf TToAuapTnpitida, vy Ta pANCA el pavifovtal o€ SIGQOPEG AYYEIAKES
dlatapax£g, aTnv eAKWdN KoAimida (EK) kal atnv TTpwTotrabr okANpuvTIKr XoAayyelimida (MZX). OydovTa T0IG eKaTd
Twv a0Bevwyv oToug otroioug aveupiokovtal pPANCA el pavifouv I0TOAoYIKEG evOeigelg ayyelimdag, EK R MEX. Ta ANCA
el pavifovtal o ToooaTd dvw Tou 90% Twv aoBevwv [ € evepyo YeVIKEUl £vn KOKKIW dTwon Wegener kai 610 67%
Twv aoBevwy [ € evepyd Treplopiol €vn vooo. H ouxvétnta €l pdviong ANCA og aoBeveig [€ KAIVIKR UQET TTOIKIAEL.
AoBeveig [ € evepyd Kokkiw dTwan Wegener evdéxeTtal TrepioTaciakd va BpeBolv apvnTikoi yia avTiow ata ANCA.

QOoTO00, € QUTEG TIG TTEPITITWOEIG, N ETTAVAANYN TNG £€ETaong Ba TTPETTEl va SO el BETIKEG avTIOPATEIS VIO AVTIOW [ aTa
ANCA'". H €68000¢ [kpookdTTNOoNG £ 00U avooo®BopiooU Bewpeital wg n kaAlTepn [£6000G avixveuang
avtiow atwv ANCA. H [ovillotroinon tou avTtiyévou oTo TToAUl op@ottupnvo AcukokUTTapo (PMN) cuvABuwg
Tpay aToTtrolgital o€ SiIdAUL a aiBavoAng. Katd tn [ovilotroinon [ didAul o aiBavoAng, £€xouv avayvwplioTei U0
TUTTOI TTPOTUTTWYV avTIOpdoewg Xpwaong Twv ANCA: n kuttapottAac L aTiky (CANCA) kai n epirupnvikr (PANCA).
O1 avmidpdoeic pANCA [mopouv va empBeRaiwbouv € TNV emavaAnywn TNS avaAuong o€ avTIKEIL EvOQOPOUG TTOU
éxouv [ovil oTToINBei oe @opl BAN, omdTe 01 avTidpdoeig pANCA [etamitrtouv oe CANCA, evw ol avTidpdaoeig ANA
€iTe TTapal Evouv TTUPNVIKEG €iTE yivovTal apvnTIKEG [ € Tn [ovIL OTToinoN 0€ @OpP OAN.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

>1n [£€60d0 &[] goou avooo@Bopia oU TTou XPNOoILOTToIEITalI 0€ auTd TO KIT, Ol OpOi Twv aoBevwy eTTwAlovTal
oe BeATioToTrOIN[ VO TTOPOOKEUAC aTa OUBETEPOPIAWY AvBPWTTOU, TTPOKEIL £Evou va emmiTeuxBei O€al euon
TWV avTiow[dTwv oTo uTtooTpwla. Ta avriow! oTa TTou dev deol gvovTal arrol akpuvovTal [ €KTTAUON TNG
avTikel evo@opou. Ta avriow ata Ta¢ng IgG tmou £xouv deal EuBei avixvelovTal [€ TNV ETTWACN TOU UTTOOTPW [ OTOG
(€ ouCeuKTIKO avTiow [ a katd Tng avBpwTivng IgG onlacl €vo [ € pAhouopeokeivn. O1avTidpdaoelg TTapakoAouBouvTal
(€ [IKpOOKOTTIO OOopIc U TTou dlaBéTel Ta KATAAANAa @iATpa. H TTapouaia ANCA SiammoTwveTal [ € TNV TTApoudsia
@BopIc0U évTovou TTPACIVOU XPW  ATOG €iTE TOU KUTTAPOTTAACLITOG, (€ OIAXUTN KOKKIWAN KUTTAPOTTAQC OTIKA
xpwon (CANCA), eite [ mepimmupnviki xpwon (PANCA). Z1n ouvéxela, kaBopidetal 0 TITAOG (TO avTioTPOPO TNG
uwnAOTEPNG apaiwang TTou £dwae BeTIK avTidpaaon) (€ avdAucon dIadoXIKWY apalloewy 3.
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CAHPO®OPIEZ [ POIONTOZ

®UAagn Kal TTpoETOIMATia

OAa T1a avridpacTipia @uAdooovTal otoug 2-8°C. Ta avTidpacTrpia gival £TolLa yia Xprion, agou ¢TaC0ouV O€

Bepokpaacia dwlaTiou.

YAIKA TTOU TrapéXOoVTal

1116 KiT ANCA (aiBavoAn) 24 Trpoadiopio! o
1140 Kit ANCA (a1BavoAn) 48 Trpoadiopiol oi
1140-2  Kit ANCA (aiBavoAn) 96 TTpoadiopiol oi
1140-250 Kit ANCA (auBavoAn) 250 TTpocdiopio o

1141 Kit ANCA (pop6An) 48 TTpoadiopio oi

1141-250 Kit ANCA (aiBavéAn) 250 TTpocdiopicl oi

1142 Kit ANCA (aiBavoin + @op6An) 48 TTpocdiopiol o

4 x [SORB[SLD ] 6 | AVTIKEITEVOPOPOI UTTOOTPW I OTOG OUBETEPOPIAWY avBpwTTou [t 6
QVTIKEIEVOPOPOUC [CoviCoTroin £veg [t aiBavoAn] ([REF] 1116) 8 slides
(1140) 16 slides (1140-2)

25 x [ SORB [ SLD [10] AVTIKEILEVOPOPOI UTTOOTPW LATOG 0UdeTEPOPIAWY avBpwTiou (€ 10
avTIKEI EVOPOpoUC [CoviCoTroin£vec [t goplOAn] ([REF] 1140-250)

8 x [SORB[SLD] 6 | AVTIKEITEVOPOPOI UTTOOTPWI OTOG OUBETEPOPIAWY avBpwTTou [ 6
AVTIKEI EVOPOPOUC [CoviCoTroin £veg [t pop OAn] (REF] 1141)

25x | SORB | SLD |10| AVTIKEI EVOQOPOI UTTOOTPW [ ATOG OUSETEPOPIAWY avBpwTrou (€ 10
AVTIKEI EVOPOPOUC [FoviToTroin €vec (€ popl ©An] (REF] 1141-250)

8 x | SORB | SLD | 6+6 | AVTIKEIT EVOQOPOI UTTOOTPW ATOG OUSETEPOPIAWY avOpwWTTOU [ €

1x0,5ml [CONTROL |+ [ANCA|*

1x0,5ml [cONTROL [ +[ pANCA |*

1x05m [CoNTROL]-]*

1x5,0ml [1gG-cONJ [ FITC |*

1 x 60 ml *
2 gk

1x5,0ml [(MOUNTING [ MEDIUM |*

Tx12ml

* MNpoooxn: mepiéxel <0.1% NaN,

12 avTIkeI Evopdpouc [6 [€ aiBavoAn/6 (e popl6An] (REF] 1142)
AidAu o BeTikoU eAéyxou cANCA TTou TTepIEXEl 0pd avOpwTToU [ €
BSA ([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

AidAuLa BeTikoU eAéyxou pANCA TtToU TTEPIEXEI OPO OVBPWTTOU [€
BSA ([REF] 1141, 1142, 1141-250)

AiGAula apvnTiKoU €Aéyxou TTou TTEpIEXEl 0pd avBpwTrou € BSA
(REF] 1140, 1141, 1142, 11186), 2 vials (1140-2),

3 vials (1140-250, 1141-250)

>uCeukTIKO avtiow! o FITC katd Tng avBpwivng IgG (€ XpwoTIKA
Evans Blue. Na TrpooTareUeTal ommé 10 gwe. ([REF] 1140, 1141,
1142, 1116), 2 vials (1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)
AlGA\u o apaiwong SerydTwv Tou Trepiéxel BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials (1140-250, 1141-250)
PuBioTik6 S1aAul a pwoopikwy (PBS). AiaAUoTe kKGBe @iaAidio
éwg 6yko 1 Aitpou. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2)

3 vials (1140-250, 1141-250)

Méoo emmkdAuwng. Na [ nv katayoxetal ((REF] 1140, 1141,

1142, 1116, 1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

KahuTrtpideg (REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 (1140-2)
3x12 (1140-250, 1141-250)

[podIpETIKG UAIKA TToU SiaTiBevTton atré Tnv MO
AVTIKEIL EVOQOPOC UTTOOTPW [ ATOG OUSETEPOPIAWY avBPWTTOU [ € 6 KUYWENIDES

(CoviCotroin[ €vn [€ a1BavoAn) 2162
AVTIKEIL EVOQOPOG UTTOOTPW( 0TOG OUSETEPOPIAWY avOpwTTOU [ € 16 KuWeAideg

(CoviLotroin€vn L€ aiBavoAn) 2162-16
AVTIKEI EVOPOPOG UTTOOTPW ATOG OUSETEPOPIAWY avOPWTTOU [ € 6 KUWENIDEG

(Covilotroinl €évn [ € @opl OAN) 2186
AVTIKEI EVOQPOPOG UTTOOTPW  0TOG OUSETEPOPIAWY avOpwTTOU (€ 6 + 6

KUuweAideg e a1BavoAn kai @opl 6An (LoviLotroin€vn L€ aiBavoAn kai @opl6An) 2189
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AVTIKEI EVOQOPOG UTTOOTPW! OTOG OUSETEPOPIAWY avBpwTTou [ € 10 KUWeNIDES

(Covil oo £€vn (e ciBavoAn) 2162-10
AVTIKEI EVOPOPOG UTTOOTPW! OTOG OUDETEPOPIAWY avBpwTToU [ € 10 KUWEAIDEG

(Covil oo €vn [E @op OBAN) 2186-10
1 x 0,5 ml AidAuCa BeTikoU eAéyxou cANCA* TTou Trepiéxel opd avBpwTiou [ BSA 2252

1 x 0,5 ml AidAuLa BeTikoU eAéyxou pANCA* TTou Trepiéxel opd avBpwTrou € BSA 2240

1 x 1,0 ml Emixpwon Evans Blue. 2510

ZUuBOAA TTOU XPNOIHOTTOIOUVTAI OTIG ETIKETEG:
ApIB16¢g TTapTidag

ApIBL6¢ katahdyou

Hlepol nvia Ajgng

O¢epl oKpagia aTToBAKELUONG

AloBdoTe TIg 0dnyieg xprong

In vitro diayvwaoTIKn Xprion

KataokeuaoTrg

4R E P>~ [E[

ApIB[6¢ avaAloewv

ATraiToUpeva UAIKA TTou dev TTapEXOVTAL

*  Mikpookdtrio Bopic oU

*  Mikpomméra i mméta Pasteur

e OpoloyikEg TITTETEG

e TpuPAio xpwong (11.X. doxeio Coplin)

*  Mikpoi dokil aoTIKOi CWARVES dlaoTdoewy 13 X 75 mm Kal QopEAG OOKIT ACTIKWY CWARVWV

e AmeoTayl €vo f atmovicl €vo vepo

*  TlepiékTng £vog Aitpou

e ®idAn ékTTAUCNG

e AToppo@nTIKA XapTId

*  OdAalog emwaong

[IPOEIAO[IOIHZEIZ KAl T PO®YAAZEIZ

Ma in vitro diayvwaoTikA Xprion. OAa Ta ouoTaTIKA avBpwTTIVNG TTPOEAEUONG TTOU XPNOILoTToIoUVTal £XOUV eAEYXOEi
yla Tnv TTapouaia Tou avtiyévou HbsAg, Twv 1v HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kal Tou 100 HTLV-1 kai £xouv BpeBei
apvnTIKG, oUlpwva [ TIG €€eTdaelg TTou atraitei o Opyaviol16g Tpoeiiwv kai Gapldkwv Twv H.M.A. (FDA).
OAa T1a deiy ata avBpwTTivou opoU Kal T TTPOIdVTa avBpwTTivng TTPoEAEUCNG Ba TTPETTEN va avTIL ETWTTICOVTal WG

duvnTIKA eTTIKiVOUVA, aveEdpTnTa aTTd TNV TTPOEAEUCT] TOUG. AKOAOUBAOTE TIG OPOEG EPYATTNPIAKES TTPAKTIKEG KATA
™ QUAAEN, TNV £yXUON Kal TNV ATTOPPIYN TWV UAIKWV auTwV'™.

MPOEIAOMNOIHZH — To agidio Tou vartpiou (NaN,) evdéxetal va avnidpdoel (€ owAnvwoelg amé [6AuBdo 1
XOAKO Kal va oxnloTioel IoXupws eKpNKTIKG adidia [eTAAAwV. KaTtd Tnv amoppiyn uypwy, eKTTAUVETE [€ [£yAAEG
TTO0OTNTEG VEPOU, E€TOI WOTE va atmo@euxBei N cucowpeuon adidiwv. To alidio Tou vaTpiou evOEXETAI va eival
TOgIKO O€ TTEPITITWAON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON KATATTOONG, AVOQEPETE Al £0WG TO TTEPIOTATIKO GTO dIEUBUVTH TOU
€PYaoTNPiou 1 aTO KEVTPO EAEyXOU dNANTNPIACEWV.

MNa 1 diIac@dAAion EyKupwv atroTEAET ATWY, aKoAouBnoTe TIG 0dnyieg akpIBwg OTTWG €l pavifovtal o€ autd TO
€vBeTo. MV evOANGOOETE T CUCTATIKA TOU KIT [€ OUOTOTIKA AAANG TTpoéAeuang TTou dev €xouv Tov idlo aplBl 6
KataAdyou TG Immco Diagnostics Inc. Mnv 1o xpnoilotroigite [eTd TNV TTapéAeuon TN nepolnviag Afgng.

ZYAAOI'H KAI [TPOETOIMAZIA AEIrMATOZ

Oa TpETTEl va Xpnaoll otrolouvTal [6vo deiyl aTta opou yia auTh T diadikacia. Agiy aTa TTou £XOUV UTTOOTE [ eydAou
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BaBlou ailibAucn, Airailikd A deiyl ata [IoAucéva [€ [IKpORIa evdEXETAl VO ETTNPEGCOUV TV aTTODOCN QUTAG
NG avaAuong kai dev Ba TTpémrel va xpnol otrololvtal. PuAdgte Ta deiylata oe Beplokpacia 2-8°C, e OxI
TEPIOCTOTEPO atro [ia efdolIdda. MNa @UAagn [eyaAuTtepng SIGPKEIOG, 0 0pdg Ba TTPETTEI va KaTawuxOei aToug -
20°C. Na atrogeuyeTal n eTavelAn | évn Katdywuén Kal ammowuén Twv dely aTwv.

AIAAIKAZIA
MéBodog avaAuong
A. AvdAuon SiaAoyRg

1. ApaiaTte Tov 0pd kGBe agBevoug oe avaloyia 1:20 (& 1o diIGAULa apaiwaong delydTwyv TTou Trapéxetal (50 [
opoU + 1,0 ml didAul o apaiwaong). Mnv apaiwvete Ta SIaAU aTa BeTikoU | apvnTikoU eAéyxou. PUAGETE TOUg
adIdAuToUG 0poUg yia va KaBopPioETE TOUG TITAOUG avTIow! dTwyv, €dv ol avaAuoelg dialoyrg BpeBoulv BETIKEG.

2. AgnoTe TIG BriKeEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QVTIKEI EVOPOPOUG Tou uTTooTpw! atog €1 10-15 AeTTTd, TTPOKEIl Evou
va @Tdoouv o€ Beplokpacia dwl aTiou. AQaIPECTE TTPOCEKTIKG TIG QVTIKEIL EVOPOPOUG XWPIG va ayyieTe TO
uTTOCTPW Q.

3. Znldvete TIG QVTIKEIL EVOPOPOUG Kal TOTTOBETACTE TIG O¢ €éva BAAal 0 €TTWACNG TToU €xeTe KOAUWel [€
atmroppo@nTIKG XapTi dlaBpeyl €vo (£ vEPO yIa va ATTOTPEWETE TUXOV aTTOENpavan.

4. AvaoTpéWTe TO OTAYOVO[ ETPO KAI TTIECTE TO EAAPPA yia va TTpocBéoeTe 1 oTayova (Trepitrou 50 [1) Tou S1IaAU aTog
apvnTIkoU eAéyxou aTnv KuWeAida utr apiBLd 1. Me Tov idio TpdTTo, TTpoaBéoTe 1 aTayéva dIaAULaTog BETIKOU
eAéyxou ANA oTnv KuweAida utr’ apiB 6 2. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTAPWON TWV KUWEAIdWV.

5. Xpnoilomoiwvtag [la Cikpotmmméra | mimméTa Pasteur, TTpooBéoTte 1 oTtayova atrd Tov apaiw €vo opd Tou
aoBevoug (trepitrou 50 1) oTIg UTTOAOITTEG KUWENIDEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV KUYWEAIdWV.

6. TotmoBeTOTE TO KOTTAKI 0TO BAAA[ O ETTWACNG KOI ETTWACTE TIG AVTIKEI EvO@Opoug £1Ti 30 AeTTTd 0€ Bep OKpaoia
dwl ariou.

7. AogaipéoTe [lia avTikel evo@opo atd 10 BdAal o emwaong. KpatAote Tnv avTiKEIl EvOQPOpo atmd To GKPO
TToU @épel Ta oToIxeia kal ekTTAUveTe [ Trepiou 10 ml PBS xpnoilommoiwvtag [ia TTTTETA 1 eKTTAUVETE
TNV avTIKEIL EvOoQOpo o€ KUTTEAAO TTou Trepiéxel PBS. Mn xpnoilotroigite @IidAn ékmmAuong. MetagépeTe TV
QavTIKEIL EVvOPOpo al €owg aTo doxeio Coplin kai ekTAUveTe €T 10 AeTrTd. ETravaAdBere tn diadikaoia [ OAeg
TIG UTTOAOITTEG QVTIKEILEVOPOPOUG.

8. AoaipéaTe TIG avTiKEI Evo@opoug atmmd To doxeio Coplin. ZTummwoTe TNV AKPEN TNG QVTIKEIL EVOPOPOU [ €
aTroppPOPNTIKO XaPTi yIa va a@aipéceTe TNV Trepioaeia PBS. TommoBetriate TNV avTikell evo@opo ae BAAal o
eTTWaoNG. AvaoTpéywTe al €0wWg TO OTAYOVO[ ETPO TOU GUCEUKTIKOU AVTIOW! OTOG Kal TECTE TO [AAAKA yIa va
mpooBéaete 1 oTaydva (repitrou 50 [1) oe kABe KuyweAida.

9. EmavaAdBete Ta BrloTta 7 ko 8 yia KABE avTIKEIL EVOQOPO.
10. ToroBeTrOTE €K VEOU TO KATTAKI 0TO BAAa 0 emwaong. ETrwdoTe etmi 30 AeTTd 0 Bepllokpacia dwl aTiou.

11. AgaipéoTe [ia avTikell vo@opo atrd 1o BdAal 0 eTTwaong. KpatioTe TNV avTiKEIL EvoQOpo atrd To AKPO TTou
@épel Ta oToixeia Kal el BarmTiote TNV o€ éva KUTTEANO [ € PBS yia va a@aip€oeTe TNV TTEPICOEI0 GULEUKTIKOU
avTiow aTog. TOTTOBETAOTE TIG QVTIKEI  EVOPOPOUG OE £€va OioKo xpwaong TTou TrepiExel PBS emmi 10 Aetrtd.
2-3 oTayoveg emixpwaong Evans blue otnv TeAikA ékTAUGH. ETTavaAdBeTe yia TIG UTTOAOITTEG AVTIKEIL EVOQOPOUG.
ZHMEIQZH: Tuxdv akatdAAnAn ékTAucn evdéxeTtal va TTpokaAéael augnévo @Bopio 6 uttofdBpou.

12. AgaipéaTe [ia avTikel evo@opo amd 1o OiOKO XPpWwong. ZTUTTWOTE TNV GKPn TNG QVTIKEIL EVOPOPoU [ €
aTTOPPOPNTIKO XapPTi yia va agaipéoeTe Tnv Trepicocia PBS. MNa va atroTpéyere TUXOV atroénpavon Tng
OVTIKEIHEVOPOPOU, TIPOXWPNOTE AUHECWG OTO ETTOMEVO BAHA, EVOOW I AVTIKEIMEVOPOPOG Eival AKOMN
uypn.

13. E@apl 6aTe TNV KOAUTTTPIOO TTpOCBETOVTAG 1 oTAYOVA [ £00U ETTIKAAUWNG O DIO[ DPPA ETTAVW OTNV KAAUTITRIOA
Kal TOTTOBETACTE TNV TTIAVW OTNV QVTIKEILEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV £QApP 0y AOKOTING TTIEONG KAl ATTOTPEYTE
TNV TTAEUPIKN) TTiECN TNG KAAUTTTPISAG.

14. EtravaoAdpete Ta BrilaTta 12 kai 13 yia KABe avTiKEILEvopOPO.

15. E€etdoTe yia €101kd @BopIa 6 [€ [IKpookOTo @Bopio oU o€ [eyéBuvon 200x A [eyaAlTepn.
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O1 avTikel evo@opol [TTopouv va diapacTtouv [BAIG TTpoeToll acgTouv. QoTdoO0, e€QITiag TNG TTAPOUTiag TTapdyovTa
TTpooTaciag BopIc U oTo €00 KaBAwaonNg, dev el pavieTal onl AvTIKN ATTWAEIA TNG £VTOONG TNG XPWONG, €AV N
avdayvwaon kaBuoTteprioel £éwg kal 48 wpeg. O1 avTiKel evopopol Ba TTPETTEI va QUAAOTOVTAl G OKOTEIVO XWPO, OF
Bepl okpaaia 2-8°C.

B. KaBopiopuog TeAikou onueiou (TiTAod6TnoN)

‘Eva opdg 1Tou Ba Bpebei BeTIkOS 0TV avdAuaon Sialoyng [mopei va avaAuBei Trepaitépw, akoAoubwvTtag Ta Brilata
5 €¢wg 13 yia va kaBopioTei o TiTAog Tou. KaBe ocipd avdAuong Ba mrpétmel va repIAal BAvel Ta dIaAUl aTa BETIKOU
Kal apvnTIKoU gAéyxou. EkTeAEaTe DladoyIkES DITTAEG apaiwaelg EekivwvTag atrd Tnv avaloyia 1:20. O TiTAog €ival
TO QVTIOTPOYO TNG UYWNAOTEPNG apaiwaong TTou €dwaoe BETIKN avTidpaaon.

[Ipo€TOINOTIO TWV S1080XIKWYV APAIWOEWV

ApIB[ AoTe TEoOoEPpa owANVApIaammo 10 1 £wgTo 4. MpooBéaTe 1,0 mldiaAl [ laTog apaiwaong dely GTwyv aTo cwAnvApIo
1 ka1 0,2 ml o1a cwAnvdpia 2 éwg 4. Metagépete [ mméTa 0,05 ml [N apaiw €vou opoU aTo cwAnvdpio 1 kai
aval igre emeAws. Metagépte 0,2 ml atrd 10 cwAnvdpio 1 aTo CwAnvdplo 2 Kal ava igTe eTTILEAWDG. ZUveXIOTE TN
[eTagopd 0,2 ml atmd 10 éva cwANvApIo OTO ETTOIEVO [€TA aTTO avdlign, TTPOKEIL £VOU Va ETTITUXETE TIG APAIWOEIG
TTOU ATTEIKOVICOVTAI OTOV TTOPOKATW TTIVOKA:

ZwAnvdpio 1 2 3 4
Opog 0,05 ml

+
Apaiwrikd 1,0 mi 0,2 ml 02m  02m
PUBUIOTIKO

£ 2 =

MeTagopd 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
TeAIKn apaiwon 1:20 1:40 1:80 1:160 KATT.

EAEMXOz [IOIOTHTAZ

Kdbe oeipd avdAuong Ba rpéTrel va repiAal Bdvel TOoo To OIGAUL a BeTIkoU 600 Kail To SIGAUL G apvnNTIKOU EAEYXOU.
To diIdAulL o apvnTikoU eAéyxou Ba Trpétrel va [nv Trapouaiddel €10IKG @OopIo 6 TOU OUDETEPOPIAOU, EVW TO
OIGAU [ BeTIKOU eAéyxou Ba TTpETTEl va TTapouaiddel Eviaon @Bopial ol TOu KUTTAPOTTAAC [ aTOG TOU OUBETEPOPIAOU
2+ 1 LeyaAuTepn L€ O1dAul o BeTikoU gAéyxou cANCA kal Trepimrupnvikr L€ didAula BeTikou eAéyxou pANCA o€
QVTIKEIL EVvOQOPOUG TTou €xouv [ovilotroinbei (€ aiBavoAn. Ze avTikell Evo@Opoug TTou €xouv [ovil oTroinbei [
@opl6AN, 0 PBopPIC6G Tou dIaAUL aTog BeTIKOU eAéyxou CANCA TTapal ével KUTTAPOTTAAC OTIKOG, EVW N avTidpaon
pANCA Ba yivel KUTTOPOTTAQG [ ATIKH.

Edv dev AdBete Ta avalevoleva amoteAéol ata, Ba Trpémmel va emavaAdpBeTe Tnv avdAuon. Edv ouveyiouv va
el pavifovtal avetrapkr) atmoteAécloTa [ Ta SIOAUL aTa eAEyXOU, QUTA evOEXETAI VO OPEIAOVTAI OFE:

*  OoAepdTnTa. ATTOpPIWTE TO KAI XPNOILOTToINCTE £€va AAAO SIGAULa EAEyXOU.

* TpoBAALata (€ To OTITIKO oUCTNL  TOU [ IKPOOKOTTIOU PB0opIc 0U. Z& auTd evOEXETAI va oul mepIAal BdavovTal:
aKaTaAANAN euBuypdion, TTapéAeuan TNG WEEAILNG BIAPKEIOG (WG TNG AUXViag, KATT.

*  Amo&nApavon Tng avTikel evo@opou Katd Tn dIdpKeIa TNG diadikaaiag.
EPMHNEIA TQN ACOTEAEZMATQN

Ta atmmoteAéc oTa Twv avaAuoewv yia ANCA Ba TTpETTel va ava@EpovTal wg apvnTIKA (<20), OeTIKA ([ eyaAuTepan ica
[€ 160) A katd TTpOoTil NoN, BeTIKA [ € TiTAO KaI TTPOTUTTO. ECeTdOTE YyIa 181K SIdXUTN KOKKIWAN KUTTAPOTTAAC [ OTIKN
xpwon (cCANCA) ) yia mrepimrupnvik xpwon (pPANCA). Z1a utréAoITTa avTicwaTa TTou [ITopouv va avixveubouv
epIAal BavovTal Ta avTiTrupnvika avtiow ata (ANA), Ta otroia [EpIKEG @opég [ ouvTal TIg avTidpdoelg pANCA.
Ta mpéTuTTa TwvV ANCA 110U £X0UV [ OVII 0TTOINBET OE AVTIKEI EVOQOPOUG [ aiBavoAn kal @op OAn TTapouaidlovTal
0T0 TEAOG auTOU TOU EVTUTTOU.
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[IEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

> € opIo[ Eveg TTEPITITWOEIG, 0poi BeTIKoi yia ANCA evOEXeTal va € @avioToUV TTOAU aoBEeVEiG i apvnTIKOi GTNV apXIKNA
apaiwan diahoyAg (Qaivol evo TTpolwvng).

> TETOIEG Ol PIBOAEG TTEPITITWOEIG, 01 opoi Ba TTPETTEl va eEeTACOVTAI € UWNAOTEPES APAIWTEIG, KAl €AV BpeBouv
BeTikoi, va kaBopifovTal ol TITAOI TWV avTICW [ ATWV.

>€ OpIO[ £VEG TTEPITITWOEIG, N TTapouaia U0 1| TTEPICTOTEPWY AVTIOW [ ATWV 0t évav opod, Ta oTroia avTidpouyv [ € TO
id10 uTTOoTPWI O, EVOEXETOI VO TTNPEACEl TNV aviXvEUoH Toug [ avooo@Bopiol 6. AuTh n eTTidpacn evOEXETAI va
TpokaAéael €ite aduval ia avixveuang ANCA eite [ giwaon Tou TiTAOU, €dv TO avTiow( a TTou eMOPA £XEl [ EYaAUTEPO
TiTAo a6 10 ANCA. H 110 ouvnBiol €vn aitia Tou @aivol €vou Trapel BoARg ae avaAuoeig ANCA eival n ouvitrapén
ANA.

> oplol €voug aoBeveig [ € kokkiw dTwon Wegener, ol avaAioeig ANCA evdéxeTal va gival apvnTIKEG. 2€ QUTEG TIG
TTEPITITWOEIG, N ETTAVAANWN TNG eE€Taong evoExeTal va dwaoel BeTIKG attoTeAéol aTa. O1 aoBeveig (€ KOKKIW GTWwonN
Wegener utr6 aywyr givail LoviLa apvnTikoi yia ANCA. O1avTidpdoeiG ANA evBEXETAI OPIT L EVEG POPES VA EKANPBOUV
eo@al £va wg xpwon ANCA R va [ ouvtar Tn xpwon ANCA. Ta va emBeRaiwdei n avnidpaoTtikdtnTa TNG pANCA,
ol opoi TTou €l pavidouv avTidpdoelg pANCA Ba TTpéTTel va eTTaveLeTALOVTOI €ITE OE AVTIKEIL EVOQPOPOUG TTOU £XOUV
[ovi[otroinBei [ € @op OAN eite yia avriow ata ANA o€ avTikel evopopoug [ kUTTapa HEp-2. Ta deiyata pANCA
TToU €X0UV [ovil oTToInBEi [€ @opl 6An oe utooTpw o ANCA Ba TrpéTrel va el pavioouv avTidpacTikoéTnTa cCANCA,
evw ol avTidpdoelg yia Ta ANA Ba TTpéTrel va gival €iTe apvnTIKEG €iTe va TTapal givouv TTUPNVIKES. Ta avTiow oTa
KaTd TNG KUTOKEPQTIVNG eVOEXETaI va dnloupyrhoouv Wweudwg BeTIk avTidpaaon yia CANCA'S.

2€ QUTEG TIG TTEPITITWOEIG, Ol avaAuoelg €[ eoou avooo®Bopicl oU oe kKUTTapa HEp-2 evdéxetal va oul BaAlouv
otn didkpion TnG «weudo-ANCA» atd Tnv aAndn avtidpaon cANCA.

O 1iTAoI Twv avTiow! dTwv de oxeTifovial amapaitnTa (€ TN dpacTtnpidéTnTa TNG vooou. Ta amoTeAécl ara Tng
avdAuong ANCA Ba mpétrel va agloAoyouvTal uttd To TIpicl a Twv KAIVIKWYV gupnldTwy, Kabwg n TTapouadia f n
atrouaia ANCA evdéxeTal va [ n oxeTiCeTal Al eca (€ [la diatapaxr TUTToU ayyelTidag.

Ta BeTika amroteAéolata ANCA 1mou Aal BdvovTal € avooco@Bopicl 6 Ba Trpétrel va emBeRaiwvovTal (g ELISA.
Ta avriowata ANCA [€ ouyKekpI[ EVEG aVTIYOVIKEG €I0IKOTNTEG gival TTEPICOOTEPO EVOEIKTIKG [10G OUYKEKPIL EVNG
diatapaxng Tutrou ayyelimndag. Emiong, Ta ANCA £xouv OXETIOTEI [ € AvOOOAOYIKEG BlaTapaxEG TTEPAv TNG ayyelimdag,
OTTWG N EAKWANG KOAITIBA™ 8.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

E¢AvTa 1€é00epa (64) pualoloyikd Seiyata avaAibnkav yia ANCA. OAa ta deiylata ATav apvnTikd yia ANCA og
apaiwon 1:20.

Mia BeTikr) ANCA, uTt6 Tig KOTAAANAEG KAIVIKEG GUVBRKEG, €ival XpAaoll N yia Tn didyvwon cuoTn aTIKWV ayyeiTidwv
Kal @Aey Covwdwv voowv Tou eviépou’ . H xpwan cANCA e[pavileTal cuxvéTepa oTnV KOokkiw aTwon Wegener
kai n xpwon pANCA oTn LIKPOOKOTTIKN TroAuayyelimida, oTnv Toxéwg efeAloadlievn oOTrElpal aTtovepiTida
XWpPIG avoooou A&y aTa Kal oTnV €AKWON KOAIMda™ . Ze dAAeg ayyelimideg (0dwdng TToAuapTNPEITIOAG, VOGOG
takayasu, ylyavtokutTapikry aptnpitida, voéoog Behcet) 1a avriow ata ANCA civar omdvia 1 atrouaidlouv.
H ouxvotnta el pdviong ANCA otnv kokkiw dtwon Wegener kal oTIG UTTOAOITTEG ayYEITIOEG, OTTWG CuvAyeTal
atré 1N BiBAIoypagia, cuvoyiletal aTov TTivaka 1, aTo TEAOG Tou evtUTrou. 21NV Eupwtraikh [€AéTn cuvepyaoiag
yla 1o oxédio Tutrotroinong Twv ANCA, ol Hagan et. al.’® aflohoynoav Tn xpnol6TnTa TNG avdaiuong € €oou
avooo@BopIol 0U OXETIKA [ € TN didyvwaon I910TTaBwy CuoTNL OTIKWY AyYENTIOWYV. Z€ auTr TN [EAETN, N TTapouaia
ANCA ¢l pavioTnke 010 85% Twv 00Bevwv [ € KOKKIW dTwaon Wegener, €k Twv oTroiwv, T0 64% frav BeTikoi yia
cANCA kai 10 21% yia pANCA. H xpwaon pANCA Atav cuxvotepn atmo Tn cANCA oTn [IKpOOKOTTIKA TToOAuayyeliTIda
(58% ¢vavtl 23%), [ euaioBnaia 81% yia TN LIKPOOKOTTIKA TToAuayyelimida kai 82% yia Tnv 1810Tadr| TaxEéwg
€€ENIOOO( €vn TTPOODEUTIKN OTTEIPAL OTOVEPPITIOA.

>T0uUg [ApTUPEG TNG vOoou Kal oToug vyieig [dpTupeg, Ta ANCA fTav TTapovta oto 19% kail 1o 6% avtioToixa,
TTPOCPEPOVTOG CUVETTWIG EIBIKOTNTA 76% YIa TOUug [APTUPEG TNG VOoou Kal 94% yia Ta vy dtola. (Mivakag 2, 1o
TENOG TOU €VTUTIOU).

QoT1600, n BeTIKN TTPoyVWOTIKA aia Twv avaAuoewv ANCA gival KaAUTEPN Kai TTI0 onlavTiKr, eav agloAoynBei o€
ouvduaao 6 [ Ta KAIVIKA onl gia kal culmTwlaTa. Z& éva KUplo dpBpo, ol Jennette Wilmant kai Falk'” avépepav
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BeTIKr) TTPOYVWOTIKN agia 92% o€ Evav acbevr) [ € kpeaTivivn opou >3 mg/dl. Mapol biwg, o€ agbeveic Twv OTToIWV
n apxIkn BeTikA TTpoyvwaoTiKA aia ATav xal nAn, éva BeTiko atoTéAeol a ANCA augdvel Tnv moavétnTa vOoou o€
eTiTedo T€T010 TTOU eVOEXETAI Va DIKaIoAoyEl TrEpaITEpwW agloAdynon. O1 cuyypageic kataAryouv 611 n avdAuon ANCA
o€ 000¢evEiG [ € 1I0XUPES KAIVIKEG EVOEIEEIG TaXEWG EEEANICTOI EVNG OTTEIPA L ATOVEPPITIOAG XWPIG avOCOCoU [ TTAEY [ aTa
gival TTOAU XprAolln yia Tnv amédeign Tng didyvwong, evw n avdiluon ANCA oe aoBeveig (€ aoBeveig KAIVIKEG
eVvOEigeIg gival TTI0 XPro1l N yia Tov aTTOKAEIC 16 TNG SIAyvwong.

EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA A[JOAOZHZ

H avdAuon avTiow [ GTwv KaTtd Tou KUTTAapOTTAdCo 010G Twv oudeTepdPIAwY (ANCA) ouykpibnke [ [ia AAAN avdAuon
£l eoou avooogpBopio ot ANCA. H ouykpion culmepiéAae ouvoAika 129 deiyata opoUu TTou eA@Bnoav atrd
éva dlIayvwaTIKO €pyacTrplo avapopdg, €IBIKEU[ €vo aTnv avixveuon autodvoowv Trabroswv. Autd Ta deiyl aTta
avaAuBnkav ol pwva [ € TIg dIadikaaieg TTou TTpoTEivovTal atrd TOV KATAOKEUAOTH. Ta atroTeAéoaTa gixav wg eEAG:

Immco™
O€TIKN ApvnTiKNA ZUvolo
O€TIKN 49 0 49
E ApvnTikn 7 73 80
S Zovolo 56 73 129

>xeTikA €101k6TNTA: 91%
oxeTikA €101kéTNTA: 100%
OXETIKN oullpwvia: 95%

E@1d al@iBoAa deiyata Tou eAéyxOnkav [ Tnv TTapattdvw [£60d0 €[ [eoou avooopBopic 0U avaAlbnkav [
TN [€6000 ELISA yia avriow[oTta Katd Twv avtiyévwy [ueholtrepogeiddong (MPO) i mpwreivdong 3 (PR3), Twv
OUo onlavTikoTEpwV avTiyovwy TTou oxeTiovral (€ Ta avTiow ata ANCA. ATrd 1a €@Td BeTIKG deiyl aTta [€ Tn
[€6000 ELISA kal apvnTiKd (€ To dAAO KIT avaAuong, 6Aa ekTOG ato €va Bpédnkav OeTikd [€ Tn [€60d0 ELISA,
UTTOOEIKVUOVTAG CUVETTWG, TTwG Ta Oeiyl ata autd ATav aAnbwg BeTIKA.

AlaoTaupoUpevn avTidpaon:

Ta avrirrupnvikd avtiow! ata (ANA) evdéxetal va el @avioouv BeTIKEG avTidpAoelg aTa oudeTepd@IAa. lNa va
TpoadiopiaTei N dilaoTaupoul evn avtidpaon Twv ANA oTa oudeTepO@IAQ, N oTToia [ TOPEi va eKAN@OEi ec@aAl £va
wg avtidpaon ANCA, eEetdoTnkav ouvoAlikd 25 deiyliata BeTikd yia avtiow ata ANA [€ JIGQOPES QVTIYOVIKEG
€I0IKOTNTEG O€ QVTIKEI Evopodpous [ £ aiBavoAn, @opl 6An kai COMVI. OAor o1 BeTikoi yia ANA opoi, ekTOg atTd
auToUg [ avTiyovikEG €101KOTNTEG SS-A (Ro) kai SS-B (La), el @dvioav TTupnVIKEG avTIOPAoElg. AUTEG Ol QvTIOPATEIG
ANA gite TTapal £vouv TTUPNVIKEG €iTE yivovTal apvnTIKEG O€ QVTIKEI EVOQOPOUG TToU [ovi[ joTrolouvTal [ € @opl OAn.

EmavaAngipérnra

Alevepynonkav [EAETEG yia va KOTadEIXOEi N TTOIKIAOTNTA EVTOG O€IPAg Kal [ETalu agipwv. AvaAlbnkav TECoEPIG Opoi
BeTikoi yia ANCA (800 yia ¢ kai dUo yia p ANCA) kai évag opdg apvnTikog yia ANCA (e apyikr apaiwon 1:20 C€xpl
1O TEAIKO onlkio. O KGBe 0podg avaAuBnke o€ 3 SIOPOPETIKEG TTOPTIOESG, O€ AVTIKEI EVOPOPO [ € a1BavoAn, @opl OAN
kol COMVI yia 1€00€pIG NLEPEG yIO VO TTPOCBIOPIOTEL N ETTAVOANWIL OTNTA AvVOTTAPAYWYILOTNTA £vTOG OEIPAG Kal
(€100 ocipwv. Ta apvnTiKa deiylaTa TTapél eivav apvnTika kai Ta BeTikd deiy aTa édwoav Tov aval vol Evo TiTAO.
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ENSAYO PARA DETECCION DE ANTICUERPOS ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILO (ANCA)

M  PROSPECTO

”Vl M C O@ 1116 ANCA Kit (etanol) 24 an'lisis

1140 ANCA Kit (etanol) 48 an'lisis
DIAGNOSTICS [REF] 1140-2 ANCA Kit (etanol) 96 anisis

|[REF| 1140-250 ANCA Kit (etanol) 250 an'lisis
1141 ANCA Kit (formalina) 48 an’lisis
1141-250 ANCA Kit (formalina) 250 an”lisis
1142 ANCA Kit (etanol+formalina) 48 an' lisis

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para la detecciéon y semi cuantificacion de anticuerpos anti-citoplasma
de neutrofilo (ANCA) en suero humano. Los anticuerpos ANCA se encuentran en el suero de pacientes con
vasculitis necrotizante y su deteccion es una herramienta para diagnosticar esta patologia en combinacion con
otros analisis de laboratorio y observaciones clinicas.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos ANCA se presentan en pacientes con granulomatosis de Wegener, poliarteritis microscopica,
glomerulonefritis necrotizante o proliferativa, otras vasculitis y patologias inflamatorias del intestino (sobre todo
colitis ulcerosa)'". La tincion mediante inmunofluorescencia indirecta de neutréfilos fijados con etanol puede
mostrar diferentes patrones de tincion fluorescente, que incluyen:

1. Autoanticuerpos contra antigenos citoplasmaticos de neutréfilos que dan una tincién citoplasmatica difusa
(CANCA).

2. Autoanticuerpos contra antigenos neutrofilos que dan un patron de reaccion perinuclear (PANCA).
3. Anticuerpos comunes contra antigenos nucleares (ANA).

Estos dos tipos de ANCA tienen diferente importancia'?. Los cANCA se presentan sobre todo en pacientes
con granulomatosis de Wegener y poliarteritis microscépica; en cambio, los pANCA aparecen en diferentes
trastornos vasculares, colitis ulcerosa (CU) y colangitis esclerosante primaria (CEP). El ochenta por ciento
de pacientes en que se detectaron pANCA presenta evidencias histologicas de vasculitis, CU o CEP. Los
ANCA estan presentes en mas del 90% de pacientes con granulomatosis de Wegener generalizada y activa
y en el 67% de pacientes con la misma patologia activa limitante. La incidencia de ANCA varia en pacientes
con remision clinica. Ocasionalmente, los pacientes con granulomatosis de Wegener activa pueden resultar
negativos a ANCA.

Sin embargo, en estos casos la repeticion del andlisis podria producir reacciones ANCA positivas'. El método
mediante microscopio de inmunofluorescencia indirecta se considera el mejor patron de referencia para la
deteccion de ANCA. La fijacion de los antigenos de PMN se efectia normalmente en etanol. En este caso, se
identificaron dos tipos de patrones de reaccion de tincion ANCA: citoplasmatica (CANCA) y perinuclear (pPANCA).
Las reacciones pANCA se confirman repitiendo el analisis en portaobjetos fijjados con formalina, donde las
reacciones pANCA se convierten en cANCA; mientras que las reacciones ANA permanecen nucleares o devienen
negativas en la fijacion con formalina.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En el método de inmunofluorescencia indirecta utilizado en este kit, el suero del paciente se incuba en preparaciones
optimizadas de neutréfilos humanos para permitir que los anticuerpos se unan al substrato. Los anticuerpos no
unidos se eliminan mediante lavado. Los anticuerpos unidos de clase IgG se detectan incubando el substrato
con conjugado de IgG antihumana marcado con fluoresceina. Las reacciones se observan en microscopio de
fluorescencia con filtros adecuados. La presencia de ANCA es revelada por una fluorescencia de color verde
manzana en el citoplasma con tincion granular citoplasmatica difusa (cCANCA), o bien por una tincién perinuclear
(PANCA). El titulo (el reciproco de la mayor dilucién que provoco una reaccion positiva) se determina analizando
las diluciones seriadas ™.
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DATOS DEL PRODUCTO

Conservacil In y preparacil n

Conserve los reactivos a 2-8°C. Los reactivos estan listos para su uso tan pronto como alcanzan la temperatura

ambiente.

1116 ANCA Kit (etanol) 24 analisis

1140 ANCA Kit (etanol) 48 andlisis

1140-2  ANCA Kit (etanol) 96 analisis
(

1140-250 ANCA Kit (etanol) 250 analisis

1141 ANCA Kit (formalina) 48 analisis

1141-250 ANCA Kit (formalina) 48 analisis

1142 ANCA Kit (etanol+formalina) 48 analisis

4 x | SORB | SLD | 6 | Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocillos [fijado
con etanol] ([REF] 1116), 8 slides (1140), 16 slides (1140-2)

25x | SORB | SLD |10| Portas de substrato de neutréfilos humanos con 10 pocillos [fijado
con etanol] ([REF] 1140-250)

8 x | SORB | SLD | 6 | Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocillos [fijado
con formalina], (REF] 1141)

25x | SORB | SLD [10] Portas de substrato de neutréfilos humanos con 10 pocillos [fijado
con etanol] ([REF] 1141-250)

8 x | SORB | SLD | 6+6 | Portas de substrato de neutréfilos humanos con 12 pocillos [ [6
etanol/6 formalina] ([REF] 1142)

1x0,5ml | CONTROL | + | ANCA|* Control positivo para cANCA, contiene suero humano con BSA
(IREF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

1x0,5ml [CONTROL [ +] pANCA |* Control positivo para pANCA, contiene suero humano con BSA
(REF] 1141, 1142, 1141-250)

1x0,5ml [coNTROL [-]* Control negativo, contiene suero humano con BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

1x 5,0 ml [1gG-CONJ | FITC |* Conjugado de IgG antihumana FITC, contiene BSA. Protéjase de la luz.
(REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials (1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)

1x60ml * Diluyente de muestras, contiene BSA ([REF] 1140, 1141, 1142,
1116, 1140-2), 2 vials (1140-250, 1141-250)

2 viales Tampon fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.
(REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

1x35,0ml [ MOUNTING [ MEDIUM |* Medio de montaje. No congelar. (REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)

1x12m Cubreobjetos ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 (1140-2),

3x12 (1140-250, 1141-250)
* Contiene <0.1% NaN,

Materiales opcionales disponibles en Immco
Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocillos (fijado con etanol) 2162
Portas de substrato de neutrofilos humanos con 16 pocillos (fijado con etanol)  2162-16
Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocillos (fijado con formalina) 2186
Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 + 6 pocillos etanol + formalina

(fijado con etanol y formalina) 2189
Portas substrato neutréfilo humano (fijado en etanol) 10 pocillos 2162-10
Portas substrato neutrofilo humano (fijado en formalina) 10 pocillos 2186-10
1 x 0,5 ml control positivo * para cANCA, contiene suero humano con BSA 2252
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1 x 0,5 ml control positivo * para pANCA, contiene suero humano con BSA 2240

1 x 1.0 ml Contraste azul de Evans 2510

Simbolos empleados en las etiquetas:
Numero de lote

Numero de catalogo

Fecha de caducidad

Temperatura de conservacion
Léanse las instrucciones de uso

Para diagnéstico in vitro

Fabricante

4R E P>~ G

NuUmero de analisis

Material necesario no incluido

*  Microscopio de fluorescencia

*  Micropipetas o pipetas Pasteur

* Pipetas seroldgicas

e Cubeta de tincion (p.ej. cubeta de Coplin)

* Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13 x 75 mm) y gradilla para tubos
* Agua destilada o desionizada

* Recipiente de 1 litro

* Frasco lavador

* Toallas de papel

e Camara de incubacion

ADVERTENCIAS

Para uso en diagnéstico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacion de este producto se
ha examinado con métodos aprobados por la FDA, y result6 negativo a anticuerpos contra HIV, HbsAg y HCV.
Las muestras de suero humano y los productos de origen humana deben considerarse potencialmente peligrosos
independientemente de su origen. Respétense las buenas practicas de laboratorio al conservar, dispensar y
eliminar tales materiales™.

ATENCION: la azida de sodio (NaN,) puede reaccionar con el plomo o cobre de las tuberias y formar azidas
metalicas altamente explosivas. Después de dispensar liquidos, se recomienda lavar con abundante agua
para prevenir la formacion de dichas azidas. La azida de sodio puede ser toxica por ingestion; en caso de
ingestion accidental, informe inmediatamente del hecho al director del laboratorio 0 a un centro de control de
envenenamientos.

Siga estrictamente las instrucciones tal como se presentan en este prospecto para garantizar resultados validos.
No cambie los componentes del kit con otros de otras fuentes o que no tengan el mismo nimero de catalogo de
Immco Diagnostics Inc. No los utilice después de la fecha de caducidad.

RECOLECCION Y PREPARACION DE MUESTRAS

Este procedimiento requiere suero como muestra. No deben utilizarse muestras muy hemolizadas, lipémicas o
contaminadas con microbios. Conserve las muestras a 2-8°C por no mas de una semana. Para una conservacion
mas prolongada, congele el suero a -20°C. Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.
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PROCEDIMIENTO
Metodologia del an(lisis

A.
1.

10.
1.

12.

13.

14.
15.

Control

Diluya el suero del paciente en proporcion 1:20 con el diluyente de muestras del kit (50 [I serum + 1,0 ml
de diluyente). No diluya los controles positivo o negativo. Conserve el suero no diluido para determinar la
titulacion de anticuerpos si los analisis resultaran positivos.

Espere a que las bolsas con los portas de substrato se estabilicen a la temperatura ambiente durante 10-15
minutos. Extraiga los portas cuidadosamente sin tocar el substrato.

Etiquete los portas y coléquelos en la camara de incubacion acondicionada con toallas de papel humedecidas
para mantener las condiciones de humedad adecuadas.

Invierta el frasco gotero y aplique suavemente 1 gota (aproximadamente 50 [1) de control negativo en el
pocillo #1. Del mismo modo, aplique 1 gota de control positivo en el pocillo #2. No llene demasiado los
pocillos

Con una micropipeta o pipeta Pasteur, coloque 1 gota de suero diluido del paciente (aproximadamente 50 (1)
en los restantes pocillos. No llene demasiado los pocillos.

Coloque la tapa de la camara de incubacion; incube los portas durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Retire un porta de la camara de incubaciéon. Sosteniéndolo por un extremo, lavelo delicadamente con una
pipeta y aproximadamente 10 ml de PBS, o bien en un recipiente lleno de PBS. No utilice frasco de lavado.
Transfiera de inmediato el porta a una cubeta de Coplin y lavelo durante 10 minutos. Repita el procedimiento
con los restantes portas.

Retire los portas de la cubeta de Coplin. Seque el borde de los portas con una toalla de papel para eliminar
el exceso de PBS. Ponga los portas en la camara de incubacion. Acto seguido, con el frasco gotero de
conjugado aplique 1 gota (aproximadamente 50 (1) a cada pocillo.

Repita los pasos 7 y 8 para cada porta.
Coloque la tapa en la camara de incubacion. Incube 30 minutos a temperatura ambiente.

Extraiga una lamina un porta de la incubadora del incubador. Sosteniéndola Sosteniéndolo por un extremo,
sumérjala sumeérjalo en un recipiente con PBS para eliminar el exceso de conjugado. Ponga las laminas
los portas en una cubeta de coloracion llena de PBS durante 10 minutos. 2-3 gotas de contrastante
contraste azul de Evans al lavado final. Repita el procedimiento en las laminas los portas restantes.
NOTA: un lavado inadecuado podria producir fluorescencia de fondo.

Retire un porta de la cubeta de coloracién. Seque el borde con una toalla para eliminar el exceso de PBS. Para
evitar que el porta se seque, pase de inmediato a la fase sucesiva mientras el porta todav/a est/ | himedo.

Monte el cubre aplicando delicadamente 1 gota de medio de montaje en cada pocillo; ponga el cubre sobre
el porta sin presionar demasiado y evitando que el cubre se desplace lateralmente.

Repita los pasos 12 y 13 para cada porta.

Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con aumento de 200x 0 mas.

Los portas se han de leer tan pronto como estén listos. Sin embargo, gracias a la presencia de un agente
antidecoloracion en el medio de montaje, no se produce una disminucioén significativa en la intensidad de coloracion
aunque la lectura se postergue por 48 horas. Los portas deben conservarse en la oscuridad a una temperatura
entre 2y 8°C.

B.

Determinaciln de punto final (titulaci n)

Un suero que resulte positivo en la fase de control puede ser analizado nuevamente siguiendo los pasos de 5 a
13 para determinar el titulo. Cada ciclo de analisis incluira los controles positivo y negativo. Prepare diluciones
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seriadas y por duplicado a partir de 1:20. El reciproco de la mayor diluciébn que provoca una reaccion positiva es
la titulacion.

Preparacil n de diluciones seriadas

Numere cuatro tubos de 1 a 4. Ponga 1,0 ml de diluyente de muestras en el nimero 1 y 0,2 ml en los tubos de 2
a 4. Pipetee 0,05 ml de suero sin diluir en el tubo 1 y mezcle bien. Transfiera 0,2 ml del tubo 1 al tubo 2 y mezcle
bien. Siga transfiriendo 0,2 ml de un tubo al siguiente después de mezclar hasta producir las diluciones indicadas
en la siguiente tabla:

Tubos 1 2 3 4
Suero 0,05 ml

+
Diluyente 1,0 ml 0,2 ml 02ml 02ml
tamponado

= = =

Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
DiluciCn final 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de analisis se deben incluir un control positivo y un control negativo. El control negativo no debe
evidenciar una fluorescencia especifica del neutréfilo. El control positivo debe tener una intensidad de coloracion
2+ o superior del citoplasma del neutréfilo con control positivo CANCA, y perinuclear con control positivo pANCA
en portas fijados con etanol. En portas fijados con formalina, el control positivo cANCA permanece citoplasmatico,
mientras que la reaccion pANCA se convertira en citoplasmatica.

Si no se obtienen los resultados esperados, hay que repetir el analisis. Si se siguen obteniendo resultados
inadecuados con los controles, puede deberse a:

* Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

* Problemas en el sistema 6ptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacion incorrecta, lampara
que debe ser cambiada, etc.

« El porta se sec6 durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los analisis de ANCA deben considerarse negativos (<20), positivos (igual o superior a 160),
o preferiblemente, positivos con titulo y patrén. Lea la coloracién granular citoplasmatica difusa (CANCA) o bien
perinuclear (pPANCA). Otros anticuerpos detectables incluyen los anticuerpos antinucleares (ANA), que a veces
podrian confundirse con las reacciones pANCA. Los patrones ANCA en portas fijados con etanol y formalina se
presentan al final de este documento.

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

En algunos casos, un suero positivo a ANCA puede resultar muy débil o negativo en el control inicial de dilucion
(fendbmeno prozona). En estos casos dudosos, el suero debe ser sometido a control en diluciones mas altas; si
resultara positivo, se determinaran los titulos del anticuerpo.

En algunos casos, la presencia en un suero de dos o mas anticuerpos que reaccionan con el mismo substrato
puede provocar interferencias en la deteccion mediante inmunofluorescencia. Esta interferencia podria impedir la
deteccién de los ANCA o la supresion de su titulo si el anticuerpo interferente tiene un titulo superior al de ANCA.
La causa mas frecuente de fenémenos de interferencia en ensayos ANCA es la coexistencia de ANA.

En algunos pacientes con granulomatosis de Wegener, los analisis ANCA podrian ser negativos. En este
caso, la repeticion del analisis puede dar resultados positivos. Los pacientes con granulomatosis de Wegener
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en tratamiento son invariablemente negativos a ANCA. A veces, las reacciones ANA pueden confundirse
o pasar por tincion de pANCA; para confirmar esta ultima reactividad, se analizara nuevamente el suero
con reacciones pANCA en portas fijados con formalina o ANA en portas HEp-2. Las muestras pANCA en
substrato ANCA fijadas con formalina deben dar reactividad de cANCA, puesto que las reacciones a ANA
deben ser negativas o permanecer nucleares. Los anticuerpos anti-citoqueratina pueden dar una reaccion
cANCA falsamente positiva .

En estos casos, ensayos de IF indirecta en células HEp-2 pueden ayudar a distinguir la pseudo reaccion ANCA
de la verdadera reaccion cANCA.

Los titulos de los anticuerpos no se asocian necesariamente a una actividad patolédgica. Los resultados del analisis
ANCA se han de evaluar a la luz de las observaciones clinicas, porque la presencia o ausencia de ANCA podria
no estar asociada directamente con una vasculitis.

Los resultados ANCA positivos se han de confirmar mediante un ensayo ELISA. Los ANCA de algunas
especificidades de antigenos son mas indicativos de una patologia vasculitica especifica. Ademas, los ANCA se
han asociado a trastornos inmunolégicos diferentes de la vasculitis, por ejemplo la colitis ulcerosa’®.

VALORES ESPERADOS

Sesenta y cuatro (64) muestras de pacientes normales fueron sometidas al analisis de deteccion de ANCA, y
resultaron negativas en su totalidad con una dilucion de 1:20.

Un ANCA positivo en el cuadro de estudios clinicos es Util en el diagnéstico de la vasculitis sistémica y trastornos
inflamatorios del intestino™'". La tincion cANCA es mas frecuente en la granulomatosis de Wegener, mientras
que la tincion pANCA se presenta en la poliangitis microscépica, en la glomerulonefritis proliferativa pauciinmune
y la colitis ulcerosa™'. En otras vasculitis (poliarteritis nodosa, enfermedad de Takayasu, arteritis gigante de la
célula, enfermedad de Behcet), los ANCA son raros o ausentes. La incidencia de ANCA en la granulomatosis de
Wegener y otras vasculitis como se indica en la literatura esta resumida en la Tabla 1 al final del documento. En el
proyecto de estandarizacion de los ensayos colaboradores ANCA europeos, Hagan y colaboradores'® evaluaron
la utilidad del analisis de IF en el diagnostico de vasculitis sistémicas idiopaticas. En ese estudio se descubrio que
los ANCA estaban presentes en el 85% de pacientes con granulomatosis de Wegener, de los cuales el 64% eran
positivos a cANCA y el 21% a pANCA. Los pANCA prevalecian sobre los cANCA en la poliangitis microscopica
(58% contra 23%) con sensibilidad del 81% en la poliangitis microscopica y del 82% en la glomerulonefritis
rapidamente progresiva idiopatica.

En los controles de pacientes enfermos y sanos, los ANCA estaban presentes en el 19% y el 6% respectivamente,
evidenciando una especificidad del 76% en los controles de enfermedad y del 94% en individuos sanos. (Tabla 2
al final de este documento).

Sin embargo, el valor predictivo positivo de los ensayos ANCA es mucho mejor y mas significativo si se evallua
a la luz de la historia clinica del paciente. En una publicacién, Jennette Wilmant and Falk'” informan de un valor
de prediccion positivo del 92% en un paciente con creatinina sérica >3 mg/dl. Del mismo modo, en pacientes en
los cuales el valor predictivo positivo inicial es bajo, un resultado ANCA positivo aumenta la posibilidad de una
patologia a un nivel que justificaria profundizar los examenes. Los autores concluyen que los ensayos ANCA en
pacientes con gran evidencia clinica de glomerulonefritis proliferativa pauciinmune son mas utiles para probar
el diagnostico, mientras que los ensayos ANCA en pacientes con evidencia clinica débil son mas utiles para
descartar la dolencia.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El ensayo de deteccién de anticuerpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA) se compard con otro analisis de
inmunofluorescencia indirecta ANCA. Para la comparacion se utilizé un total de 129 muestras de suero obtenidas
de un laboratorio diagnostico de referencia, especializado en la deteccion de enfermedades autoinmunes. Las
muestras se analizaron siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Los resultados obtenidos se
comparan a continuacion:
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Immco™
Positivo Negativo Total
Positivo 49 0 49
° Negativo 7 73 80
&  Total 56 73 129

Especificidad relativa: 91%
Sensibilidad relativa: 100%
Correspondencia relativa: 95%

Siete muestras discrepantes observadas con el método de inmunofluorescencia indirecta indicado arriba
se analizaron con el método ELISA para detectar anticuerpos anti-mieloperoxidasa (MPO) o antigenos de la
proteinasa 3 (PR3), los dos antigenos principales asociados a ANCA. De estas siete muestras positivas en ELISA,
todas menos una resultaron positivas con ELISA, sugiriendo de tal modo la real positividad de dichas muestras.

Reactividad crulada:

Los anticuerpos antinucleares (ANA) pueden mostrar reacciones positivas en neutréfilos. Para determinar la
reactividad en neutrofilos de ANA, que podria ser confundida con una reaccion ANCA, se analizaron un total de 25
muestras positivas a ANA con diferentes especificidades de anticuerpos en portas con etanol, formalina y COMVI.
Todos los sueros positivos a ANA, excepto las especificidades de anticuerpos SS-A (Ro) y SS-B (La), mostraron
reacciones nucleares. Estas reacciones ANA permanecen nucleares o se vuelven negativas en portas fijados con
formalina.

Reproducibilidad

Se efectuaron estudios para demostrar la variabilidad intra y entre ensayo. Cuatro sueros positivos ANCA (dos
cANCA y dos pANCA) y uno negativo se analizaron con dilucién de 1:20 hasta un punto final. Se analizaron en
tres lotes diferentes portas con etanol, formalina y COMVI durante cuatro dias, para determinar la reproducibilidad
intra y entre ensayo. Las muestras negativas permanecieron negativas y las positivas dieron el titulo previsto.
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ANTINEUTROPHILE-lYTOPLASMATISCHE-ANTIK['RPER-TESTSYSTEM (ANCA)

BEIPACKTEXT
' 1116 ANCATKit (‘Ithanol) 24 Bestimmungen

1140 ANCAIKit (I'thanol) 48 (estimmunlen

©
| M M CO 1140-2 ANCAKit (Cthanol) 96 Bestimmungen

1140-250 ANCA Kit ("thanol) 250 Bestimmungen

DIAGNOSTICS 1141 ANCAIKit (Formalin) 48 [estimmunten
1141-250 ANCA Kit (Formalin) 250 Bestimmungen
1142 ANCAIKit (Cthanol+Formalin) 48 “estimmun en
VERWENDUNGS[WECK

Ein indirekter Immunfluoreszenz-Antik[ rpertest fir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von
antineutrophilen zytoplasmatischen Antik(rpern (ANCA) in Humanserum. ANCA werden in den Seren von
Patienten mit nekrotisierenden Vaskulitiden nachgewiesen und dienen daher zur Unterst’tzung der klinischen
Befunde und der [ brigen Laborbefunde bei der Diagnose dieser Erkrankungen.

CUSAMMENFASSUNG UND ERKLI'RUNG

ANCA treten bei Patienten mit Wegener-Granulomatose, mikroskopischer Polyarteriitis, nekrotisierender oder
rapid-progressiver Glomerulonephritis, anderen Vaskulitiden und entz[ ndlichen Darmerkrankungen (haupts! chlich
Colitis ulcerosa) auf'""'. Die indirekte Immunfluoreszenzfirbung von [thanolfixierten neutrophilen Granulozyten
kann verschiedenartige Fluoreszenzmuster zeigen. Zu diesen z[ hlen:

1. Autoantik[rper gegen zytoplasmatische Antigene von neutrophilen Granulozyten, die eine diffuse
zytoplasmatische Firbung zeigen (CANCA).

2. Autoantik/ rper gegen Neutrophilen-Antigene, die ein perinukle res Reaktionsmuster zeigen (pANCA).
3. Gewlhnliche Antik rper gegen nuklelre Antigene (ANA).

Diese beiden Arten von ANCA haben unterschiedliche Bedeutungen'?. cANCA sind [berwiegend bei Patienten
mit Wegener-Granulomatose und mikroskopischer Polyarteriitis zu finden, wihrend pANCA bei verschiedenen
Gefl [ lerkrankungen, Colitis ulcerosa (CU) und prim(r sklerosierender Cholangitis (PSC) auftreten. Bei achtzig
Prozent der Patienten, bei denen pANCA nachgewiesen werden, liegen histologische Anzeichen fi r Vaskulitis,
CU oder PSC vor. ANCA treten bei [ber 90% der Patienten mit aktiver generalisierter Wegener-Granulomatose
und bei 67% der Patienten mit aktiver limitierter Erkrankung auf. Bei Patienten mit klinischer Remission schwankt
die Hl ufigkeit von ANCA. Patienten mit aktiver Wegener-Granulomatose kl nhnen gelegentlich ANCA-negativ
sein.

In solchen FCllen sollten wiederholte Tests jedoch zu ANCA-positiven Reaktionen fChren'. Die indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopmethode gilt als der Goldstandard f[. r den Nachweis von ANCA. Die Antigenfixierung
von PMN wird normalerweise in [ithanol durchgef( hrt. Mit der Fixierung in ['thanol wurden zwei Arten von ANCA-
Frbereaktionen identifiziert: zytoplasmatische (cCANCA) und perinukle[ re (pPANCA). pANCA-Reaktionen ki nnen
durch erneutes Testen auf formalinfixierten Objekttrgern best! tigt werden; dabei werden pANCA-Reaktionen in
cANCA-Reaktionen umgewandelt, wl hrend ANCA-Reaktionen mit Formalinfixierung entweder nuklel r bleiben
oder negativ werden.

TESTPRINTIP

Bei der in diesem Kit verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden Patientenseren auf optimierten
Priparaten aus humanen neutrophilen Granulozyten inkubiert, um die Bindung der Antik( rper an das Substrat zu
erm(glichen. Nicht gebundene Antik[ rper werden durch Spllen des Objekttr gers entfernt. Gebundene Antik rper
der Klasse IgG werden durch Inkubieren des Substrats mit Fluorescein-markiertem Anti-human-IgG-Konjugat
nachgewiesen. Die Reaktionen werden unter einem mit den passenden Filtern versehenen Fluoreszenzmikroskop
beobachtet. Das Vorhandensein von ANCA wird durch eine apfelgrine Fluoreszenz entweder des Zytoplasmas
mit einer diffusen granullren zytoplasmatischen Firbung (CANCA) oder einer perinukle ren Flrbung (pANCA)
angezeigt. Der Titer (Gegenwert der hi chsten Verd nnung, die zu einer positiven Reaktion f_hrt) wird anschliel ‘end
durch die Untersuchung von Verdnnungsreihen bestimmt'3,
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PRODUKTINFORMATION
Lagerung und [ubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien sind gebrauchsfertig, nachdem sie Raumtemperatur erreicht haben.

Mitgelieferte Materialien
1116 ANCA-Kit (Athanol) 24 Bestimmungen

(
1140 ANCA-Kit (Athanol) 48 Bestimmungen
[REF] 1140-2  ANCA-Kit (Athanol) 96 Bestimmungen
1140-250 ANCA-Kit (Athanol) 250 Bestimmungen
1141 ANCA-Kit (Formalin) 48 Bestimmungen
1141-250 ANCA-Kit (Formalin) 250 Bestimmungen
1142 ANCA-Kit (Athanol+Formalin) 48 Bestimmungen
4 x [SORB [SLD [ 6 | Objekttrrger mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [| thanolfixiert] ((REF] 1116),
8 slides (1140), 16 slides (1140-2)

25x [ SORB [ SLD [10] Objekttrager mit 10 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [4thanolfixiert] (REF] 1140-250)

8 x [SORB [SLD [ 6 | Objekttrger mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [formalinfixiert] (REF] 1141)

25 x [ SORB [ SLD [10] Objekttrager mit 10 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [4thanolfixiert] ([REF] 1141-250)

8 x | SORB l SLD | 6+6 | Objekttriger mit 12 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [6 [thanol/6 Formalin] ([REF] 1142)

1x0,5ml | CONTROL | + [ANCA | * cANCA-positives Kontrollserum, enth( 1t Humanserum mit BSA
(REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

1x0,5ml | CONTROL | + ‘ pANCA |* pANCA-positives Kontrollserum, enth( It Humanserum mit BSA
(REF] 1141, 1142, 1141-250)

1x0,5ml * Negatives Kontrollserum, enth It Humanserum mit BSA ([REF]

1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2),

3 vials (1140-250, 1141-250)
1x5,0ml \EG-CONJ [ FITC |* Anti-human-IgG-FITC-Konjugat, enthalt BSA. Vor Licht schi'tzen
([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)

1x60ml * Probenverdiinnungsmittel, enthalt BSA (1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 2 vials (1140-250, 1141-250)
2 Fllschchen Phosphatgepufferte Kochsalzll'sung (PBS). Jedes Fli schchen

auf 1 Liter auffCllen. ((REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)

1x5,0ml | MOUNTING | MEDIUM |* Eindeckmittel. Nicht einfrieren (REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)
1x12ml COVER Deckglischen ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 (1140-2),

3x12 (1140-250, 1141-250)
* Enth’It <0,1% NaN,

Optionale Materialien, von Immco erh(ltlich
Objekttr ger mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten

als Substrat (dthanolfixiert) 2162
Objekttrager mit 16 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten

als Substrat (athanolfixiert) 2162-16
Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten

als Substrat (formalinfixiert) 2186
Objekttr ger mit 6 + 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen

Granulozyten als Substrat ([ thanol- und formalinfixiert) 2189

Substrat-Objekttrager mit humanen Neutrophilen (athanolfixiert) mit 10 Vertiefungen 2162-10
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Substrat-Objekttrager mit humanen Neutrophilen (formalinfixiert) mit 10 Vertiefungen 2186-10

1 x 0,5 ml cANCA-positives Kontrollserum*, enthalt Humanserum mit BSA 2252
1 x 0,5 ml pANCA-positives Kontrollserum*, enthalt Humanserum mit BSA 2240
1 x 1,0 ml Evans-Blau-Gegenfarbung 2510

Auf den Etil etten verwendete Symbole:
Chargennummer

Bestellnummer
Verwendbar bis
Lagerungstemperatur
Gebrauchsanleitung lesen
In-vitro-Diagnostikum

Hersteller

4RG> =[5

Anzahl an Tests

Ben( tigte, nicht mitgelieferte Materialien
*  Fluoreszenzmikroskop

*  Mikropipette oder Pasteurpipette

»  Serologische Pipetten

Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

* Kleine Probenréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Réhrchenhalter
« Destilliertes oder entionisiertes Wasser

e 1-Liter-Behalter

* Waschflasche

« Papierttcher

* Inkubationskammer

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

In-vitro-Diagnostikum. Alle Bestandteile menschlicher Herkunft wurden mit von der FDA vorgeschriebenen Tests
auf HbsAg, HCV, HIV-1 und -2 und HTLV-I getestet und fur negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben
und Produkte menschlichen Ursprungs sollten unabhangig von ihrer Herkunft als potentiell geféhrlich behandelt
werden. Befolgen Sie bei der Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien die Regeln der Guten
Laborpraxis™.

WARNUNG - Natriumazid (NaN,) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive Metallazide
bilden. Spilen Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von
Azid zu vermeiden. Natriumazid kann giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der
Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um gultige Ergebnisse
sicherzustellen. Tauschen Sie Kitbestandteile nicht gegen Produkte aus anderen Quellen aus, sondern nur
gegen Produkte von Immco Diagnostics Inc. mit derselben Bestellnummer. Nicht nach dem Verfallsdatum
verwenden.

PROBENENTNAHME UND -VORBEREITUNG

Fur dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipadmische oder mikrobiell
verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie
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die Proben hochstens eine Woche lang bei 2-8 °C. Zur langeren Aufbewahrung sollten Serumproben bei -20°C
eingefroren werden. Vermeiden Sie ein wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben.

VERFAHREN
Testmethode
A. Suchtest

1. Verdinnen Sie jedes Patientenserum 1:20 mit dem mitgelieferten Probenverdiinner (50 [ I Serum + 1,0 ml
Verdinner). Verdinnen Sie nicht die positiven und negativen Kontrollseren. Bewahren Sie die unverdiinnten
Seren auf, um die Antikorpertiter zu bestimmen, falls Suchtests positiv ausfallen.

2. Lassen Sie die Beutel mit den Substratobjekttrdgern 10-15 Minuten lang bei Raumtemperatur liegen. Entfernen
Sie vorsichtig die Objekttrager, ohne das Substrat zu berthren.

3. Kennzeichnen Sie die Objekttrager und legen Sie sie in eine Inkubationskammer, die mit mit Wasser
befeuchteten Papiertliichern ausgelegt ist, um das Austrocknen zu verhindern.

4. Drehen Sie das Tropffl_ schchen um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen (etwa 50 [1) negatives
Kontrollserum in Vertiefung 1 zu geben. Geben Sie auf gleiche Art 1 Tropfen positives Kontrollserum in
Vertiefung 2. Vermeiden Sie das [Iberflllen der Vertiefungen.

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Tropfen (etwa 50 [1) des verdunnten
Patientenserums in die Ubrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberflllen der Vertiefungen.

6. VerschlieRen Sie die Inkubationskammer und inkubieren Sie die Objekitrdger 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur.

7. Entfernen Sie einen Objekttrédger aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrdger am Ende mit dem
Etikett an und spilen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mit etwa 10 ml PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttrager
in einem mit PBS gefillten Becher. Verwenden Sie keine Waschflaschen. Geben Sie den Objekttrager sofort in
einen Coplin-Trog und waschen Sie ihn 10 Minuten lang. Wiederholen Sie diesen Vorgang mit allen anderen
Objekttragern.

8. Entfernen Sie den/die Objekttrager aus dem Coplin-Trog. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschiussiges PBS zu entfernen. Legen Sie den Objekttrager in die Inkubationskammer.
Drehen Sie sofort das Tropfflaschchen mit dem Konjugat um und driicken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen
(etwa 50 (1) in jede Vertiefung zu geben.

9. Wiederholen Sie Schritte 7 und 8 fir jeden Objekttrager.
10. VerschlieRen Sie die Inkubationskammer wieder. Inkubieren Sie 30 Minuten lang bei Raumtemperatur.

11. Entfernen Sie einen Objekttrdger aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrdger am Ende mit
dem Etikett an und tauchen Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das Uberschiissige Konjugat zu entfernen.
Belassen Sie den/die Objekttréager 10 Minuten lang in einem mit PBS gefillten Farbekasten. 2-3 Tropfen
Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufiigen. Wiederholen Sie den Vorgang mit den tbrigen Objekttragern.
ANMERKUNG: UnsachgeméRes Waschen kann zu erhéhter Hintergrundfluoreszenz fiihren.

12. Entfernen Sie einen Objekttrager aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem
Papiertuch, um Uberschissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem nachsten Schritt fort,
wahrend der Objel ttrager noch nass ist, um dessen Austrocl nen zu verhindern.

13. Bringen Sie das Deckgldschen an, indem Sie vorsichtig 1 Tropfen Eindeckmittel auf jede Vertiefung geben
und das Deckgléschen auf den Objekttrager legen. Uben Sie keinen ibermaRigen Druck aus und verhindern
Sie eine seitliche Bewegung des Deckglaschens.

14. Wiederholen Sie Schritte 12 und 13 fur jeden Objekttrager.

15. Untersuchen Sie die Objekttrager auf eine spezifische Fluoreszenz hin unter einem Fluoreszenzmikroskop bei
mindestens 200-facher VergréRerung

Die Objekttrager kdnnen sofort nach ihrer Vorbereitung abgelesen werden. Da das Eindeckmittel jedoch ein Mittel
gegen das Verbleichen enthalt, tritt kein signifikanter Verlust der Farbintensitat ein, wenn das Ablesen um bis zu
48 Stunden verzoégert wird. Die Objekttrager sollten im Dunkeln bei 2-8 °C gelagert werden.
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Endpun( t-Bestimmung (Titration)

Sie kdnnen ein im Suchtest positives Serum weiter testen, indem Sie Schritte 5 bis 13 befolgen, um den Titer zu
bestimmen. Bei jedem Testlauf sollten die positiven und negativen Kontrollseren mitverwendet werden. Stellen Sie
beginnend mit 1:20 eine verdoppelnde Verdinnungsreihe her. Der Kehrwert der héchsten Verdinnung, die eine
positive Reaktion hervorruft, entspricht dem Titer.

Vorbereitung der Verd nnungsreihen

Nummerieren Sie vier Réhrchen von 1 bis 4. Geben Sie 1,0 ml Probenverdiinner in R6hrchen 1 und je 0,2 ml in
Réhrchen 2 bis 4. Pipettieren Sie 0,05 ml unverdiinntes Serumin Réhrchen 1 und mischen Sie griindlich. Ubertragen
Sie 0,2 ml von Réhrchen 1 in Réhrchen 2 und mischen Sie griindlich. Ubertragen Sie nach dem Mischen weiterhin
jeweils 0,2 ml von einem Ré&hrchen ins nachste, um die in der nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdiinnungen
zu erhalten:

R hrchen 1 2 3 4
Serum 0,05 ml
+
Gepufferter 1,0 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Verd nner
5 2 5
[lbertragung 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Endverd( nnung 1:20 1:40 1:80 1:160 usw.
QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl das positive als auch das negative Kontrollserum mitverwendet werden. Das
negative Kontrollserum sollte keine spezifische Fluoreszenz der neutrophilen Granulozyten zeigen. Das positive
Kontrollserum hingegen sollte auf ethanolfixierten Objekttrégern flir cANCA eine Farbintensitat von 2+ oder héher
fur das Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten und fir pANCA eine perinukleare Farbintensitdt von 2+ oder
héher aufweisen. Auf formalinfixierten Objekttragern bleibt das cANCA-positive Kontrollserum zytoplasmatisch,
wahred die pANCA-positive Reaktion zytoplasmatisch wird.

Falls die erwarteten Ergebnisse nicht erhalten werden, sollte der Testlauf wiederholt werden. Falls mit den
Kontrollseren weiterhin unzureichende Ergebnisse erzielt werden, kann dies folgende Ursachen haben:

»  Trubung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein neues.

*  Probleme mit dem optischen System des Fluoreszenzmikroskops. Dazu kénnen zahlen: falsche Ausrichtung,
die Lampe hat ihre Nutzungsdauer Uberschritten, usw.

* Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.
INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests auf ANCA sollten als negativ (<20), positiv (grofier oder gleich 160) oder, vorzugsweise,
als positiv mit Titer und Muster angegeben werden. Kontrollieren Sie auf eine spezifische diffuse, granulare
zytoplasmatische Farbung (CANCA) oder eine perinukledre Farbung (pPANCA) hin. Zu den weiteren nachweisbaren
Antikérpern zahlen antinukledre Antikorper (ANA), die manchmal pANCA-Reaktionen imitieren kdnnen. ANCA-
Muster auf ethanol- und formalinfixierten Objekttragern sind am Ende dieses Dokuments dargestellt.

EINSCHRANKUNGEN DES VERFAHRENS

In einigen Fallen kbnnen ANCA-positive Seren bei der ersten Suchtestverdiinnung entweder sehr schwach oder
negativ sein (Prozonenphanomen).

In solchen Zweifelsféllen sollten die Seren mit einer héheren Verdiinnung getestet werden, und im Fall eines
positiven Ergebnisses sollte der Antikorpertiter bestimmt werden.

In einigen Féllen kann das Vorhandensein von zwei oder mehr Antikérpern in einem Serum, die mit demselben
Substrat reagieren, deren Nachweis mittels Immunfluoreszenz beeintrachtigen. Diese Beeintrachtigung kann
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entweder dazu fuhren, dass die ANCAnicht nachgewiesen werden, oder dass ihr Titer unterdriickt wird, falls der Titer
der interferierenden Antikdrper hoher als der Titer der ANCA ist. Die haufigste Ursache fir eine Beeintrachtigung
bei ANCA-Tests ist das gleichzeitige Vorhandensein von ANA.

Bei einigen Patienten mit Wegener-Granulomatose kénnen ANCA-Tests negativ ausfallen. In diesen Féllen kénnen
wiederholte Tests zu positiven Ergebnissen fiihren. Patienten mit Wegener-Granulomatose, die sich in Behandlung
befinden, sind stets ANCA-negativ. ANA-Reaktionen kénnen manchmal mit pANCA-Farbungen verwechselt
werden oder diese imitieren. Um die pANCA-Reaktivitdt zu bestdtigen, sollten Seren mit pANCA-Reaktionen
entweder auf formalinfixierten Objekttragern oder auf ANA hin auf HEp-2-Objekttrédgern erneut getestet werden.
pANCA-Proben sollten auf formalinfixiertem ANCA-Substrat zu cANCA-Reaktionen fihren, wahrend Reaktionen
gegen ANA entweder negativ sein oder nukleér bleiben sollten. Anti-Zytokeratin-Antikérper kdnnen zu falschen
positiven cCANCA-Reaktionen fuhren'.

In solchen Fallen kénnen indirekte IF-Tests auf HEp-2-Zellen dabei helfen, ,Pseudo-ANCA-Reaktionen® von
echten cANCA-Reaktionen zu unterscheiden.

Die Antikorpertiter stehen nicht unbedingt mit der Krankheitsaktivitat in Verbindung. Die Ergebnisse des ANCA-
Tests sollten unter Berlicksichtigung der klinischen Befunde bewertet werden, da das Vorhandensein oder
Nichtvorhandensein von ANCA mdglicherweise nicht direkt mit einer GefaRerkrankung verbunden ist.

Mittels Immunfluoreszenz erhaltene positive ANCA-Ergebnisse sollten mit ELISA bestatigt werden. ANCA mit
bestimmten Antigenspezifitdten weisen eher auf eine spezifische Gefderkrankung hin. ANCA wurden auflerdem
neben GefélRerkrankungen auch mit anderen Immunstérungen in Verbindung gebracht, darunter Colitis
ulcerosa’®.

ERWARTETE WERTE

Vierundsechzig (64) normale Proben wurden auf ANCA getestet. Alle Proben waren bei einer Verdiinnung von
1:20 ANCA-negativ.

Im angemessenen klinischen Umfeld ist eine positiver ANCA-Test hilfreich bei der Diagnose von systemischen
Vaskulitiden und entziindlichen Darmerkrankungen™". Eine cANCA-Farbung tritt am haufigsten bei Wegener-
Granulomatose auf, eine pANCA-Farbung bei mikroskopischer Polyangiitis, pauci-immuner rapid-progressiver
Glomerulonephritis und Colitis ulcerosa’™". Mit anderen Vaskulitiden (Polyarteriitis nodosa, Takayasu-Arteriitis,
Riesenzellarteriitis, Morbus Behcet) sind ANCA selten oder Uberhaupt nicht vorhanden. Die der Literatur
entnommenen Haufigkeiten von ANCA bei Wegener-Granulomatose und anderen Vaskulitiden sind in Tabelle
1 am Ende dieses Dokuments zusammengefasst. In dem gemeinschaftlichen Européischen Projekt fir die
Standardisierung von ANCA-Tests haben Hagan und seine Mitarbeiter'® die Nutzlichkeit des indirekten IF-Tests
fur die Diagnose von idiopathischen Systemvaskulitiden bewertet. In dieser Studie wurden ANCA bei 85% der
Patienten mit Wegener-Granulomatose gefunden; von diesen waren 64% cANCA-positiv und 21% pANCA-positiv.
Bei mikroskopischer Polyangiitis traten pANCA haufiger auf als cANCA (58% bzw. 23%), mit einer Sensitivitat von
81% fur mikroskopische Polyangiitis und 82% fiir rapid-progressive Glomerulonephritis.

Bei den krankhaften und gesunden Kontrollseren waren ANCA in 19% bzw. 6% der Falle vorhanden; dies stellt
eine Spezifitdt von 76% bei krankhaften Kontrollseren und 94% bei gesunden Probanden dar (Tabelle 2 am Ende
des Dokuments).

Der positive Vorhersagewert des ANCA-Tests ist jedoch besser und bedeutsamer, wenn die Ergebnisse im
Zusammenhang mit klinischen Anzeichen und Symptomen beurteilt werden. In einem Leitartikel berichteten
Jennette Wilmant und Falk'” Gber einen positiven Vorhersagewert von 92% bei einem Patienten mit Serumkreatinin
>3 mg/dl. Bei Patienten, bei denen der anfangliche positive Vorhersagewert niedrig ist, erhéht ein positives ANCA-
Ergebnis in ahnlicher Weise die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung dermafen, dass weitere Untersuchungen
gerechtfertigt sein kdnnen. Die Autoren kommen zu dem Schluss, dass bei Patienten mit starken klinischen
Anzeichen fir pauci-immune rapid-progressive Glomerulonephritis ein ANCA-Test besonders nutzlich ist, um die
Diagnose zu bestétigen, wahrend ein ANCA-Test bei Patienten mit schwachen klinischen Anzeichen besonders
nitzlich ist, um die Diagnose auszuschlief3en.
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SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

Der Test auf antineutrophile zytoplasmatische Antikorper (ANCA) wurde mit einem anderen indirekten
Immunfluoreszenztest fiir ANCA verglichen. Der Vergleich umfasste insgesamt 129 Serumproben, die von einem
auf den Nachweis von Autoimmunkrankheiten spezialisierten diagnostischen Referenzlabor bezogen wurden.
Diese Proben wurden gemaf den von den Herstellern empfohlenen Verfahren getestet. Folgende Ergebnisse
wurden erhalten:

Immco™
. Positiv Negativ Gesamt
ﬁ Positiv 49 0 49
g Negativ 7 73 80
< Gesamt 56 73 129

Relative Spezifitat: 91%
Relative Sensitivitat: 100%
Relative Ubereinstimmung: 95%

Sieben Proben mit nicht Ubereinstimmenden Ergebnissen bei der oben genannten indirekten
Immunfluoreszenzmethode wurden mit ELISA auf Antikdrper gegen Myeloperoxiadase-Antigene (MPQO) oder
Proteinase-3-Antigene (PR3) getestet; dies sind die beiden wichtigsten mit ANCA verbundenen Antigene. Von den
sieben Proben, die mit ELISA positiv und mit dem anderen Kit negativ waren, ergaben 6 ein positives Ergebnis mit
ELISA; dies deutet darauf hin, dass diese Proben tatsachlich positiv waren.

Kreuzreal tivitat:

Antinukleare Antikdrper (ANA) kénnen auf neutrophilen Granulozyten positiv reagieren. Um die Reaktivitat von
ANA auf neutrophilen Granulozyten, die mit der ANCA-Reaktivitdt verwechselt werden kann, zu bestimmen,
haben wir insgesamt 25 ANA-positive Proben mit unterschiedlichen Antikérperspezifitaten auf Athanol-, Formalin-
und COMVI-Objekttragern getestet. Alle ANA-positiven Seren, mit Ausnahme der Antikdrperspezifitadten SS-A/Ro
und SS-B/La, zeigten nukledre Reaktionen. Auf formalinfixierten Objekttrédgern bleiben diese ANA-Reaktionen
entweder nukleér oder sie werden negativ.

Wiederholbar(eit

Es wurden Studien zum Nachweis der intraseriellen und interseriellen Variabilitét durchgefuhrt. Vier ANCA-positive
Seren (zwei auf cANCA und zwei auf pANCA) und ein ANCA-negatives Serum wurden beginnend mit einer 1:20
Verdlinnung bis zum Endpunkt getestet. Sie wurden Uber vier Tage hinweg auf je 3 verschiedenen Chargen von
Athanol-, Formalin- und COMVI-Objekttragern getestet, um die intraserielle und interserielle Wiederholbarkeit zu
bestimmen. Die negativen Proben blieben negativ und die positiven Proben erbrachten die erwarteten Titer.
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TEST ANTICORPS ANTI-NEUTROPHILES CYTOPLASMIQUES (ANCA)

‘ ENCART DU PRODUIT
‘@ 1116 ANCA Kit ("thanol) 24 Tests
”Vl MCO 1140 ANCA Kit (' thanol) 48 | ests

1140-2 ANCA Kit (" thanol) 96 Tests
DIAGNOSTICS 1140-250 ANCA Kit (" thanol) 250 Tests

1141 ANCA Kit (formol) 48 Cests
1141-250 ANCA Kit (formol) 250 Tests
1142 ANCA Kit (I thanol+formol) 48 " ests

Test par immunofluorescence indirecte pour la recherche et la détermination semi- quantitative des anticorps
des anti-neutrophiles cytoplasmiques (ANCA) dans le sérum humain. Les ANCA sont mis en évidence dans le
sérum de patients atteints d’angéite nécrosante, et donc, associés aux signes cliniques et [ d’autres examens
biologiques, ils se révilent d’'une grande aide pour le diagnostic de ces maladies.

GENERALITES

Les ANCA sont présents dans le sérum de patients atteints de granulomatose de Wegener, de polyartérites
microscopiques, de néphrite glomérulaire nécrosante ou en croissant, ainsi que d’autres angéites et troubles
inflammatoires intestinaux (colite ulcéreuse primaire) ™''. Limage par immunofluorescence indirecte des
neutrophiles fixés [I'éthanol peut se présenter sous différentes formes parmi lesquelles on retrouve :

1. Lesanticorpsdirigés contre les antigl nes cytoplasmiques de neutrophiles donnant une coloration cytoplasmique
diffuse (c-ANCA).

2. Les anticorps dirigés contre les antigines des neutrophiles donnant une fluorescence périnucléaire (p-
ANCA).

3. Les anticorps dirigés contre les antigl nes nucléaires (ANA).

Ces deux types d’ANCA ont une signification différente’?. Les c-ANCA sont principalement retrouvés chez les
patients atteints de granulomatose de Wegener et de polyartérite microscopique, tandis que les p-ANCA sont
associés [Idivers troubles angéitiques comme la recto-colite hémorragique (CU), et 'angiocolite scléreuse (CPS).
Chez 80% des patients ol1I'on retrouve les p-ANCA, sont présents des signes histologiques d’angéite, de CU
ou de CPS. Les ANCA sont présents chez plus de 90% des patients atteints de maladie de Wegener active et
généralisée, et chez 67% d’entre eux dans sa forme active et limitée. La fréquence des ANCA fluctue avec la
rémission de la maladie. Les patients atteints de maladie de Wegener en phase active peuvent exceptionnellement
avoir un test ANCA négatif.

Dans ce cas cependant, un contrlle ultérieur devrait montrer une réactivité positive'. La méthode
d'immunofluorescence indirecte avec microscope est considérée comme la technique de référence pour la
détection des ANCA. La fixation des antigl hes PMN est habituellement réalisée avec de I'éthanol. En se fixant sur
I'éthanol, 2 types de fluorescence ANCA ont été identifiées: cytoplasmique (c-ANCA) et périnucléaire (p-ANCA).
Les réactions de type p-ANCA sont confirmées en renouvelant le test sur des lames fixées au formol. Dans ce cas,
les réactions p-ANCA deviennent c-ANCA Il ol lles réactions ANA restent nucléaires ou deviennent négatives en
se fixant sur le formol.

PRINCIPE DE LA MUTHODE

Avec la méthode d’immunofluorescence indirecte utilisée dans ce kit, les sérums des patients sont incubés sur
des préparations optimalisées de neutrophiles humains, ce qui permet la fixation des anticorps avec le substrat
tissu. Un rin[age de la lame élimine tous les anticorps non fixés. Une incubation du substrat avec un conjugué
anti-lgG humaines, marqué [lla fluorescéine, permet la détection des anticorps de classe IgG fixés. Les réactions
sont observées sous un microscope [ fluorescence équipé des filtres appropriés. Une fluorescence vert pomme
du cytoplasme montre la présence d’ANCA, coloration diffuse granulaire cytoplasmique (c-ANCA) ou coloration
périnucléiare. Le titre du sérum (la dernilre dilution donnant une réaction positive) est alors déterminé par dilutions
successives .
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INFORMATION PRODUIT

Conservation et pr_paration des r[ actifs

Conserver tous les réactifs entre 2°et 8°C. Tous les réactifs sont préts [ I’emploi. Avant utilisation, attendre que les
réactifs atteignent I'équilibre [1la température ambiante du laboratoire.

Mat/( riel fourni

1116 ANCA Kit (éthanol) 24 Tests
1140 ANCA Kit (éthanol) 48 Tests
REF| 1140-2  ANCAKit (éthanol) 96 Tests
REF] 1140-250 ANCA Kit (éthanol) 250 Tests

[REF| 1141 ANCA Kit (formol) 48 Tests

(

REF| (

REF| 1141-250 ANCA Kit (formol) 250 Tests
(

1142 ANCA Kit (éthanol+formol) 48 Tests

4x [SORB[SLD ] 6 |
25x [ SORB [ SLD [10]
8 x [SORB[SLD] 6 |
25x [ SORB [ SLD [10]
8 x [SORB[SLD| 6+6 |

1x0,5ml [CONTROL |+ [ANCA|*

1x0,5ml [CONTROL | +| pANCA |*

1x05ml [CoNTROL]-]*

1x35,0ml [1gG-cONJ [ FITC |*

1x60ml [ByF]-
2flacons | BUF [WASH |

1x5,0ml | MOUNTING | MEDIUM |*

1x12ml

* contient < 0.1 % NaN,

Lames 6 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés [
I'éthanol) ([REF] 1116), 8 slides (1140), 16 slides (1140-2)
Lames 10 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés [
I'éthanol) ([REF] 1140-250)

Lames 6 puits de neutrophiles humains (fixés au formol)

(REF] 1141)
Lames 10 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés [
I'éthanol) ((REF] 1141-250)

Lames 12 puits de neutrophiles humains [6 éthanol/6 formol]

(REF] 1142)

Contr(le positif cCANCA, contient du sérum humain avec BSA

(REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

Contr(le positif pANCA, contient du sérum humain avec BSA

(REF] 1141, 1142, 1141-250)

Contr( le négatif, contient du sérum humain avec BSA ([REF] 1140,

1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)
Conjugué FITC anti-IgG humaines contient du BSA. Maintenir

Clabri de la lumiCre ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116),

2 vials (1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

Diluant Sérum, contient du BSA ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2)
2 vials (1140-250, 1141-250)

Tampon Phosphate Salin (PBS), Dissoudre chaque flacon dans 1

litre ((REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2),

3 vials (1140-250, 1141-250)

Milieu de montage. Ne pas congeler ([REF] 1140, 1141, 1142,

1116, 1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

Lamelles couvre-lames ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116),

2x12 (1140-2), 3x12 (1140-250, 1141-250)

Autres r actifs disponibles chez Immco
Lame 6 puits de neutrophiles humains (fixés [1I'éthanol) 2162
Lame 16 puits de neutrophiles humains (fixés [I'éthanol) 2162-16
Lame 6 puits de neutrophiles humains (fixés au formol) 2186
Lame 6+6 puits de neutrophiles humains Ethanol + Formol

Lame Substrat (fixé [1I'éthanol et au formol) 2189
Lamelle 10 puits Substrat Neutrophiles Humains (fixés [1I'éthanol) 2162-10
Lamelle 10 puits Substrat Neutrophiles Humains (fixés au formol) 2186-10

1 x 0.5 ml Contrle Positif cCANCA , contient du sérum humain avec BSA 2252
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1 x 0.5 ml Contr(le Positif pANCA , contient du sérum humain avec BSA 2240
1 x 1.0 ml Contre-coloration d’Evans 2510

Symboles utilis('s sur les [ tiquettes:
Numéro de lot

Numéro de référence catalogue
A utiliser avant

Température de conservation
Lire les instructions d’utilisation

Pour usage diagnostique In vitro

Fabricant

4R BB =~ [F

Nombre de tests

Mat(riel n[cessaire mais non fourni
*  Microscope [Ifluorescence

*  Micropipette ou pipette Pasteur

* Pipettes sérologiques

Bac [Icoloration pour le lavage des lames (type Coplin)
*  Petits tubes (ex : 13 X 75 mm) et porte tubes

« Eau distillée ou déionisée

*  Eprouvette graduée 1|

*  Flacon pour solution de lavage

*  Serviettes en papier

*  Chambre d’incubation

MISES EN GARDE ET PRI /ICAUTIONS

Utilisation comme test de diagnostic in vitro. Le matériel d’origine humaine utilisé dans la préparation des réactifs a
été testé en respectant les recommandations de la FDA et résulte non réactif aux antigl nes de surface du virus de
'hépatite B (Ag HBs), en anticorps dirigés contre le virus de I'hépatite C (anti-HCV) et en anticorps dirigés contre
les virus de I'immunodéficience humaine (anti-VIH1, anti-VIH2 et HTLV-I). Du fait qu’aucune méthode de test
connue ne peut offrir une garantie absolue de I'absence d’agents infectieux, considérer les réactifs ainsi que tous
les échantillons de patients comme potentiellement infectieux et les manipuler avec les précautions d’'usage'.

ATTENTION - Certains réactifs contiennent de 'azide de sodium (NaN,). Ce composé peut former dans les
canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d’éviter la formation
et 'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier [ grande eau lors de I'élimination de
ces réactifs. L'azide de sodium est toxique en cas d’ingestion. En cas d’ingestion, informer immédiatement le
responsable du laboratoire et contacter le centre antipoison.

La qualitée des résultats est dépendante du respect des instructions figurant dans la présente notice. Ne pas
échanger des réactifs du kit par d’autres provenant d’autres fabricants. Ne pas utiliser au-del(] de la date de
péremption.

PRILCVEMENT ET PROPARATION DES 'CHANTILLONS

Utiliser uniquement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums fortement
hémolysés, lipémiques ou sujets [1une contamination bactérienne car cela peut provoquer des interférences et
modifier les performances du test. Conserver les sérums entre 2 et 8°C pendant maximum une semaine. Pour
une conservation plus longue, congeler les sérums a -20°C. Eviter les congélations/décongélations successives
des sérums.
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MODE OP [ RATOIRE
A. Dl pistage

1. Diluer chaque sérum de patient au 1:20 dans le diluant échantillon fourni (5001 de sérum + 1 .0ml de diluant).
Ne pas diluer les contrbles positifs ou négatifs. Conserver le sérum non dilué pour déterminer le titre des
anticorps dans le cas ou le dépistage serait positif.

2. Laisser les lames prendre la température du laboratoire pendant 10-15 minutes dans le sachet scellé. Sortir
les lames avec précaution sans toucher le substrat.

3. Numeéroter les lames et les placer dans la chambre humidifiée avec des serviettes en papier mouillées pour
éviter le desséchement.

4. Retourner le flacon doseur et appuyer doucement pour déposer 1 goutte (environ 500 1) de Contréle Négatif
sur le puits n°1. De la méme fagon déposer 1 goutte de Contrdle Positif sur le puits n°2. Eviter de déborder
des puits.

5. ATaide d’une micropipette ou d’une pipette Pasteur, déposer 1 goutte (environ 50(1) de sérum dilué dans les
puits restants. Eviter de déborder des puits.

6. Replacer le couvercle sur la chambre et incuber les lames 30 minutes a température ambiante.

7. Sortir une lame de la chambre d’incubation. En la tenant par un bord, rincer doucement avec une pipette
contenant environ 10 ml de PBS ou rincer la lame dans un becher rempli de PBS. Ne pas utiliser de pissette.
Transférerimmédiatement la lame dans un bac a coloration et laver pendant 10 minutes. Répéter les opérations
avec toutes les lames.

8. Retirer une (les) lame(s) du bac de coloration. Eliminer 'excés de PBS avec une serviette en papier. Déposer
la lame dans la chambre d’incubation. Retourner les flacons doseurs de conjugué et déposer immédiatement
1 goutte (environ 50( 1) dans chaque puits.

9. Répéter les étapes 7 et 8 avec chaque lame.
10. Replacer le couvercle sur la chambre d’incubation et incuber 30 minutes a température ambiante.

11. Sortir une lame de la chambre d’incubation. En la tenant par un bord, plonger la lame dans un becher rempli
de PBS pour éliminer I'excés de conjugué. Transférer dans un bac a coloration rempli de PBS pendant 10
minutes. 2-3 gouttes de contre-coloration bleue d’Evans peuvent étre ajoutée au lavage final.

Répéter les opérations avec toutes les lames. REMARQUE: Un lavage incorrect peut altérer la morphologie
des neutrophiles et augmenter le bruit de fond de fluorescence.

12. Retirer une lame du bac. Eliminer I'excés de PBS avec une serviette en papier. Pour [ viter de mettre [1sec
les puits, rlaliser imm_diatement I'tape 13 pendant que la lame est encore humide.

13. Déposer doucement 1 goutte de milieu de montage dans chaque puits et appliquer la lamelle couvre-lame.
Ne pas appliquer de pression excessive et éviter les mouvements latéraux de la lamelle.

14. Répéter les étapes 12 et 13 avec chaque lame.
15. Observer la fluorescence spécifique a I'aide d’'un microscope au grossissement X200 ou plus.

Les lames peuvent étre lues immédiatement. Cependant, gri ce a la présence d’un agent anti-fading dans le milieu
de montage, la lecture peut étre retardée jusqu’a 48 heures sans perte significative de I'intensité de fluorescence.
Dans ce cas, les lames doivent étre conservées a 'obscurité et entre 2 et 8°C.

B. D termination du titre par les dilutions en cascade

Un sérum trouvé positif au test de dépistage peut étre retesté en suivant les étapes 5 a 13 afin de déterminer
son titre. Inclure dans chaque nouvelle série un controle positif et négatif. Les dilutions en série de 2 en 2
sont réalisées a partir du 1:20. Le titre du sérum est défini par la derniere dilution donnant une fluorescence
positive.
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Prparation des dilutions en s(rie.

Numeéroter quatre tubes de 1 a 4. Ajouter 1.0 ml de diluant échantillon dans le tube 1 et 0.2 ml dans les tubes 2
[14. Pipeter 50 [1 de sérum pur dans le tube 1 et agiter soigneusement. Transférer 0.2 ml du tube 1 dans le tube
suivant et agiter soigneusement. Continuer a transférer 0.2 ml d’un tube a I'autre en mélangeant bien chaque tube
pour arriver aux dilutions suivantes :

Tubes 1 2 3 4
Sirum 0,05 ml
+
E'C'::::i"on 1,0 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
5 = =
Transfert 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilution finale 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.

CONTRIILE DE QUALITC

Un contréle positif et un contréle négatif doivent étre inclus dans chaque série. Le contréle négatif ne doit pas
donner d'image fluorescente sur les neutrophiles, tandis qu’avec le contréle positif on obtient, sur les lames fixées
a I'éthanol, une fluorescence 2+ ou supérieure du cytoplasme des neutrophiles, dans le cas d’un contréle c-ANCA
et périnucléaire dans le cas d’'un contréle p-ANCA. Sur lames fixées au formol, le contrdle positif c-ANCA reste
cytoplasmique tandis que celui du p-ANCA deviendra cytoplasmique.

Dans le cas ou les contréles ne donnent pas les résultats attendus, il est recommandé de refaire le test. Si le
probléme persiste, cela peut étre lié a:

* La turbidité. Eliminer le contrdle et en utiliser un nouveau.

*  Au systeme optique du microscope. Par exemple: mauvais alignement, lampe ayant dépassé sa durée de vie,
etc.

e Aun assechement des lames pendant la manipulation.
INTERPRI['TATION DES RI'SULTATS

Les résultats des tests ANCA sont a considérer négatifs (<20), ou positifs (> ou = 160), ou de préférence, positifs
avec le titre et le type de fluorescence. Préciser s’il s’agit d’une fluorescence spécifique, cytoplasmique (c-ANCA)
ou périnucléaire (p-ANCA). Certains autres anticorps, comme les anticorps antinucléaires (ANA), donnent parfois
des réactions similaires aux p-ANCA. Différentes images d’ANCA sur lames éthanol et formol sont présentées a
la fin du document.

LIMITES DUTILISATION

Parfois un sérum ANCA positif peut donner un résultat faiblement positif ou négatif a la dilution de dépistage (effet
de zone).

Dans ces cas douteux, les sérums devront étre testés a des dilutions supérieures et, si le résultat est positif,
déterminer le titre des anticorps.

Parfois la présence de deux ou plus anticorps différents dans le sérum ayant une réactivité vis a vis du méme
substrat peut créer des interférences pour la détection en immunofluorescence. Cela peut masquer la détection
de 'ANCA ou cacher le titre si I'anticorps qui interfere a un titre plus élevé que celui des ANCA. Le cas le plus
frequemment rencontré dans le test des ANCA est une interférence avec les ANA.

Chez certains patients atteints de maladie de Wegener, le test des ANCA pourra étre négatif. Un contrdle réalisé
ultérieurement peut montrer une positivité du sérum. Les sérums de patients atteints de la maladie de Wegener
qui suivent un traitement sont toujours négatifs sur le test ANCA. Certaines réactions d’ANA peuvent parfois géner
ou mimer une image p-ANCA. Pour confirmer la réactivité p-ANCA, les sérums doivent étre retestés sur lames
fixées au formol ou sur lames HEp2 pour les ANA. Les échantillons p-ANCA sur lames fixées au formol donnent
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une image c-ANCA, tandis que les réactions des ANA sur ces mémes lames donnent une image négative ou
nucléaire. Les anticorps anti-cytokératine peuvent résulter en fausse réaction positive c-ANCA'S.

Le test sur cellules HEp2 permet alors de distinguer les réactions «pseudo-ANCA» des vraies réactions c-ANCA.

Le titre de I'anticorps n’est pas toujours corrélé a I'activité de la maladie. Les résultats ANCA doivent étre interpréetés
avec les signes cliniques et la présence ou I'absence d’ANCA ne peut pas directement indiquer la présence d’'une
angeite.

Les résultats ANCA positifs en immunofluorescence doivent étre confirmés par une technique ELISA. Certaines
spécificités antigéniques sont préférentiellement associées a un type d’angéite. Par ailleurs des ANCA sont
retrouvés dans le sérum de patients atteints de désordres immunologiques autres que les angéites, comme la
rectocolite hémorragique™®.

VALEURS ATTENDUES

Soixante quatre (64) échantillons extraits d’'une population normale ont été testés en ANCA. Tous les échantillons
ont donné un résultat négatif a la dilution 1:20.

Un résultat ANCA positif est utile pour le diagnostic des angéites et maladies inflammatoires intestinales™"'.
La conformation c-ANCA est fréequemment associée a la maladie de Wegener et la conformation p-ANCA a la
micropolyangéite, a la néphrite glomérulaire idiopathique a croissant et a la rectocolite hémorragique”'. Dans
d’autres angéites (périartérite noueuse, maladie de Takayasu, maladie de Behcet) les ANCA sont rares ou absents.
La prévalence des ANCA dans la maladie de Wegener et autres vascularites, extraite des données de la littérature
est présentée dans le tableau 1, a la fin du document. Dans le projet européen d’étude de standardisation des
ANCA, Hagan et ses collaborateurs'® ont montré I'importance de 'immunofluorescence indirecte pour le diagnostic
des vascularites systémiques idiopathiques. Dans cette étude, les ANCA sont présents dans 85% des sérums de
patients atteints de maladie de Wegener, et parmi ceux-ci, 64% sont positifs c-ANCA et 21% positifs p-ANCA. Les p-
ANCA sont plus fréquents que les c-ANCA dans la polyangéite microscopique (58% contre 23%) avec une sensibilité
de 81% dans la polyangéite microscopique et de 82% dans la néphrite glomérulaire idiopathique a croissant.

Lors de bilan de santé ou de maladie, ’ANCA était présente dans respectivement 19% et 6 % des cas, présentant
donc une spécificité de 76% dans le groupe contréle de malades et de 94% dans la population normale (Tableau
2 a la fin du document).

Cependant la valeur prédictive positive des ANCA est bien meilleure et plus significative lorsque le résultat est
interprété avec dossier clinique. Dans leur éditorial, Jennette Wilmant et Falk'”, ont montré que la valeur prédictive
positive est de 92% chez les patients ayant un dosage de créatinine >3mg/dl. De méme, chez les patients ayant
une valeur prédictive positive initiale faible, un résultat ANCA positif augmente la probabilité de déclencher la
maladie. Les auteurs concluent que la recherche d’ANCA chez les patients ayant des signes cliniques évidents
de glomérulonéphrite extra-capillaire est utile pour confirmer le diagnostic, alors que chez les patients ayant des
signes cliniques diffus, cette méme recherche permet d’éliminer le diagnostic d’angéites.

PERFORMANCES

Le test ANCA, Anticorps Anti-Neutrophiles Cytoplasmiques, de Immco™ a été utilisé en paralléle avec un autre
test ANCA d’immunofluorescence indirecte. 129 sérums provenant d’un laboratoire spécialisé dans la détection
des anticorps ont été inclus dans I'étude comparative. Ces échantillons ont été testés en respectant le mode
opératoire recommandé par chaque fabricant. Les résultats sont les suivants:

Immco™
Positifs N[ gatifs Total
Positifs 49 0 49
£ Nigatifs 7 73 80
& Total 56 73 129

Spécificité Relative: 91%
Sensibilité Relative: 100%
Concordance: 95%
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Les sept sérums discordants entre les deux tests d'immunofluorescence ont été retestés en ELISA pour la
recherche des anticorps dirigés contre les deux principales cibles antigéniques, la myélopéroxidase (MPO) et la
protéinase 3 (PR3).

Sur les sept sérums positifs avec ELISA et négatifs avec I'autre test, tous sauf un ont été trouvés positifs en ELISA,
ce qui montre que ces échantillons sont plus vraisemblablement de vrais positifs.

Ractivit[lcroise:

Les anticorps antinucléaires (ANA) peuvent donner une réaction positive sur les neutrophiles. Pour définir la
réactivité des ANA sur les neutrophiles, que I'on peut confondre avec la réactivité des ANCA, 25 sérums ANA
positifs de spécificités différentes ont été testés sur des lames fixées a I'éthanol, au formol et des lames COMVI.
Avec tous les sérums, a I'exception des spécificités SS-A (Ro) et SS-B (La), on observe une image de conformation
nucléaire. Cette image est conservée ou disparalt sur les lames fixées au formol.

Reproductibilit

ANCA positifs (deux c-ANCA et deux p-ANCA) et un sérum ANCA négatif ont été testés a partir de la dilution 1:20
jusqu’a la dilution du titre. 3 lots différents ont été utilisés pour chaque type de lames, éthanol, formol et COMVI
pendant quatre jours pour déterminer l'intra et I'inter-reproductibilité. Dans tous les cas, le sérum négatif et les
sérums positifs ont donné les résultats attendus.
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SISTEMA PER L/ANALISI DI ANTICORPI ANTI-NEUTROFILI CITOPLASMATICI (ANCA)

‘ ‘ INSERTO DEL PRODOTTO
| 1116 Kit ANCA (etanolo) 24 Determinazioni
| M M CO 1140 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni

DIAGNOSTICS 1140-2 Kit ANCA (etanolo) 96 Determinazioni
—_— 1140-250 Kit ANCA (etanolo) 250 Determinazioni

1141 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinal ioni
1141-250 Kit ANCA (etanolo) 250 Determinazioni
1142 Kit ANCA (etanolo + formalina) 48 Determinazioni

Test di immunofluorescenza indiretta (IF) per la rilevazione e la quantificazione di anticorpi anti-neutrofili citoplasmatici
(ANCA) nel siero umano. Gli ANCA si riscontrano nei sieri di pazienti con vasculite necrotizzante e sono quindi di
utilita nella diagnosi di queste patologie in congiunzione con le evidenze cliniche e altri risultati di laboratorio.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli ANCA sono presenti in pazienti con granulomatosi di Wegener, poliartrite microscopica, glomerulonefrite
necrotizzante o a semilune e in altre vasculiti e malattie infiammatorie intestinali (principalmente la colite ulcerosa)''".
La colorazione per immunofluorescenza indiretta dei neutrofili fissati in etanolo pul] manifestarsi con diverse
tipologie di pattern includendo:

1. Autoanticorpi anti-antigeni citoplasmatici dei neutrofili che producono una colorazione citoplasmatica diffusa
(CANCA).

2. Autoanticorpi anti-antigeni neutrofili che generano un pattern di reazione perinucleare (pPANCA).
3. Anticorpi comuni anti-antigeni nucleari (ANA).

La significativita di queste due forme di ANCA differisce’. | cANCA sono presenti prevalentemente in pazienti
con granulomatosi di Wegener e poliartrite miroscopica, mentre i pANCA si riscontrano in una serie di malattie
vasculitiche, nella colite ulcerosa (CU) e nella colangite sclerosante primitiva (CSP). Nell'80% dei pazienti nei quali
sono presenti i pPANCA si hanno evidenze istologiche di vasculite, CU o CSP. Gli ANCA si riscontrano in piu del 90%
dei pazienti con granulomatosi di Wegener attiva generalizzata e nel 67% dei pazienti con malattia attiva limitata.
L'incidenza degli ANCA varia nei pazienti in remissione clinica. | pazienti con granulomatosi di Wegener attiva
possono occasionalmente risultare negativi agli ANCA. Tuttavia, in questi casi, una ripetizione dei test dovrebbe
produrre reazioni positive agli ANCA". Il metodo della microscopia in immunofluorescenza indiretta viene ritenuto
lo standard privilegiato per l'individuazione degli ANCA. La fissazione degli antigeni di PMN viene normalmente
eseguita in etanolo. Con la fissazione in etanolo, sono stati identificati due tipi di pattern di colorazione come risultato
della reazione: citoplasmatico (CANCA) e perinucleare (pPANCA). Le reazioni pANCA possono essere confermate da
analisi ripetute su vetrini fissati in formalina, dove le reazioni pANCA danno luogo alla conversione in cANCA, mentre
le reazioni ANA rimangonodi tipo nucleare o possono diventare negative su fissazioni in formalina.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il metodo di immunofluorescenza indiretta adottato in questo kit prevede che i sieri dei pazienti siano incubati
su preparazioni ottimizzate di neutrofili umani per consentire il legame degli anticorpi al substrato. Gli anticorpi
non legati sono rimossi mediante lavaggio e quelli legati, di classe IgG sono individuati per incubazione del
substrato con coniugato anti-lgG umane marcato con fluoresceina. Le reazioni si osservano per microscopia
in fluorescenza usando filtri idonei. La presenza degli ANCA si manifesta con una fluorescenza verde mela del
citoplasma con colorazione citoplasmatica granulare diffusa (CANCA) o colorazione perinucleare (pPANCA). | titoli
(il valore reciproco della diluizione maggiore che produce una reazione positiva) sono poi determinati analizzando
le diluizioni seriali*®.

INFORMAZIONI SUL PRODOTTO
Conservazione e preparazione

Conservare tutti i reagenti a 2-8°C. E’ necessario, prima dell’'uso, portare tutti i reagenti a temperatura ambiente.
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Materiali forniti

1116 Kit ANCA (etanolo) 24 Determinazioni
1140 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni
1140-2  Kit ANCA (etanolo) 96 Determinazioni
IREF[ 1140-250 Kit ANCA (etanolo) 250 Determinazioni
[REF] 1141 Kit ANCA (formalina) 48 Determinazioni

[REF] 1141-250 Kit ANCA (formalina) 250 Determinazioni
1142 Kit ANCA (etanolo + formalina) 48 Determinazioni

4 x | SORB | SLD | 6 | Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
(REF] 1116), 8 slides (1140), 16 slides (1140-2)

25 x | SORB | SLD |10| Vetrini da 10 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
([REF] 1140-250)

8 x | SORB | SLD | 6 | Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
(REF] 1141)

25 x | SORB | SLD | 10| Vetrini da 10 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]

([REF] 1141-250)

8 x [SORB|[SLD| 6+6 | Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani

(6 etanolo/6 formalina)

1x0,5ml [cONTROL |+ [ANCA|* Controllo Positivo cANCA, contiene siero umano con BSA

(REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

1x0,5ml [cONTROL [ +[ pANCA |* Controllo Positivo pANCA, contiene siero umano con BSA

(REF] 1141, 1142, 1141-250)

1x0,5ml [coNTROL [ -]* Controllo Negativo, contiene siero umano con BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)
1x5,0ml @G-CONJ ‘ FITC |* Coniugato FITC anti-lgG umane, contiene BSA. Proteggere dalla luce

([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2),

3 vials (1140-250, 1141-250)

1x60 mi * Diluente Campione, contiene BSA ([REF] 1140, 1141, 1142,
1116, 1140-2), 2 vials (1140-250, 1141-250)
2 fiale m Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS), da ricostituire a 1

litro. (REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2)

3 vials (1140-250, 1141-250)

1x5,0ml [ 'MOUNTING [ MEDIUM |* Liquido di montaggio. Non congelare ([REF] 1140, 1141, 1142)
1116, 1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

1x12ml  [coveR Vetrini coprioggetto (REF] 1140, 1141, 1142, 1116),
2X12 (1140-2), 3X12 (1140-250, 1141-250)

* Contiene < 0,1% NaN,

Materiali opzionali disponibili presso Immco

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
Vetrini da 16 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in formalina]

Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani etanolo+formalina
(fissati in etanolo e formalina)

Vetrino Substrato Neutrofili Umani (fissati in etanolo) 10 pozzetti
Vetrino Substrato Neutrofili Umani (fissati in formalina) 10 pozzetti

1 x 0,5 ml Controllo Positivo cANCA*, contiene siero umano con BSA
1 x 0,5 ml Controllo Positivo pANCA*, contiene siero umano con BSA
1 x 1,0 ml Colorante di contrasto Blu di Evans
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Simboli usati sulle etichette:
Numero di lotto

Numero catalogo

Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per 'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

4R 3B ~ =[5

Numero di test

Materiali necessari ma non forniti

*  Microscopio a fluorescenza

Micropipetta o pipetta Pasteur

Pipette sierologiche

* Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

»  Provette piccole per test (ad es. 13 x 75 mm) e rack per provette
* Acqua distillata o deionizzata

+  Contenitore da 1 litro.

* Flacone di lavaggio

» Salviette di carta

e Camera umida per l'incubazione

AVVERTENZE E PRECAUZIONI

Per uso diagnostico in vitro. Tutti i componenti di derivazione umana sono stati analizzati per HbsAg, HCV, HIV-1
e 2 e HTLV-I e sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia i derivati del sangue umano e i campioni
dei pazienti devono essere considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la
conservazione, la dispensazione e lo smaltimento di questi materiali’“.

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaN,) pud reagire con gli scarichi idraulici in piombo e rame per formare azidi
metalliche altamente esplosive. Durante lo smaltimento dei liquidi, diluire con acqua corrente per evitare 'accumulo
di azide. L'azide sodica pu0 essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire immediatamente I'incidente al
direttore del laboratorio o al centro antiveleni.

Per garantire la validita dei risultati € indispensabile seguire scrupolosamente le istruzioni contenute in questo
foglio illustrativo. Per eventuali sostituzioni di materiali del kit, usare solo materiali Immco Diagnostics Inc.
aventi lo stesso numero di catalogo. Non usare oltre la data di scadenza indicata sull’etichetta.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Per questa procedura usare unicamente campioni di siero. | campioni fortemente emolizzati, lipemici o
microbiologicamente contaminati possono interferire con le prestazioni del test e non devono quindi essere usati.
Conservare i campioni a 2-8°C per non oltre una settimana. Per la conservazione prolungata, i campioni di siero
dovrebbero essere congelati a -20°C. Evitare congelamenti e scongelamenti ripetuti dei campioni.
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PROCEDURA
Metodo del test
A. Screening

1. Diluire il siero del paziente 1:20 con il Diluente per Campioni fornito (50 [1 di siero + 1,0 ml
di diluente). Non diluire i Controlli Positivi o Negativi. Conservare il siero non diluito per determinare i titoli
anticorpali se i test di screening risultano positivi.

2. Lasciare che le buste contenenti i vetrini raggiungano la temperatura ambiente per 10-15 minuti. Rimuovere
con attenzione il vetrino senza venire in contatto con il substrato.

3. Contrassegnare i vetrini e disporli nella camera umida sul cui piano interno saranno state poste delle salviette
di carta inumidite con acqua per prevenire I'essiccazione.

4. Applicare 1 goccia (circa 50 1) di Controllo Negativo nel pozzetto #1. Allo stesso modo applicare 1 goccia di
Controllo Positivo nel pozzetto #2. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

5. Usando una micropipetta o pipetta Pasteur, applicare 1 goccia di siero diluito del paziente (circa 50 [1) negli
altri pozzetti. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

Posizionare il coperchio sulla camera umida e incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

Rimuovere il vetrino dalla vaschetta Coplin, reggerlo per I'estremita e irrorare delicatamente con circa 10 ml di
PBS usando una pipetta, oppure sciacquare il vetrino in un recipiente contenente PBS. Non usare flaconi di
lavaggio. Trasferire immediatamente il vetrino in una vaschetta Coplin di lavaggio e attendere per 10 minuti.
Ripetere la procedura per tutti gli altri vetrini.

8. Rimuovere il/i vetrino/i dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la
soluzione PBS in eccesso. Posizionare il vetrino nella camera umida. Applicare immediatamente 1 goccia
(circa 50 (1) di Coniugato in ciascun pozzetto.

9. Ripetere le fasi 7 e 8 per ciascun vetrino.
10. Riposizionare il coperchio sulla camera umida e incubare i vetrini per 30 minuti a temperatura ambiente.

11. Rimuovere il vetrino dalla camera umida, reggerlo per I'estremita e immergerlo in un recipiente contenente
PBS per rimuovere il coniugato in eccesso. Lasciare il/i vetrino/i per 10 minuti in una vaschetta Coplin riempita
con PBS. 2-3 gocce di Blu di Evans nel lavaggio finale. Ripetere la procedura per i restanti vetrini. NOTA:
Un lavaggio inadeguato pud causare un aumento nella fluorescenza di fondo.

12. Rimuovere il vetrino dalla vaschetta Coplin. Asciugare il vetrino su carta assorbente per rimuovere la soluzione
PBS in eccesso. Per prevenire I’essiccazione, procedere immediatamente alla fase successiva mentre
il vetrino [Jancora umido.

13. Montare il vetrino coprioggetto applicando 1 goccia di liquido di montaggio uniformemente sul coprioggetto e
posizionarlo sopra il vetrino. Evitare di esercitare una pressione eccessiva e gli spostamenti laterali del vetrino
coprioggetto.

14. Ripetere le fasi 12 e 13 per ciascun vetrino.
15. Osservare la fluorescenza specifica mediante microscopia a fluorescenza con ingrandimento 200x o superiore.

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente antiscolorimento nel liquido di
montaggio, non si verificano perdite significative di intensita di colorazione e la lettura puo essere effettuata nelle
48 ore successive alla preparazione. | vetrini devono essere conservati in assenza di luce a 2-8°C.

B. Determinazione Endpoint (titolazione)

Un siero positivo al test di screening puo essere analizzato ulteriormente ripetendo le fasi da 5 a 13 per determinare
il titolo anticorpale. Ogni serie di test deve includere Controlli Positivi e Negativi. Preparare diluizioni seriali a partire
da 1:20. Il reciproco del valore della piu alta diluizione a cui il campione mostra positivita € il valore del titolo.
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Preparazione delle Diluizioni Seriali

Numerare 4 provette da 1 a 4. Aggiungere 1,0 ml di Diluente del Campione nella provetta 1 e 0,2 ml nelle provette
da 2 a 6. Pipettare 0,05 ml di siero non diluito nella provetta 1 e mescolare accuratamente. Trasferire 0,2 ml
dalla provetta 1 alla provetta 2 e mescolare accuratamente. Continuare a trasferire 0,2 ml da una provetta alla
successiva, dopo la miscelazione, per ottenere le diluizioni indicate nella tabella seguente:

Provette 1 2 3 4
Siero 0,05 mi

+
Diluente 1,0 mi 0,2 ml 02m  02ml
tamponato

2 2 2

Trasferimento 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluizione finale 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.

CONTROLLO DI QUALIT™

In ogni serie di test dovrebbero essere inclusi un Controllo Positivo e un Controllo Negativo. Il Controllo Negativo
non dovrebbe evidenziare fluorescenza specifica dei neutrofili, mentre il Controllo positivo dovrebbe produrre una
colorazione del citoplasma dei neutrofili con intensita di 2+ o maggiore nel caso di controllo positivo CANCA e
perinucleare con controllo positivo pANCA su ventrini fissati in etanolo. Su vetrini fissati in formalina, il Controllo
Positivo cANCA rimane citoplasmatico, mentre la reazione pANCA diventeranno citoplasmatiche.

Se non si ottengono i risultati attesi, la procedura dovrebbe essere ripetuta. Se i controlli continuano a produrre
risultati discordanti, cid pud essere dovuto a:

+ Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

*  Problemi legati al sistema ottico del microscopio a fluorescenza: allineamento non idoneo, lampada oltre la
durata utile prevista, ecc.

* Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI

| risultati dei test per gli anticorpi ANCA dovrebbero essere riportati come negativi con titolo inferiore a 20, positivi
con titolo superiore o uguale a 160 o, preferibilmente, positivi con titolo e pattern. Effettuare la lettura per colorazione
diffusa, granulare citoplasmatica (CANCA) o perinucleare (pANCA). Altri anticorpi rilevabili possono includere gli
anticorpi antinucleari (ANA) che in certi casi possono mimare le reazioni pANCA. | pattern ANCA su vetrini fissati
in etanolo o formalina sono illustrati alla fine del foglietto.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

In alcuni casi, i sieri positivi per gli ANCA possono essere o molto deboli o negativi alla diluizione iniziale di
screening (fenomeno prozona).

In questi casi incerti, i sieri dovrebbero essere analizzati a diluizioni maggiori e, se positivi, dovranno essere
determinati i titoli anticorpali

Nel caso in cui in un siero siano presenti due o piu anticorpi reattivi con lo stesso substrato, pud verificarsi
un’interferenza nella rilevazione per immunofluorescenza. Linterferenza puo risultare in mancata rilevazione degli
ANCA o in soppressione del titolo se I'anticorpo interferente ha un titolo piu alto di quello degli ANCA. La causa piu
comune del fenomeno di interferenza nei test ANCA ¢ la coesistenza degli ANA.

In alcuni dei pazienti affetti da granulomatosi di Wegener, i test per gli ANCA possono risultare negativi. In tali casi
una serie ripetuta di analisi pud produrre risultati positivi. | pazienti con granulomatosi di Wegener in trattamento
mostrano invariabilmente risultati negativi per gli ANCA. Le reazioni ANA possono, in alcuni casi, mimare o essere
equivocate con la colorazione dei pANCA. Per confermare la reattivita pANCA, i sieri che producono reazioni
pANCA dovrebbero essere successivamente testati su vetrini fissati in formalina o analizzati per la presenza di
ANA su vetrini con cellule epiteliali HEp-2. | campioni pANCA su substrato ANCA fissato in formalina dovrebbero
mostrare reattivita CANCA, mentre le reazioni agli ANA dovrebbero essere negative oppure rimanere di tipo
nucleare. Gli anticorpi anti-citocheratina possono risultare in reazioni cCANCA falsamente positive's.
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In questi casi, i test di immunofluorescenza indiretta su cellule epiteliali HEp-2 possono essere di utilita nella
distinzione tra reazioni “pseudo ANCA” e vere reazioni cANCA.

I titoli anticorpali non sono necessariamente associati con I'attivita della malattia. | risultati dei test ANCA dovrebbero
essere valutati alla luce delle condizioni cliniche, in quanto la presenza o I'assenza degli ANCA pud non essere
direttamente associata con una malattia vasculitica.

Risultati positivi agli ANCA ottenuti per immunofluorescenza dovrebbero essere confermati con test ELISA. Gli ANCA
di determinate specificita antigeniche sono maggiormente indicativi della presenza di una specifica malattia vasculitica.
Inoltre, gli ANCA sono stati associati con disturbi immunologici diversi dalla vasculite quali la colite ulcerosa’®.

VALORI ATTESI

Sono stati testati per gli ANCA sessantaquattro (64) campioni. Tutti i campioni sono risultati negativi agli ANCA a
diluizioni 1:20.

Un risultato ANCA positivo in un contesto clinico appropriato € utile nella diagnosi della vasculite sistemica e delle
malattie infiammatorie intestinali”'". La colorazione cANCA si verifica pit comunemente nella granulomatosi di
Wegener e la colorazione pANCA nella poliangite microscopica, nella glomerulonefrite proliferativa extracapillare
pauci immune e nella colite ulcerosa’™". In altre vasculiti (poliartrite nodosa, malattia di Takayasu, artrite a cellule
giganti, malattia di Behget) gli ANCA sono rari o assenti. L'incidenza degli ANCA nella granulomatosi di Wegener
e nelle altre vasculiti, estrapolata dalla letteratura, é riepilogata nella Tabella 1 riportata alla fine di questo foglio.
Nel progetto collaborativo europeo di standardizzazione delle metodologie per gli ANCA, Hagan e collaboratori'®
hanno valutato I'utilita dei test di immunofluorescenza indiretta per la diagnosi della vasculite sistemica idiopatica.
In questo studio, la presenza degli ANCA ¢ stata riscontrata nell’85% dei pazienti con granulomatosi di Wegener,
di questi, il 64% sono risultati positivi per i CANCA e il 21% per i pANCA. | pANCA prevalevano rispetto ai CANCA
nella poliangite microscopica (58% contro 23%) con sensibilita del’81% per la poliangite microscopica e dell’'82%
per la glomerulonefrite rapidamente progressiva idiopatica.

Nei controlli patologici e in quelli sani, gli ANCA erano presenti rispettivamente nel 19% e nel 6% dei campioni,
fornendo pertanto un dato di specificita del 76% nei controlli patologici e del 94% negli individui sani. (Tabella 2,
alla fine di questo foglietto).

Tuttavia, il valore predittivo positivo dei test ANCA & migliore e maggiormente significativo se valutato in congiunzione
con i segni clinici e i sintomi. In un editoriale, Jennette Wiltman e Falk' hanno riportato un valore predittivo positivo
del 92% in un paziente con livelli di creatinina nel siero >3 mg/dl. Similmente, in pazienti nei quali si ha un valore
predittivo positivo iniziale basso, un risultato ANCA positivo aumenta la possibilita di una patologia a un livello che pud
giustificare una valutazione ulteriore. Gli autori concludono che i test per gli ANCA, in pazienti con marcata evidenza
clinica per la glomerulonefrite proliferativa extracapillare pauci immune, sono maggiormente utili per sostanziare la
diagnosi, mentre gli stessi test in pazienti con debole evidenza clinica sono utili per escludere la diagnosi.

PERFORMACE DEL TEST

Il Test di Rivelazione degli Anticorpi Anti-neutrofili Citoplasmatici (ANCA) é stato confrontato con un test analogo in
fluorescenza per gli ANCA. La comparazione ha incluso un totale di 129 sieri ottenuti da un laboratorio diagnostico
di riferimento specializzato nell’individuazione di patologie autoimmuni. Questi sieri sono stati testati secondo la
procedura raccomandata dai produttori. | risultati sono riassunti nelle tabelle che seguono:

Immco™
Positivo Negativo Totale
Positivo 49 0 49
o Negativo 7 73 80
I Totale 56 73 129

Specificita: 91%
Sensibilita: 100%
Concordanza: 95%
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Sette campioni discrepanti osservati utilizzando il metodo di immunofluorescenza indiretta specificato sopra sono
stati ulteriormente analizzati con il metodo ELISA per gli anticorpi agli antigeni anti-mieloperossidasi (MPO) o
anti-proteinasi 3 (PR3), i due principali antigeni associati agli ANCA. Dei sette campioni positivi mediante ELISA
e negativi con l'altro kit di analisi, tutti ad eccezione di uno sono risultati positivi con il metodo ELISA, indicando
pertanto, la reale positivita di questi campioni.

Reattivita incrociata:

Gli anticorpi anti-nucleari (ANA) possono mostrare reazioni positive su neutrofili. Per determinare le reattivita degli
ANA sui neutrofili, che possono essere confuse con reattivita ANCA, sono stati analizzati complessivamente 25
campioni positivi agli ANA ,con specificita anticorpali variabili, su vetrini in etanolo, formalina e COMVI. Tutti i sieri
positivi agli ANA, ad eccezione delle specificita anticorpali SS-A (Ro) e SS-B (La), mostravano reazioni nucleari.
Tali reazioni ANA rimangono nucleari o divengono negative su vetrini fissati in formalina.

Riproducibilita

Gli studi sono stati eseguiti per dimostrare la variabilita all'interno di un saggio e tra un saggio e l'altro. Quattro sieri
ANCA positivi (due di ciascun tipo ¢ e p ANCA) e un siero ANCA negativo, sono stati testati in diluizioni a partire
da 1:20 fino all’endpoint. L'analisi & stata effettuata su 3 diversi lotti, ciascuno su vetrini in etanolo, formalina e
COMVI, per quattro giorni per determinare la riproducibilita tra le analisi e tra le serie di analisi. | campioni negativi
sono rimasti negativi e i campioni positivi hanno prodotto il titolo atteso.
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SISTEMA DE TESTE DE ANTICORPOS ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILOS (ANCA)

FOLHETO DO PRODUTO

‘ 1116 Kit ANCA (etanol) 24 Determina Tes

‘ 1140 Kit ANCA (etanol) 48 Determina’ | es

”Vl MC O© 1140-2 Kit ANCA (etanol) 96 Determina Tes

HVIIVINV Ny 1140-250 Kit ANCA (etanol) 250 Determinales

DIAGNOSTICS 1141 Kit ANCA (formalina) 48 Determina I 'es
1141-250 Kit ANCA (formalina) 250 Determina!lles
1142 Kit ANCA (etanol + formalina) 48 Determina Tes

[1um teste de anticorpos de imunofluorescéncia indirecta para a deteccdo e semiquantificagéo de anticorpos anti-
citoplasma de neutroéfilos (ANCA) em soro humano. Os ANCA sdo detectados no soro de doentes com vasculite
necrosante e assim, serve de auxilio nos exames clinicos e laboratoriais para o diagnoéstico destas doencas.

RESUMO E EXPLICA1AO

Os ANCA apresentam-se em doentes com Granulomatose de Wegener, poliarterite microscopica, glomerulonefrite
necrosante ou crescente, outras vasculites e patologias inflamatoérias dos intestinos (principalmente colite
ulcerosa)™'". A coloragdo por imunofluorescéncia indirecta de neutréfilos fixados com etanol pode exibir tipos
diferentes de padr( es de coloragao fluorescente. Esses incluem:

1. Auto-anticorpos contra antigénios citoplasmaticos de neutrofilos que provocam uma coloragao citoplasmatica
difusa (CANCA).

2. Auto-anticorpos a antigénios neutrofilos que provocam um padréo de reaccgéo perinuclear (PANCA).
3. Anticorpos comuns a antigénios nucleares (ANA).

A importancia destes dois tipos de ANCA diferem 2. Os cANCA apresentam-se principalmente em doentes
com Granulomatose de Wegener e poliarterite microscopica, enquanto os pANCA se apresentam em diversas
patologias vasculiticas, colite ulcerosa (CU) e colangite esclerosante primaria (CEP). Oitenta por cento dos
doentes nos quais se apresentam pANCA tém uma evidéncia histolégica de vasculite, CU ou CEP. Os ANCA
apresentam-se em mais de 90% dos doentes com Granulomatose de Wegener generalizada e activa e em 67%
dos doentes com doenca limitadamente activa. A incidéncia de ANCA varia nos doentes com remisséo clinica. Os
doentes com Granulomatose de Wegener podem ser ocasionalmente negativos a ANCA.

Todavia, nesses casos, a repeticdo dos testes podera dar reacges ANCA positivas'. O método por microscépio
a imunofluorescéncia indirecta é considerado como o melhor método padréo para a detecgdo de ANCA. A fixagédo
de antigénios de PMN é normalmente efectuada em etanol. Quando fixados em etanol, foram identificados dois
tipos de padries de coloragédo da reacgdo ANCA: citoplasmatica (CANCA) e perinuclear (PANCA). As reacgl es
pANCA podem ser confirmadas repetindo o teste em I&minas fixadas com formalina onde as reacgl es pANCA
se convertem em cANCA visto que as reacgl es ANA permanecem nucleares ou tornam-se negativas na fixagéo
com formalina.

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecto usado neste kit, o soro dos doentes é incubado em preparagles
optimizadas de neutréfilos humanos para permitir a ligagao de anticorpos ao substrato. Quaisquer anticorpos que
ndo se tenham ligado s&o eliminados pela lavagem da lamina. Os anticorpos que aderiram, da classe 1gG, séo
detectados através da incubagéo do substrato com conjugado de IgG anti-humana marcado com fluoresceina.
As reacgles sdo observadas com um microscépio de fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presenga
de ANCA é demonstrada por uma fluorescéncia verde-magéa do citoplasma com uma coloragéo citoplasmatica
granular difusa (cCANCA) ou uma coloragéo perinuclear (PANCA). O titulo (o reciproco da maior diluicdo que
provocou uma reacgao positiva) & entdo determinado testando diluicCes em série™.

INFORMA/AO SOBRE O PRODUTO
Conservall o e preparall o

Conserve todos os reagentes entre 2 e 8 °C. Os reagentes estdo prontos a usar depois de se terem estabilizado
a temperatura ambiente.
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Materiais fornecidos

1116 Kit ANCA (etanol) 24 Determinacgies

1140 Kit ANCA (etanol) 48 Determinacies

1140-2  Kit ANCA (etanol) 96 Determinag’ es

1140-250 Kit ANCA (etanol) 250 Determinagi es

1141 Kit ANCA (formalina) 48 Determinag_es
1141-250 Kit ANCA (formalina) 250 Determinag’ es

1142 Kit ANCA (etanol + formalina) 48 Determinagl es

4x [SORB[SLD ] 6 |
25x [ SORB [ SLD [10]
8 x [SORB[SLD] 6 |
25x [ SORB [ SLD [10]
8 x [SORB|[SLD| 6+6 |

1x0,5ml [cONTROL [ +][ANCA|*

1x0,5ml [CONTROL | +| pANCA |*

1x05ml [GONTROL-]*

1x35,0ml [1gG-CONJ [ FITC |*

1x60ml [BUF]-
2frascos | BUF [WASH |

1x5,0ml [ MOUNTING | MEDIUM |*

1x12m

* contém <0,1% NaN,

Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos
[fixadas com etanol] ([REF] 1116), 8 slides (1140), 16 slides (1140-2)
Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 10 pogos
[fixadas com etanol] ([REF] 1140-250)

Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos
[fixadas com formalina] ((REF] 1141)

Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 10 pogos
[fixadas com etanol] ([REF] 1141-250)

Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 12 pogos [6
com etanol/6 com formalina] (REF] 1142)

Controlo positivo para cANCA, contém soro humano com BSA
(REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-250, 1141)

Controlo positivo para pANCA, contém soro humano com BSA
(REF] 1141, 1142, 1141-250)

Controlo negativo, contém soro humano com BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)
Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Contém BSA.
Proteger da luz ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials (1140-2),
3 vials (1140-250, 1141-250)

Diluente de amostras, contém BSA ([REF] 1140, 1141, 1142,
1116, 1140-2), 2 vials (1140-250, 1141-250)

Tampao fosfato salino (PBS). Dissolver cada frasco em 1 |.

(REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)
Meio de montagem. N&o congelar ([REF] 1140, 1141, 1142,

1116, 1140-2), 3 vials (1140-250, 1141-250)

Lamelas ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 (1140-2),

3x12 (1140-250, 1141-250)

Materiais opcionais disponibilizados pela Immco
Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos (fixada com etanol) 2162
Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 16 pocos (fixada com etanol) 2162-16
Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 pocos (fixada com formalina) 2186

Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 + 6 pogos etanol + formalina

(fixada com etanol e formalina) 2189
Lamina de 10 pogos de Substrato Neutréfilo Humano (fixado com etanol) 2162-10
Lamina de 10 pogos de Substrato Neutréfilo Humano (fixado com formalina) 2186-10
1 x 0,5 ml Controlo positivo* para cANCA, contém soro humano com BSA 2252
1 x 0,5 ml Controlo positivo* para pANCA, contém soro humano com BSA 2240
1 x 1,0 ml Contrastante azul de Evans 2510
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Simbolos utilizados nos rétulos:
Numero de lote

Numero de catalogo

Prazo de validade

Temperatura de armazenamento
Ler as instrugles de utilizacédo
Utilizagdo em diagnéstico in vitro

Fabricante

4R E P>~ [E[

Numero de testes

Material necessario mas n( o fornecido
*  Microscopio de fluorescéncia

*  Micropipeta ou pipeta de Pasteur

* Pipetas serolégicas

Recipiente de coloragéo (ex: Coplin)

*  Tubos de ensaio pequenos 13 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
e [Igua destilada ou desionizada

* Recipiente de 1 litro

* Frasco de lavagem

* Toalhetes de papel

e Camara de incubagao

AVISOS E PRECAULIES

Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados para
HbsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-I e deram resultado negativo nos testes requeridos pela FDA. Todas as amostras
de soro humano e produtos de origem humana devem ser tratados como sendo potencialmente perigosos,
independentemente da sua origem. Devem-se respeitar as boas praticas laboratoriais de conservacgéao, distribuicao
e eliminagdo destes materiais .

AVISO: A azida de sodio (NaN,) pode reagir com as canalizages de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas
altamente explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formagéo
dessas azidas. A azida de sédio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de
laboratorio ou um Centro Anti-Venenos.

As instruges devem ser seguidas a risca de forma a assegurar resultados validos. Nao trocar componentes dos
kits com outros de outras origens diferentes do mesmo numero de catalogo da Immco Diagnostics Inc. Nao
utilizar se estiverem fora do prazo de validade.

COLHEITA E PREPARAT/AO DAS AMOSTRAS

Nestas operagles s6 devem ser usadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas ou
contaminadas com microbios podem interferir no rendimento deste teste e ndo devem ser usadas. Conservar
entre 2 e 8 °C por ndo mais de uma semana. Para uma conservagdo mais prolongada devem ser congeladas a
—20 °C. Evitar repetidas congelagdes e descongelagdes.
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PROCEDIMENTO

Método do teste

A. Despiste

1.

10.
1.

12.

13.

14.
15.
As

Dilua cada soro do doente a 1:20 com o Diluente da Amostra fornecido (50 (1 soro + 1,0 ml Diluente). Nao
dilua os Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro ndo diluido para determinar o titulo de anticorpos, se
os testes de controlo forem positivos.

Deixe que as bolsas com as ldminas de substrato estabilizem a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos.
Retire as [aminas com atenc&o sem tocar no substrato.

Rotule as laminas e coloque-as na camara de incubagéo revestida com toalhetes de papel humedecidos com
agua para evitar a secagem.

Inverta o frasco conta-gotas e aperte ligeiramente para aplicar 1 gota (cerca de 50 (1) de Controlo Negativo
no pogo n.[11. Do mesmo modo, deite 1 gota de Controlo Positivo no pogo n.[ 2. Ndo encha demasiado.

Com uma micropipeta ou pipeta de Pasteur, deite 1 gota do soro diluido do doente (cerca de 50 [1) nos outros
pocos. Evite encher demasiado as pogos.

Coloque a tampa na camara de incubacao e incube as laminas 30 minutos a temperatura ambiente.

Retire a ldmina da camara de incubacdo. Segure na lamina pela extremidade e lave com cerca de 10 ml de
PBS usando uma pipeta, ou lave a lamina numa proveta com PBS. N&o use o frasco de lavagem. Transfira
imediatamente a lamina para o recipiente de Coplin e lave 10 minutos. Repita a operagédo em todas as
ldminas restantes.

Retire a(s) lamina(s) do recipiente de Coplin. Passe o bordo da I[dmina num toalhete de papel para eliminar o
excesso de PBS. Coloque a ldmina na camara de incubacao. Inverta imediatamente o frasco conta-gotas do
Conjugado e aperte ligeiramente para deitar 1 gota (aproximadamente 50 [ 1) em cada pogo.

Repita os passos 7 € 8 em cada lamina.
Coloque a tampa na camara de incubacao. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

Retire uma lamina da camara de incubagdo. Segure na l&mina numa ponta e mergulhe-a num recipiente
com PBS para eliminar o excesso de conjugado. Coloque a(s) lamina(s) num recipiente de coloragdo com
PBS durante 10 minutos. 2 a 3 gotas de contrastante azul de Evans a lavagem final. Repita a operagao

nas laminas restantes. NOTA: Uma lavagem incorrecta pode levar a um aumento da fluorescéncia de fundo.

Retire a ldmina do prato de coloragdo. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar o
excesso de PBS. Para evitar que a Il mina seque, salte imediatamente ao passo seguinte enquanto a
Il mina ainda esta humida.

Monte a lamela aplicando 1 gota de Meio de Montagem uniformemente em cada pogo e coloque-a sobre a
lamina. Nao faga muita pressao e evite o deslizamento lateral da lamela.

Repita os passos 12 e 13 em cada lamina.
Examine a fluorescéncia especifica com microscopio de fluorescéncia com aumento de 200x ou mais.

ldaminas devem ser lidas assim que estiverem prontas. Contudo, devido a presenga de um agente

antidescoloragdo no meio de suporte, ndo ha perdas significativas de intensidade de coloragao, se a leitura for
adiada até 48 horas. As laminas devem ser conservadas as escuras entre 2 e 8 °C.

B. Determinal | o final (titula/ /o)

Um soro positivo no teste de controlo pode ainda ser mais testado seguindo os passos 5 ao 13 para determinar
a titulagdo. Cada teste deve incluir os Controlos Positivo e Negativo. Efectue diversas diluigdes duplicadas
comecgando por 1:20. O reciproco da diluicdo mais elevada a produzir uma reacgéo positiva é o titulo.
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Preparal o de dilui( | es em série

Numere quatro tubos de 1 a 4. Deite 1,0 ml de Diluente da Amostra no tubo 1 e 0,2 ml nos tubos 2 a 4. Pipete 0,05
ml de soro nao diluido para o tubo 1 e mexa bem. Transfira 0,2 ml do tubo 1 para o tubo 2 e mexa bem. Continue
a transferir 0,2 ml de um tubo para o outro apés mexer para produzir as diluicdes descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4
Soro 0,05 ml

+
Diluente 1,0 mi 0,2 ml 02m  02ml
tamponado.

5 2 2

Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilui "o final 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.

CONTROLO DE QUALIDADE

Os Controlos Positivo e Negativo devem ser incluidos em cada teste. O Controlo Negativo ndo devera mostrar
uma fluorescéncia especifica do neutrdfilo, visto que o Controlo Positivo devera ter uma intensidade de coloragéo
2+ ou superior do citoplasma do neutréfilo com controlo positivo cANCA e perinuclear com controlo positivo
pANCA em laminas fixadas com etanol. Em Iaminas fixadas com formalina, O Controlo Positivo cANCA permanece
citoplasmatico visto que a reac¢cdo pANCA se tornara citoplasmatica.

Se ndo se obtiverem os resultados esperados, o teste deve ser repetido. Se resultados inadequados continuarem
a ocorrer com os controlos, pode tratar-se de:

e Turvagdo. Elimine e use outro controlo.

*  Problemas no sistema éptico do microscopio de fluorescéncia: Estes incluem: alinhamento incorrecto, lampada
a precisar de ser substituida, etc.

* Alamina ficou seca durante o processo.
INTERPRETA/AO DOS RESULTADOS

Os resultados dos testes para ANCA devem ser registados como negativos (< 20), positivo, (maior ou igual
a 160) ou alternadamente positivo com titulo e padrdo. Leia a coloragdo granular, difusa especifica (CANCA)
ou coloracao perinuclear (PANCA). Outros anticorpos detectaveis incluem anticorpos anti-nucleares (ANA), que
por vezes podem imitar reac¢gdes pANCA. Os padrées ANCA em laminas fixadas com etanol e formalina estéo
apresentados no fim do documento.

LIMITACI'ES DO PROCEDIMENTO

Nalguns casos, o soro positivo a ANCA podera também ser muito fraco ou negativo na diluicao de despiste inicial
(fendbmeno pro-zona).

Nesses casos duvidosos o soro deve ser controlado em diluicbes mais elevadas e, se positivo, determinada a
titulagdo dos anticorpos.

Nalguns casos, a presenca de dois ou mais anticorpos num soro 0s quais sejam reactivos com o mesmo substrato,
pode provocar uma interferéncia na sua detecgdo por imunofluorescéncia. Esta interferéncia pode provocar a
falta de detecgéo de ANCA ou a supressao do titulo se o anticorpo de interferéncia tiver um titulo superior a ANCA.
A causa mais comum do fendmeno de interferéncia nos testes ANCA é a coexisténcia de ANA.

Nalguns doentes com Granulomatose de Wegener, os testes ANCA podem ser negativos. Nesses casos,
repetir o teste podera dar resultado positivo. Os doentes com Granulomatose de Wegener em tratamento s&o
invariavelmente negativos a ANCA. Por vezes, as reac¢cdes ANA podem ser confundidas com, ou passar por,
coloragdo pANCA. Para confirmar a reactividade pANCA, o soro com reacgdes pANCA deve ser novamente
testado em laminas fixadas com formalina ou ANA em laminas HEp-2. As amostras pANCA em substrato ANCA
fixadas com formalina devem dar reactividade cANCA, visto que as reacgdes a ANA devem ser negativas ou
permanecer nucleares. Os anticorpos anti-citoqueratina podem dar uma reacgdo cANCA positiva falsa™.
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Nesses casos, os testes IF indirectos em células HEp-2 podem auxiliar a distinguir uma reacc¢ao “pseudo-ANCA”
de uma reacg¢édo cANCA real.

Os titulos de anticorpos ndo estédo associados necessariamente a actividade da doencga. Os resultados do teste
ANCA devem ser avaliados de acordo com exames clinicos porque a presenca ou auséncia de ANCA podera nao
estar directamente associada a uma patologia vasculitica.

Os resultados ANCA positivos obtidos por imunofluorescéncia devem ser confirmados por ELISA. Os ANCA de
algumas especificidades de antigénios sdo mais indicativos de uma patologia vasculitica especifica. Para além
disso, o ANCA foi associado a problemas imunolégicos diferentes de problemas vasculiticos tais como a colite
ulcerosa’®.

VALORES PREVISTOS

Foram testadas para ANCA sessenta e quatro (64) amostras normais. Todas as amostras foram negativas a
ANCA a 1:20 de dilui¢ao.

Um ANCA positivo num exame clinico apropriado é util no diagnéstico de vasculites sistémicas e patologias
intestinais inflamatorias™"'. A coloragdo cANCA é mais comum na Granulomatose de Wegener e a coloragdo pANCA
em poliangite microscépica, glomerulonefrite proliferativa pauci-imune e colite ulcerosa™. Noutras vasculites
(poliarterite nodosa, doenca de Takayasu, arterite das células gigantes, doenga de Behcet) os ANCA s&o raros ou
ausentes. Aincidéncia de ANCA na Granulomatose de Wegener e noutras vasculites como indicado pela literatura
esta resumida na Tabela 1, no fim do documento. No projecto de estandardizacéo dos testes colaborativos ANCA
europeus, Hagan e os seus colaboradores’® avaliaram a utilidade do teste de IF indirecta para o diagnéstico de
vasculites sistémicas idiopaticas. Neste estudo, descobriu-se que os ANCA estavam presentes em 85% dos
doentes com Granulomatose de Wegener, dos quais, 64% eram positivos a cCANCA e 21% a pANCA. Os pANCA
eram mais prevalentes que os cANCA em poliangite microscoépica (58% contra 23%) com sensibilidade de 81%
para a poliangite microscopica e 82% para a glomerulonefrite rapidamente progressiva idiopatica.

Nos controlos de saudaveis e com doenga, os ANCA estavam presentes em 19% e 6% respectivamente,
evidenciando assim uma especificidade de 76% nos controlos com doenga e em 94% de individuos saudaveis.
(Tabela 2, no fim do documento).

Todavia, o valor preditivo positivo dos testes ANCA € muito melhor e mais significativo se avaliado em combinagao
com sinais e sintomas clinicos. Num editorial, Jennette Wilmant e Falk 7 registaram um valor preditivo positivo de
92% num doente com creatinina no soro >3 mg/dl. De modo semelhante, em doentes nos quais o valor preditivo
positivo € baixo, um resultado ANCA positivo aumenta a probabilidade de uma doenga a um nivel que podera
justificar uma nova avaliagéo. Os autores concluem que os testes ANCA em doentes com grande evidéncia clinica
de glomerulonefrite proliferativa pauci-imune € muito Gtil para substanciar o diagnoéstico visto que o teste ANCA,
em doentes com reduzidas evidéncias clinicas, € muito util para efectuar o diagnéstico.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

O teste de anticorpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA) foi comparado com outro teste a imunofluorescéncia
indirecta ANCA. A comparacao incluiu um total de 129 amostras de soro obtidas de um laboratério de diagnéstico
de referéncia especializado na detecgao de doengas auto-imunes. Essas amostras foram testadas de acordo com
os métodos aconselhados pelos fabricantes. Os resultados foram os seguintes:

Immco™
Positivo Negativo Total
Positivo 49 0 49
£ Negativo 7 73 80
8 Total 56 73 129

Especificidade Relativa: 91%
Sensibilidade Relativa: 100%
Concordancia Relativa: 95%
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Sete amostras discrepantes observadas pelo método de imunofluorescéncia indirecta acima foram testadas por
ELISA para anticorpos a mieloperoxidase (MPO) ou antigénios a proteinase 3 (PR3), os dois antigénios principais
associados a ANCA. Destes sete positivos em ELISA e negativos no outro kit de teste, todos, menos um, foram
testados positivos por ELISA, sugerindo assim a real positividade destas amostras.

Reactividade cruzada:

Os anticorpos anti-nucleares (ANA) podem exibir reacgdes positivas em neutréfilos. Para determinar a reactividade
em neutréfilos de ANA, a qual pode ser confundida como reactividade ANCA, testamos um total de 25 amostras
positivas ANA com especificidades de anticorpos variadas em l&minas com etanol, formalina e COMVI. Todos os
soros positivos a ANA com a excepgéo das especificidades de anticorpos de SS-A (Ro) e SS-B (La), mostraram
reacgdes nucleares. Estas reac¢cdes ANA permanecem nucleares ou tornam-se negativas em laminas fixadas
com formalina.

Reprodutibilidade

Foram efectuados alguns estudos para demonstrar a variabilidade intra- e inter-teste. Foram testados quatro
soros positivos a ANCA (dois de cada de c e p ANCA) e um negativo a ANCA partindo de uma diluicdo de 1:20
até a um ponto final. Foram testadas em lotes 3 diferentes cada de laminas de etanol, formalina e COMVI durante
quatro dias para determinar intra- e inter-reprodutibilidade. As amostras negativas permaneceram negativas e as
amostras positivas deram a titulagéo prevista.
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ANCA Reactions on Ethanol Fixed Slides

Table 1: Prevalence of ANCA

Clinical Condition
Wegener’s granulomatosis
Generalized
Active
Partial remission
Full remission
Local recurrence
Localized
Active
Partial remission
Full remission
Inflammatory Bowel Disorders
Ulcerative colitis
Primary sclerosing cholangitis
Crohn’s disease*
Disease Controls
Blood Donors
Connective tissue
Autoimmune disorders**
Misc. medical conditions
Granulomatosis disease
Primary renal disease

* ANCA titers are usually low ** ANCA Reactivity is pANCA
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[J Positive

96
71
41
80

67
54
32

70
82
27
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Table 2: Sensivity and Specificity of the IF Test in Patients with Systemic Vasculitides (Adapted from
Reference 16)

Sensitivity [
N cANCA PANCA c or pANCA
Patients
Wegener’s granulomatosis 97 64 21 85
Microscopic polyangitis 44 23 58 81
Idiopathic RPGN 12 36 45 81
Classical polyarteritis nodosa 10 10 30 40
Churg-Strauss syndrome 6 33 33 66
Specificity [
Controls
Disease Controls 184 95 81 76
Healthy controls 740 98 96 94
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For technical assistance please contact:
IMMCO Diagnostics, Inc.
60 Pineview Drive

Buffalo, NY 14228-2120
“ Telephone: (716) 691-0091

: Fax: (716) 691-0466

”VlMCO Toll Free USA/Canada: 1-800-537-TEST
DIAGNOSTICS  E-Mail: info@immco.com
or your local product distributor

e

EU Authorized Representative/Autorisierter Représentant/Rappresentante
Autorrizzato/Representante Autorizado/Représentant Autorisé
EMERGO Group, Inc.

Molenstraat 15, 2513 BH, The Hague,

The Netherlands
Tel (+31) 345 8570, Fax (+31) 346 7299
Www.emergogroup.com
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