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—e  ANTI-NEUTROPHIL CYTOPLASMIC ANTIBODY
'm mCO (ANCA) TEST SYSTEM

A Trinity Biote (

for In Vitro Diagnostic Use
PRODUCT INSERT

1116 ANCA Kit (ethanol) 24 Determinations

1140 ANCA Kit (ethanol) 48 Determinations

1140-2 ANCA Kit (ethanol) 96 Determinations
1140-240 ANCA Kit (ethanol) 240 determinations
1140-250 ANCA Kit (ethanol) 250 determinations
1141 ANCA Kit (formalin) 48 determinations

1142 ANCA Kit (ethanol+formalin) 48 determinations

An indirect immunofluorescence 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 (pPANCA).
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 (cCANCA) and perinuclear (pPANCA). The
pANCA reactions can be confirmed by repeat testing on formalin fixed slides where pANCA reactions
convert to cCANCA 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®.
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PRODUCT INFORMATION

Storage and preparation

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

Materials provided

REF

1140-2  ANCA Kit (ethanol
REF

REF

4 x SORBI[SLD[6]

20 x SORB[SLD[12]

25x [SORBISLD[10]

8 x SORBISLD[6]

8 x SORBISLD|6+6

1x0.5ml CONTROL[+]JANCA] *

1x0.5ml  [CONTROL[[pANCA -
1x0.5ml  [CONTROLT

1x5.0ml [lgG-CONJFITC]*
1x5.0ml igG-CONJIFITC[EB] *
1x60 ml [BUF] -

2 vials
1x5.0ml *
1x1.0ml

1x12 COVER[SLD

* Contains <0.1% NaN3;

(
(
(
1140-240 ANCA Kit (ethanol) 240 Determinations
(
(
(

1116 ANCA Kit (ethanol) 24 Determinations
1140 ANCA Kit (ethanol) 48 Determinations

96 Determinations

)
)
)
)

1140-250 ANCA Kit (ethanol) 250 Determinations
1141 ANCA Kit (formalin) 48 Determinations
1142 ANCA Kit (ethanol+formalin) 48 Determinations

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

12-well Human Neutrophil Substrate Slides [ethanol fixed] ([REF]
1140-240)

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

6-well Human Neutrophil Substrate Slides [formalin fixed],

([REF]1141)

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

(REFI1142)

cANCA Positive Control, contains human serum ([REF] 1140, 1142,
1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

pANCA Positive Control, contains human serum ([REF] 1141, 1142)

Negative Control, contains human serum ([REF] 1140, 1141, 1142,
1116), 2 vials ([REF] 1140-2) 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

Anti-human IgG FITC Conjugate, contains BSA. Protect from light

(REF] 1116, 1140, 1141, 1142) 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

Anti-human 1gG FITC Conjugate with Evan's Blue. Protect from
light ([REF] 1116, 1140, 1141, 1142) 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials
([REF] 1140-240, 1140-250)

Sample Diluent, contains BSA (1116, 1140-2, 1140, 1141, 1142)
2 vials (1140-240, 1140-250)

Phosphate Buffered Saline (PBS), Dissolve each vial to 1 liter.
([REF] 1116, 1140-2, 1140, 1141, 1142) 3 vials ([REF] 1140-240,
1140-250)

Mounting Medium. Do not freeze ([REF] 1116, 1140, 1140-2, 1141,
1142) 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

Evan’s Blue (EB) Counterstain.

Coverslips ([REF] 1116, 1140, 1141, 1142) 2x12 ([REF] 1140-2)
3x12 ([REF] 1140-240, 1140-250)
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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
Patients
Wegener's granulomatosis 97 64 21
Microscopic polyangitis 44 23 58
Idiopathic RPGN 12 36 45
Classical polyarteritis nodosa 10 10 30
Churg-Strauss syndrome 6 33 33
Specificity %
Controls
Disease Controls 184 95 81
Healthy controls 740 98 96

54

PANCA c or pANCA

85
81
81
40
66

76
94
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Optional materials available from Immco

6 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed)

6 well Human Neutrophil Substrate Slide (formalin fixed)

6 + 6 well Ethanol+Formalin Human Neutrophil

Substrate Slide (ethanol & formalin fixed)

12 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed)

1 x 0.5 ml cANCA Positive Control*, contains human serum with BSA
1 x 0.5 ml pANCA Positive Control*, contains human serum with BSA
1 x 1.0 ml Evan's Blue Counterstain

Symbols used on labels:

LOT| Lot number
Catalog number
Y Useby
A Storage temperature
[[i] Read instructions for use
In vitro diagnostic use
wmd  Manufacturer
¥/  Number of Tests
Material required but not provided
e Fluorescence microscope
e Micropipette or Pasteur pipette
e Serological pipettes
e Staining dish (e.g. Coplin jar)
e Small test tubes (e.g. 13 x 75 mm) and test tube rack
o Distilled or deionized water 1 liter container
e Wash bottle
e 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 (NaN3) 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.

2162
2186

2189
2162-12
2252
2240
2510
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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 pl 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.

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 gently squeeze to apply 1 drop (approximately 50 pl) of the Negative Control
to well #1. Similarly apply 1 drop of Positive Control to well #2. Avoid overfilling the wells.

5. Using a micropipette or Pasteur Pipette, apply 1 drop of patient's diluted serum (approximately 50 pl)
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 ul to 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.

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

% Positive

96
71
41
80

67
54
32

70
82
27

= =e) |

* ANCA titers are usually low ** ANCA Reactivity is pANCA
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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 0.2ml 0.2ml 0.2ml
= = =
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2 ml
Final Dilution 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.
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

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

e 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 (PANCA). 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
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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 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 usefulness 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
conjunction with clinical signs and symptoms. In an editorial, Jennette Wilmant and Falk" reported a positive
predictive value of 92% in a patient with serum creatinine >3 mg/dl. Similarly, in patients in which the initial
positive predictive 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%

PT

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 é muito melhor e mais significativo se avaliado em
combinagé&o com sinais e sintomas clinicos. Num editorial, Jennette Wilmant e Falk'’ 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 avaliagdo. Os autores
concluem que os testes ANCA em doentes com grande evidéncia clinica de glomerulonefrite
proliferativa pauci-imune é muito util para substanciar o diagnostico 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 neutréfilos (ANCA) foi comparado com outro teste a
imunofluorescéncia indirecta ANCA. A comparagao incluiu um total de 129 amostras de soro obtidas de
um laboratério de diagnédstico de referéncia especializado na detecgdo 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
o Positivo 49 0 49
£ Negativo 7 73 80
© Total 56 73 129

Especificidade Relativa: 91%
Sensibilidade Relativa: 100%
Concordancia Relativa: 95%

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, testdmos um
total de 25 amostras positivas ANA com especificidades de anticorpos variadas em [aminas com etanol,
formalina e COMVI. Todos os soros positivos a ANA com a excepgao das especificidades de anticorpos
de SS-A (Ro) e SS-B (La), mostraram reacgdes nucleares. Estas reaccoes 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 pANCA) 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 Idminas 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 titulagédo prevista.
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INTERPRETAGAO 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 padréo. Leia a coloragéo granular, difusa especifica
(cANCA) ou coloragdo perinuclear (pANCA). Outros anticorpos detectaveis incluem anticorpos
anti-nucleares (ANA), que por vezes podem imitar reacgdes pANCA. Os padrdes ANCA em laminas
fixadas com etanol e formalina estdo apresentados no fim do documento.

LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

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

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

Nalguns casos, a presenga 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 detecgdo de ANCA ou a supressao do titulo se o anticorpo de
interferéncia tiver um titulo superior a ANCA. A causa mais comum do fenémeno 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 sdo 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'®.

Nesses casos, os testes IF indirectos em células HEp-2 podem auxiliar a distinguir uma reacgéo
"pseudo-ANCA" de uma reacgao cANCA real.

Os titulos de anticorpos nao estdo associados necessariamente a actividade da doenga. Os resultados
do teste ANCA devem ser avaliados de acordo com exames clinicos porque a presenga 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 imunoldégicos 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 diluigao.

Um ANCA positivo num exame clinico apropriado é util no diagnostico de vasculites sistémicas e
patologias intestinais inflamatorias’™"'. A coloragdo cANCA é mais comum na Granulomatose de
Wegener e a coloragdo pANCA em poliangite microscopica, glomerulonefrite proliferativa pauci-imune e
colite ulcerosa”"". Noutras vasculites (poliarterite nodosa, doenca de Takayasu, arterite das células
gigantes, doenga de Behcet) os ANCA sao raros ou ausentes. A incidéncia de ANCA na Granulomatose
de Wegener e noutras vasculites como indicado pela literatura esté 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 diagnostico 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 CANCA e 21% a pANCA.
Os pANCA eram mais prevalentes que os cANCA em poliangite microscopica (58% contra 23%) com
sensibilidade de 81% para a poliangite microscépica e 82% para a glomerulonefrite rapidamente
progressiva idiopatica.
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Seven discrepant samples observed by indirect immunofluorescence method above were tested by
ELISA for antibodies to myeloperoxidase (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 c 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.
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© . ZYZTHMA ANAAYZHZ ANTIZOMATQON KATA TOY
L
. I m m Co KYTTAPONAAZMATOZ TQN OYAETEPO®IAQN
JIAGNOSTICS (ANCA)

Ma in vitro SiayvwaTIKA XpAGN

ENGETO MPOIONTOX

1116 Kit ANCA (aiBavéAn) 24 Mpoodiopiouoi

1140 Kit ANCA (aibaviéAn) 48 Mpoodiopiopoi

1140-2 Kir ANCA (a16avéAn) 96 Mpoadiopiopoi
1140-240 Kir ANCA (aiBavéAn) 250 Mpoaodiopiooi
1140-250 Kir ANCA (a16avéAn) 250 lMNpoaodiopiopoi

1141 Kir ANCA (popuoAn) 48 Mpoadiopiopoi

1142 Kit ANCA (a16avoAn + @opudAn) 48 Mpoodiopiouoi

AvaAuon avTICWHATWY EUPECOU avooo@BopICHOoU VIO TNV AVIXVEUON KOl TOV NUI-TTO0OTIKO TTPOGOIOPICHS
TWV QVTICWHPATWY KATA TOU KUTTOPOTTAGOUOTOG Twv oudeTepOPIAwY (ANCA) o€ op6 avBpwttou. Ta ANCA
gppavifovtal aTov opd 00BEVWV JE VEKPWTIKA ayyelimda Kal eTTopévwg, utrofonBolv og GuvBuaoud Je Ta
KAIVIKG KOl GAAQ EpyacTnpIakd EUpAUATa aTn dIAyVWwon aUTWY TwV dIATAPAXWV.

NEPIAHWH KAI ENEZHIHZH

Ta ANCA epe@avifovtal oe aoBeveig pe Kokkiwpatwon Wegener, UIKpOOKOTTIKF) TTOAUOPTNPITIOA, HE
VEKPWTIKA A Taxéwg egeAiocadpevn 0'1T€IpGIJGTOV£(ppI'TI6G, HE AAAEG ayYEITIOEG KAl PAEYHOVWDEIG VOOOUG
TOU €vTEPOU (KUPIWG pe eAKWBN koAimda)'™". H xpwon éupecou avocopBopIoHoU TwY OUBETEPOPIAWY
TTOU €XOUV JOVIJOTTOINOEI HE alBavoAn evOEXETAI VO EPQAViaEl dIAPOPETIKOUG TUTTOUG TTPOTUTTWV XPWang
@BopiopoU. Ze autd oupTtTepIAapBavovTal:

1. AuToavTiowPaTa KATE TWV KUTTOPOTTAQOUATIKWY AVTIYOVWY TWV OUBETEPOPIAWY TTOU ep@aviouv pla
B1GxuTN KUTTapoTTAaopaTikr Xxpwon (CANCA).

2. AuToOVTIOWHATA KOTA QVTIYOVWYV TWV OUBETEPOPIAWY TTOU EPPAVICOUV EVA TTPOTUTTO TTEPITTUPNVIKAG
xpwong (PANCA).

3. Koivé avriowpara Katd TTupnvikwv avtiyévwy (ANA).

H onuacia autwv Twyv dUo TUTTwv ANCA cival 6IG(pOpETIKﬁ12. Ta cANCA epgavifovtal Kupiwg o€
aobeveig pe kokKiwpdTrwon Wegener kai uIkpookoTTikr) TToAuapTnpitida, evw Ta pANCA gug@aviovtal o€
S16popeg  ayyelakég diatapaxég, otnv eAkwdn koAimda (EK) kai otnv TpwTtomabry OKANPUVTIKA
xohayyelimda (MZX). OyddvTta T0oIg eKaTd TWV aoBevwWV GTOUG oTToioug aveupiokovtal pANCA gugavifouv
10ToAOYIKEG evdeitelg ayyelimidag, EK ) MEX. Ta ANCA epgavifovtal o€ 1000016 dvw Tou 90% Twv
aoBeviv pe evepyd yevikeupévn Kokkiwpdtwon Wegener kai 010 67% Twv 00Bevwdv pe evepyo
meplopiopévn véoo. H auxvotnta epgaviong ANCA oe aoBeveig e KAIVIKR) U@ean TroikiAel. AoBeveig pe
evepyo KokkiwpdaTwon Wegener gvdéxetal TrepioTaciakd va Bpebolv apvnTikoi yia avtiowuata ANCA.

QoT600, 0t QUTEG TIG TTEPITTITWOEIG, N €TTAVAANWN TnG €€£Taong Ba TTPETTel va dwael BETIKEG avTIOPAOoElg
YIO QVTIOCWHOTA ANCA'. H ué€Bodog plkpookdTTNOoNG éuuecou avooopBopiopol Bewpeital wg n KaAUTEPN
uéBodog avixveuong avriowudtwyv ANCA. H povigotroinon tou aviiyévou OTO TTOAUMOP@QOTTUPNVO
Agukokutrapo (PMN) ouvBwg TrpaypaTtoTroiital o€ didAupa aiBavoing. Kartd tn povigotroinon Me
S16Aupa a1BavéAng, €xouv avayvwploTei dUo TUTTOI TTPOTUTTWY avTidpdoewg Xpwong Twv ANCA: n
kutmapomrAacpaTiky (CANCA) kai n mepimmupnvikp (pPANCA). O1 avTidpdoeig pANCA ptropolv va
emPBeRaiwBolv pe TNV €TAVAANWN TNG aQVAAUCNG O€ QVTIKEIUEVOPOPOUG TTOU €XOUV HOVIMOTTOINGEI o€
@OpHOAn, omote ol avnidpdoelg pANCA perarmimrouv o cANCA, evw ol avTidpdoelg ANA eite
TTAPAUEVOUV TTUPNVIKEG EITE YivovTal apVNTIKEG PE TN PHOVIPOTTOINOTN OE GOPUOAN.
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12. Retire a 1amina do prato de coloragdo. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar
0 excesso de PBS. Para evitar que a lamina seque, salte imediatamente ao passo seguinte
enquanto a lamina ainda esta humida.

13. 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.

14. Repita os passos 12 e 13 em cada lamina.

15. Examine a fluorescéncia especifica com microscépio de fluorescéncia com aumento de 200x ou
mais.

As laminas devem ser lidas assim que estiverem prontas. Contudo, devido a presenca de um agente
antidescoloragéo no meio de suporte, ndo ha perdas significativas de intensidade de coloracéo, se a
leitura for adiada até 48 horas. As laminas devem ser conservadas as escuras entre 2 e 8 °C.

B. Determinacao final (titulagao)

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
diluicdes duplicadas comegando por 1:20. O reciproco da diluigdo mais elevada a produzir uma reacgéo
positiva é o titulo.

Preparagao de diluicoes 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 n&o 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 ap6s mexer para produzir as diluigdes
descritas na tabela seguinte.

Tubos 1 2 3 4
Soro 0,05 ml

+
Diluente 1,0 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
tamponade

= 2 2

Transferir 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Diluicao 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 neutréfilo, visto que o Controlo Positivo devera ter uma
intensidade de coloragdo 2+ ou superior do citoplasma do neutréfilo com controlo positivo cCANCA e
perinuclear com controlo positivo pANCAem laminas fixadas com etanol. Em laminas fixadas com
formalina, O Controlo Positivo cANCA permanece citoplasmatico visto que a reacgdo pANCA se tornara
citoplasmatica.

Se nao 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.

e Problemas no sistema 6ptico do microscépio de fluorescéncia: Estes incluem: alinhamento
incorrecto, lampada a precisar de ser substituida, etc.

e Alamina ficou seca durante o processo.
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potencialmente perigosos, independentemente da sua origem. Devem-se respeitaras boas praticas
laboratoriais de conservagao, distribuigio e eliminagdo destes materiais™.

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

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

COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Nestas operagdes s6 devem ser usadas amostras de soro. As amostras muito hemolisadas, lipémicas
ou contaminadas com micrébios 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 conservagao mais prolongada devem
ser congeladas a -20 °C. Evitar repetidas congelagdes e descongelagdes.

PROCEDIMENTO
Método do teste

A. Despiste

1. Dilua cada soro do doente a 1:20 com o Diluente da Amostra fornecido (50 pl soro + 1,0 ml Diluente).

N&o dilua os Controlos Negativo e Positivo. Conserve o soro ndo diluido para determinar o titulo de
anticorpos, se os testes de controlo forem positivos.

2. Deixe que as bolsas com as laminas de substrato estabilizem a temperatura ambiente por 10 a
15 minutos. Retire as Iaminas com atengédo sem tocar no substrato.

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

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

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

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

7. Retire a ldamina da cAmara de incubag&o. 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. Nao use o frasco de
lavagem. Transfira imediatamente a lamina para o recipiente de Coplin e lave 10 minutos. Repita a
operagédo em todas as laminas restantes.

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

9. Repita os passos 7 e 8 em cada lamina.
10. Coloque a tampa na cadmara de incubagao. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.

11. Retire uma lamina da camara de incubagédo. Segure na lamina numa ponta e mergulhe-a num
recipiente com PBS para eliminar o excesso de conjugado. Cologue 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 operagédo nas laminas restantes. NOTA: Uma lavagem incorrecta pode levar a um
aumento da fluorescéncia de fundo.
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APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

21N péBodo €uuecou avooo@BopIouoU TTOU XPNOIPOTIOIEITAI O€ AQUTO TO KIT, Ol OPOi TWV ACBEVWV
eTWAloOVTal O€ PBEATIOTOTIOINUEVA TTOPOOKEUAOHATA OUDETEPOPIAWY aVOPWTTOU, TIPOKEIUEVOU Va
emMITEUXOei O€OoUEUON TWV AVTIOCWHATWY OTO UTTOOTPWHA. Ta avTiowWoTa Tou Ogv deopelovTal
atrogakpUvovTal Pe EKTTAUGH TNG QVTIKEINEVOPOpoU. Ta avTiowuaTa Tagng IgG tou €xouv deopeuBei
avixvelovTal PE TNV ETTWOON TOU UTTOOTPWHATOG ME OUJEUKTIKO avTiowpa Katd Tng avepwtrivng
AOonuaouévopephouopeakeivn. O1 avTidpdaeig TTapakoAouBolvTal pe plkpookodTTio @Bopiouol TTou
O1aBétel Ta Kat@AANAa @iATpa. H mmapouaia ANCA S1aTmioTWVETal JE TNV TTapoudia @Bopiouou évTovou
TIPACIVOU XPWHATOG EITE TOU KUTTAPOTTAGOHATOG, HE BIAXUTN KOKKIWON KUTTOPOTTAACHATIKA XPWOon
(cANCA), eite pe Trepimrupnviki xpwon (PANCA). Z1n ouvéxela, kaBopileTal o TiTAOG (TO avTioTpo@o TG
UWPNAGTEPNC aPaiWwang TToU ¢Bwae BETIKA avTidpaon) Pe AvaAUOT SIABOXIKWV OpaItoEwy ™.

NAHPO®OPIEZ MPOIONTOZ
®UAagn Kal TTpoETOINATial

OAa 1a avnidpaoTtipia QuAdooovtal oToug 2-8°C. Ta avTmidpacTrpia eival £Toiga yia XpAon, agou

1116 Kit ANCA (a16avoAn) 24 trpoadiopiopoi

REF| 1140 Kit ANCA (a1BavoAn) 48 mpoadiopiopoi

1140-2 Kit ANCA (a1BavoAn) 96 mpoadiopiopoi

1140-240 Kit ANCA (a1iBavéAn) 250 Tpoadiopiopoi

REF] 1140-250 Kit ANCA (a18avéAin) 250 rpoadiopioyoi

1141 Kit ANCA (poppuoAn) 48 mpoadiopiopoi

REF| 1142 Kit ANCA (a1BavoAn + @opuoAn) 48 mpoadiopiopoi

4 x AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG OUSETEPOPIAWY avOPWTTOU YE

6 avTIKEINEVOPOPOUG [povioTToINuéveG pE aiBavoAn] ([REF] 1116)
8 slides ([REF] 1140) 16 slides ([REF] 1140-2)

AVTIKEINEVOPOPOI UTTOCTPWHATOG OUSETEPOPIAWY aVOPWITTOU HE
12 avTikeInevoPdpoug [povipoTroinuéveg pe oppoAn] ([REF] 1140-240)
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AVTIKEINEVOPOPOI UTTOCTPWHATOG OUSETEPOPIAWY AVOPWTTOU PE
10 avTIKeINEVOPOPOUG [HovipoTToINUEVES pE POPHOAN] ([REF] 1140-250)

8x SORBISLD[6] AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG OUSETEPOPIAWY QVOPWTTOU UE
6 aVTIKEINEVOPOPOUG [HOVIHOTIOINUEVEG e POPUOAN] ([REF] 1141)
8 x AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY AVOPWTTOU PE

12 avTikeiyevoPopoug [6 pe aiBavoAn/6 pe @opuoAn] ([REF] 1142)
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1x0,5ml OL[+A AidAupa BeTikoU eAéyxou cANCA TTou TTEpIEXEI 0PO aVOPWTTOU YE

BSA ([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

1x0,5ml * AidAupa BeTikoU eAEyxou pANCA TTou TrepiéXel 0pO avBpwTTou Je
BSA ([REF] 1141, 1142)
1x0,5ml AidAupa apvnTikoU eAéyxou TTou Trepiéxel opd avBpwTrou pe BSA

(REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

1x 5,0 ml [IgG-CONJIFITC|* ZuleukTIKO avTiowpa FITC katd Tng avBpwivng IgG. Na
TpooTaTeUETal A6 TO QWG. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials

([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)
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1x5,0ml - >ueukTikO avTiowpa FITC katd Tng avBpwTivng IgG pe XpwOoTIKN 1x1,0ml Evan Blue ( EB) contracoloracao
Evans Blue. Na mpooTareverar amd 1o wg. ([REF] 1140, 1141, 1142,
: : 1x12 [COVER[SLD Lamelas ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ([REF] 1140-2)
1116), 2 vial 1140-2), 3 vial 1140-240, 1140-250 ' ’ ’ ’ ’
). 2 vials (Ref] ), 3 vials (Ref] ) 3x12 ([REF] 1140-240, 1140-250)
1 x 60 ml * AidAupa apaiwaong delypdtwy tou Trepiéxel BSA ([REF] 1140, 1141,
1142, 1116, 1140-2), 2 vials ([REF] 1140-240, 1140-250) * Contém <0,1% NaN;
2 glaAidia PUBIOTIKG SIGAUPA QWOPOPIKGY (PBS). AlaAUaTe KGBE QIAAIBIO £wg . S I
6yKko 1 Aipou. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2) 3 vials (ReF] Mnatérlals opcionais dlspom?l.llzados pela Immco .
1140-240, 1140-250) Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos (fixada com etanol) 2162
. . . . Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 16 pogos (fixada com etanol) 2162-16
1x5,0ml Méoo emikdAuwng. Na pnv katawuyetal (REF] 1140, 1141, 1142, o - \ i
1116, 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250) Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos (fixada com formalina) 2186
i Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 + 6 pogos etanol + formalina
1x1,0 mi Evan MrAe Avtixpwon (fixada com etanol e formalina) 2189
1x12 KahutrTpideg ([REF] 1140, 1141,1142, 1116), 2x12 ([REF] 1140-2) Lamina de 10 pogos de Substrato Neutréfilo Humano (fixado com etanol) 2162-12
3x12 ([REF] 1140-240, 1140-250) 1 x 0,5 ml Controlo positivo* para cANCA, contém soro humano com BSA 2252
on N . 1% NaN 1 x 0,5 ml Controlo positivo* para pANCA, contém soro humano com BSA 2240
poooxn: mepiéxer <0,1% NaNs 1 x 1,0 ml Contrastante azul de Evans 2510
¢ C i 5 REF
MpoaipeTikd UAIKA TToU S1aTiBevTal ard Tnv Immco [REF] Simbolos utilizados nos rétulos:
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOCTPWHATOG OUDETEPOPIAWY avOPWTTOU e 6 KUWEAIDEG
(povigoTroinuévn pe aiBavoAn) 2162 LOT] Nudmero de lote
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY AVOPWITTOU PE 6 KUWEAIDEG Numero de catalogo
(poviyoTroinuévn pe @opuoOAn) 2186 Y Prazo de validade
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOCTPWHATOG OUSETEPOPIAWY avOPWTTOU lE 6 + 6
KUWeAideG pe aiBavoAn kal @oppdAn (HovipoTtroinuévn pe aiBavoAn Kal @opuoAn) 2189 Lt Temperatura de armazenamento
AVTIKEINEVOQOPOG UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY avBpwTToU pe 10 KUuweAideg [T Lerasinstrugdes de utilizagdo
(HovipoTToINpéVN pE aIBaveAn) 2162-12 Utilizag&o em diagndstico in vitro
1 x 0,5 ml AidAupa BeTikoU eAéyxou cCANCA* TTou Trepléxel opd avBpwTrou pe BSA 2252
1 x 0,5 ml AiGAupa BeTikoU eAéyxou pANCA* TTou Trepléxel opd avBpwtiou ue BSA 2240 mi Fabricante
1 x 1,0 ml Emrixpwon Evans Blue. 2510 N/  Numero de testes
ZUuBoAa TTou XPNOI1UOTTOIOUVTAl OTIG ETIKETEG: Material necessario mas nao fornecido
LOT|  ApiBudg TrapTidag e Microscopio de fluorescéncia
ApiBuog K(’XTG)\’(')YOU e Micropipeta ou pipeta de Pasteur
2 Hpepopnvia Argng . -
i | e Pipetas serologicas
¥  ©epuokpaaia amobrikeuong
[7i AaBaoTe Tig 0dnyieg xpriong ¢ Recipiente de coloragdo (ex: Coplin)
In vitro SIayvVWoTIKA XPAON e Tubos de ensaio pequenos 13 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
., e Agua destilada ou desionizada
md KaraokeuvaoTig
Y ApiBuoG avahioewy e Recipiente de 1 litro

. . i e Frasco de lavagem
AtraiToUpeva UAIKA TTou dev TrapéXovTal

. . e Toalhetes de papel
o MikpookdTTio @BopIGuOU

- . e Camara de incubagao
o Mikpommméra ) miTTéTa Pasteur

e OpolOYIKEG TTITIETEG AVISOS E PRECAUGOES

e  TpupAio xpwaong (1r.x. doxeio Coplin) Para uso em diagnéstico in vitro. Todos os componentes de origem humana utilizados foram testados
para HbsAg, VHC, VIH-1 e 2 e HTLV-l e deram resultado negativo nos testes requeridos pela FDA.

e Mikpoi dokiuacoTikoi cwhijveg SlacTaoewy 13 X 75 mm kai popEag SOKIHACTIKWY OWAMVWY Todas as amostras de soro humano e produtos de origem humana devem ser tratados como sendo
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uma coloragéo perinuclear (PANCA). O titulo (o reciproco da maior diluicdo que provocou uma reacgao
positiva) é entdo determinado testando diluigdes em série'.

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO

Conservagao e preparagao

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

Materiais fornecidos

1116 Kit ANCA (etanol) 24 Determinagbes
1140 Kit ANCA (etanol) 48 Determinagbes
REF| 1140-2 Kit ANCA (etanol) 96 Determinagdes

1140-240 Kit ANCA (etanol) 240 Determinacdes

1140-250 Kit ANCA (etanol) 250 Determinacdes

REF| 1141 Kit ANCA (formalina) 48 Determinagdes

REF| 1142 Kit ANCA (etanol + formalina) 48 Determinagdes

4x Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 6 pocos [fixadas
com etanol] ([REF] 1116), 8 slides ([REF] 1140), 16 slides ([REF] 1140-2)

25 x Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 10 pogos
[fixadas com etanol] ([REF] 1140-240)

25 x Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 10 pogos

[fixadas com etanol] ([REF] 1140-250)

8 x SORBISLD[6] Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos [fixadas
com formalina] ([REF] 1141)
8 x [SORBISLD[6+6] Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 12 pogos [6 com

etanol/6 com formalina] ([REF] 1142)

1x0,5ml * Controlo positivo para cANCA, contém soro humano com BSA

([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

1 x 0,5 ml [CONTROL[+[pANCA| * Controlo positivo para pANCA, contém soro humano com BSA

(REF] 1141, 1142)

Controlo negativo, contém soro humano com BSA ([REF] 1140, 1141,
1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1x 0,5 ml [CONTROL[|

1x5,0ml * Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Contém BSA. Proteger
da luz ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials

([REF] 1140-240, 1140-250)

1 x 5,0 ml [lgG-CONJIFITCIEB] * Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Contém BSA. Contém
azul de Evans Proteger da luz ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials

([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

Diluente de amostras, contém BSA ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 2 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1 x 60 ml [BUF]*

2 frascos [BUF[WASH Tampé&o fosfato salino (PBS). Dissolver cada frasco em 1 I.
([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240,

1140-250)

Meio de montagem. Nao congelar ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1 x 5,0 m| [MOUNTINGIMEDIUM] *
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o ATEOTAYMEVO A OTTIOVIOPEVO VEPD
o [lepiékTng evOg AiTpou

o ®iGAn ékTTAUONG

o AtToppo@nTIKG XOapTI&

e OdAapog eTWOONG

MNPOEIAONOIHZEIZ KAI MPO®YAAZEIZ

Ma in vitro dilayvwaTikr xpron. OAa Ta cuoTaTIKA avBPWTTIVNG TIPOEAEUCNG TTOU XPNOIMOTTOIOUVTaI £X0UV
eheyxOei yia TNV TTapouaia Tou avtiydvou HbsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg Kai Tou 100 HTLV-I
Kol €xouv Bpebei apvnTikd, oUpewva pe TIG €&eTdoelg TTou armaitei o Opyaviopog Tpo@idwyv Kal
®appdkwyv Twv H.M.A. (FDA). OAa Ta deiypata avBpwITivou opou Kal Ta TTPOoidvTa avepwIrivng
TpoéAeuong Ba TTPETTEl va avTIPeTWTTI(ovTal wg duvnTIKA €TTIKivouva, aveEdptnta atd Tnv TTPoEéAeucn
ToUuG. AKOAOUBAGTE TIG OPBEG EPYOOTNPIAKEG TIPOKTIKEG KATA TN @UAAEN, TNV €yxuon Kal TNV amoppiyn
TWV UNKGOV autiov™.

MPOEIAOMOIHZH — To agidio Tou varpiou (NaN;) evdéxeTal va avTidpaaoel ue CWANVWOEIG atré poAuRdo
1 XOAKO Kal va oXNHAaTioel IoXUPpWG EKPNKTIKA adidia HETAAAwYV. KaTd Tnv amméppIwn UypwV, EKTTAUVETE JE
HEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU, E£TOI WOTE va amo@euxBei n cuocowpeuon adidiwv. To agidio Tou vaTtpiou
evOéxeTal va gival TOEIKO O€ TTEPITITWON KATATTOONG. X€ TTEPITITWON KATATTOONG, AVAPEPETE AUECTWS TO
TTEPIOTATIKO 0TO OIEUBUVTH TOU EpYaCTNPIiOU | GTO KEVTPO eAEyXOU dNANTNPIACEWY.

MNa tn 8100@AAIoN £YKUPWVY OTTOTEAEOUATWY, OKOAOUBNOTE TIG 0BNYiEG aKPIBWG OTTWG eu@avifovTal o€
auTd 10 €vBeTo. MnVv evaAAGOCETE TA OUCTATIKG TOU KIT JE GUOTATIKG GAANG TTPOEAEUONG TTOU dEV EXOUV
ToV 810 apIBud kataAdyou TnG Immco Diagnostics Inc. Mnv 1o XpnoiyoTroigite YeT@ TNV TTapEAEUON TNG
nuepopnviag ANgng.

ZYAAOIH KAI MPOETOIMAZIA AEIFMATOZ

Oa TPETTEl va XpnaoidoTrolouvTal pévo Seiyuata opoU yia autr) Tn diadikacia. Asiypata Tou €xouv
utrooTel peydAou PBabuol aipdAucn, AiTTaipikG rp deiypota poAucpéva pe plkpdBia evdExeTal va
€TTNPEACOUV TNV amédoon auTAG TG avaAuong kal dev Ba TTpéTTel va XpnaoipotroiolvTtal. uAdETe Ta
Oeiyparta oe Bepuokpaaia 2-8°C, emi Oy mepioadTepo amd pia efdopdda. MNa @UAagn peyaAlTtepng
dl1dpkeiag, o opdg Ba Tpétrel va katawuxBei otoug -20°C. Na atro@eUyeTal n €avEIANUPEVN KaTAWUEn
KAl aréWuén Twv SEIYUATWVY.

AIAAIKAZIA
Mé&Bodog avaAuong

A. AvdAuon SiaAoyig

1. Apaiworte Tov 0pd kdBe aaBevoug oe avaloyia 1:20 pe To diGAupa apaiwong SelyPATWY TTOU TIApEXETAl
(50 pl opot + 1,0 ml diGAupa apaiwong). Mnv apaiwvete Ta diIoAUPaTa BETIKOU 1 apvnTIKOU EAEYXOU.
QuAaEre Toug adIGAUTOUG OpOUG Yo va KaBopioeTe TOug TITAOUG avTIOWUATWY, €4v OI avaAUoElg
Slahoyng BpeBolv BeTIKEG.

2. Ao@noTe TIG BRKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG QVTIKEINEVOPOPOUG TOU UTTOOTpwHaTtog €1 10-15 AeTTq,
TIPOKEIUEVOU VO PTACOUV O€ Beppokpaaia dwuaTiou. AQAIPECTE TIPOTEKTIKA TIG AVTIKEINEVOPOPOUG
XWPIG va ayyigeTe To UTTOOTPWHA.

3. ZnuAveTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG Kal TOTTOBETHOTE TIG O€ £va BAAANO ETTWACNG TTOU £XETE KOAUWEI YE
ATTOPPOPNTIKO XAPTi SIABPEYHEVO PE VEPOS YIa VO ATTOTPEWETE TUXOV ATTOEHPAvVON.

4. AvooTpéyTe TO OTAYOVOUETPO Kal TECTE TO eAaPPd yia va TTpoobéoete 1 oTaydva (Tepitrou 50 pl)
Tou BIoAUpaTog apvnTikoU €AEyxou oTnv KuweAida Ut apiBud 1. Me Tov idio TpdTTO, TTPooBEaTE 1
otayéva OiaAUpaTtog BeTikou eAéyxou ANA otnv kuweAida utr' aplBud 2. Amo@UyeTe TNV
UTTEPTTARPWON TWV KUWEAIBWV.
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5. Xpnoipotroiwvtag pla plkpotmimréra A miméTa Pasteur, TpooBéoTe 1 oTayova armd Tov apalwpévo opd
Tou acgBevoug (mepitou 50 pl) omig uttéAoITTeG KUWEAIBEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTARPWON TWV
KUWEAIDWV.

6. TomoBetioTe TO KATIAKI 0TO BAAAUO ETTWOONG Kal ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPSOpoUG eTTi 30 AeTTTG O€
Beppokpacia dwyaTiou.

7. Ag@aipéoTe pia avTIKEINEVOPOPO aTTd To BdAapo emwaong. KpatAoTe TNV avTiKEIuEVo@Opo atoé 1o
dKpo TToU QEPEl Ta aTolxeia Kal eKTTAUveTE pe Trepiou 10 ml PBS xpnoipotroiwvrag pla miméta R
€KTTAUVETE TNV AVTIKEINEVOPOPO a€ KUTTEAAO TTou TTrepiéxel PBS. Mn xpnoipoTrolsite @iaAn ékrAuong.
MeTagpépete TNV avTIKEIHEVOPOPO apéowg aTo doxeio Coplin kol ekTAUveTe emmi 10 AemrTd.
EtmavaAdBere Tn S1adikacia pe OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.

8. AQaIpEOTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG aTtrd To doxeio Coplin. ZTUTTWOTE TNV AKEN TNG AVTIKEINEVOPOPOU UE
aTTOPPOPNTIKO XAPT VIa va aQaipéaeTe TNV Trepiooeia PBS. ToTmoBeTAOTE TNV QVTIKEINEVOPOPO OE
BdAapo eTwaaong. AvaoTpéWTe aPéows TO OTAYOVOUETPO TOU OULEUKTIKOU AVTIOWHATOG Kal TTIEGTE TO
MOAaKG yia va TTpoaBéoete 1 aTayova (trepitrou 50 pl) o€ KGBe KuweAida.

9. EmavaAdBete Ta BApaTta 7 Kai 8 yia KABE avTIKEINEVOPOPO.

10. TotmoBeTr|OTE €K VEOU TO KATTAKI 0TO BdAapo emmwaong. Emwdote emi 30 Aemrtd o€ Beppokpaaia
dwyaTiou.

11. ApaipéoTe pia avTikeiyevopoépo amod 1o BAAapo emwaacng. KpaTtioTe TV avTIKEIWEVOPOPO aTTd TO
AKpo TTOU @Eépel Ta aTolxEia Kal euRaTTioTe TNV o€ éva KUTTEAAO e PBS yia va a@aipécete Tnv
TTEPIOOEIO CUCEUKTIKOU AVTIOWHOTOG. TOTTOBETATTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG O€ £va BiOKO Xpwaong TTou
mepiéxel PBS i 10 AetTd. 2-3 oTayoveg emixpwong Evans blue otnv TeAikr ékrAuon. ETravaAaBere
yla TIG UTTOAOITTEG avTiKEIyevoPopousg. ZHMEIQZH: Tuyxov akatdAAnAn €KTTAuon evoéxetal va
TIpoKaAéTel augnuévo eBopIoud utToRdbpou.

12. AQaip€oTe Hia aVTIKEINEVOPOPO ATTO TO BIOKO XPWONG. ZTUTTWOTE TNV AKPN TNG AVTIKEINEVOPOPOU HE
aTroppPoPNTIKG XaApTi yia va o@aipécete Tnv Trepicocia PBS. TMa va amoTpéyere TUXOV
a1mroAPAvVON TNG OVTIKEINEVOQPOPOU, TTPOXWPNOTE AUECWG OTO E€TMOMEVO BAHA, EVOOW n
QVTIKEINEVOPOPOG Eival OKOUN UYPR.

13. Epapudaote TNV KaAuTiTpida TTpoaBétovtag 1 oTayova péoou eKAAUWNG opoiduop@a TTAVW OTNV
KOAUTITPIOA Kal TOTTOBETACTE TNV TTAVW OTNV QVTIKEIUEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV EQAPUOYH AOKOTTNG
TTEONG KAl ATTOTPEWTE TNV TTAEUPIKN TTiEON TNG KAAUTTTPISAG.

14. ETravoAdBete Ta Brpata 12 kai 13 yia KAOe avTIKEIUEVOPOPO.
15. E&etdoTe yia €101KO @BopIoud pe plkpookoTTio @Bopiouol o€ peyéBuvon 200x A peyaAdTepn.

O1 avTiKeInevo@Opol pTTopolv va diaBacTolv poAig TrpogToigaaToly. QoToo0, e€aITiag TG TTOPOUCiag
Tapdyovia Trpoataciag @Bopicpol oTo péco KaBAAwong, 8ev ep@avifeTal ONUAVTIKA OTTWAEIA TNG
£VTOONG TNG XpWong, £av n avayvwon kabuotephoel £wg Kal 48 wpeg. O avTikeinevo@opol Ba TTpETel va
QUAGOGCOVTAI OE OKOTEIVO XWPO, o€ Bepuokpaaia 2-8°C.

B. KaBopiopég TeAIkoU onpeiou (TiTAod6Tnon)

‘Eva opdg TTou Ba BpeBei BeTikdg oTnv avaAuan diahoyng PTTopei va avaAubei TTepaitépw, akoAoubBwvTag
Ta BrpaTa 5 éwg 13 yia va kabopiaTtei o TiTAog Tou. K&Be oeipd avaAuang Ba pétrel va TrepIAapBavel Ta
SlaAUpaTa BETIKOU Kal apvnTIKOU eAéyxou. EKTEAEOTE BIOBOYKIKEG DITTAEG QPAIWCEIS EEKIVWVTAG aTTd TNV
avaoyia 1:20. O TiTAOG €ival To avTioTPo@o TNG UWNAATEPNG apaiwang TTou £dwae BETIKA avTidpaan.

MpogToipacia Twv SIadOXIKWV APAIOEWV

ApiBu AoTe Téooepa cwAnvapia amd 1o 1 £éwg 1o 4. MNpocBéate 1,0 ml dioAUpaTog apaiwong SelyuaTwWY
o010 owAnvdpio 1 ka1 0,2 ml ota cwAnvapia 2 éwg 4. Metagépete pe mmméra 0,05 ml un apaiwpévou opou
o010 cwAnvdpio 1 kai avapigre emueAws. MetagépTe 0,2 ml amé T0 cwAnvdpio 1 oTo cwAnvdpio 2 Kai
avapigTe eMPeAWG. ZuveyioTe Tn petagopd 0,2 ml atmd 10 éva cwANVAEPIO GTO ETTOPEVO JETA ATTIO AVAUIEN,
TTPOKEIYEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWOEIG TTOU OTTEIKOVI(OVTAl OTOV TTAPAKATW TTiVOKA:

ZwAnvapio 1 2 3 4
Opog 0,05 ml
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p  SISTEMA DE TESTE DE ANTICORPOS
' Im m Co ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILOS (ANCA)

Para diagndstico in vitro
FOLHETO DO PRODUTO

1116 Kit ANCA (etanol) 24 Determinagdes

1140 Kit ANCA (etanol) 48 Determinagdes

1140-2 Kit ANCA (etanol) 96 Determinagées
1140-240 Kit ANCA (etanol) 240 Determinagdes
1140-250 Kit ANCA (etanol) 250 Determinagées

1141 Kit ANCA (formalina) 48 DeterminagSes

1142 Kit ANCA (etanol + formalina) 48 Determinagdes

E um teste de anticorpos de imunofluorescéncia indirecta para a detecgdo e semiquantificagdo de
anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (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 diagnostico destas doencas.

RESUMO E EXPLICAGAO

Os ANCA apresentam-se em doentes com Granulomatose de Wegener, poliarterite microscopica,
glomerulonefrite necrosante ou crescente, outras vasculites e patologias inflamatérias dos intestinos
(principalmente colite ulcerosa)1’”. A coloragdo por imunofluorescéncia indirecta de neutréfilos fixados
com etanol pode exibir tipos diferentes de padrdes de coloragéo fluorescente. Esses incluem:

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

2. Auto-anticorpos a antigénios neutréfilos que provocam um padrédo de reacc¢ao perinuclear (pPANCA).
3. Anticorpos comuns a antigénios nucleares (ANA).

A importancia destes dois tipos de ANCA diferem'?. 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 doenga limitadamente activa.
A incidéncia de ANCA varia nos doentes com remissdo clinica. Os doentes com Granulomatose de
Wegener podem ser ocasionalmente negativos a ANCA.

Todavia, nesses casos, a repeticio dos testes podera dar reacgdes ANCA positivas'. O método por
microscépio a imunofluorescéncia indirecta é considerado como o melhor método padrdo para
a deteccdo de ANCA. A fixagdo de antigénios de PMN é normalmente efectuada em etanol. Quando
fixados em etanol, foram identificados dois tipos de padrdes de coloragdo da reacgdo ANCA:
citoplasmatica (CANCA) e perinuclear (PANCA). As reac¢des pANCA podem ser confirmadas repetindo
o teste em laminas fixadas com formalina onde as reacgdes pANCA se convertem em cANCA visto que
as reacgdes ANA permanecem nucleares ou tornam-se negativas na fixagdo com formalina,

PRINCIPIOS DO PROCEDIMENTO

No método de imunofluorescéncia indirecto usado neste kit, o soro dos doentes é incubado em
preparagdes optimizadas de neutréfilos humanos para permitir a ligagdo de anticorpos ao substrato.
Quaisquer anticorpos que nao se tenham ligado sdo eliminados pela lavagem da lamina. Os anticorpos
que aderiram, da classe 1gG, sédo detectados através da incubagéo do substrato com conjugado de IgG
anti-humana marcado com fluoresceina. As reacgdes sdo observadas com um microscépio de
fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presenga de ANCA é demonstrada por uma
fluorescéncia verde-magca do citoplasma com uma coloragéo citoplasmatica granular difusa (CANCA) ou
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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 puo 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
E Negativo 7 73 80
< Totale 56 73 129

Specificita: 91%
Sensibilita: 100%
Concordanza: 95%

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 I'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 c 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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+
ApaIwTIKO 1,0 mi 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
puBUIOTIKO

2 = 2
MeTagpopd 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
TeAik apaiwon 1:20 1:40 1:80 1:160 KATT.

EAErXOzZ MNOIOTHTAZ

Ka0e oeipd avdhuong Ba pétrel va TrepIAapBavel T600 To SIGAUpA BeTIKOU 600 Kal To SIGAUPA apvnTIKOU
eAéyxou. To diGAupa apvnTikoU eAéyxou Ba TpéTel va pnv Trapoucidlel €10iké @Bopioud Tou
oudeTePOPINOU, vy TO DIGAUPa BeTIKOU eAéyyxou Ba TTpéTTel va TTapouciddel éviaon @Bopiouol Tou
KUTTAPOTTAGOPOTOG TOU oudeTepd@IAou 2+ 1 peyaAlTepn pe OidAupa BeTikol eAéyxou cANCA kai
TEPITTUPNVIKA ME BIGAUPa BeTikoU eAéyxou pANCA o€ avTIKEIUEVOPOPOUG TTOU £XOUV HOVIMOTIOINBEN pE
a1BavoAn. e avTIKEINEVOPOPOUG TTOU €XOUV POVIUOTTOINBEI pe QOpUOAn, o @BopIouog Tou diaAuuaTtog
BeTikol  eAéyxou CcANCA Tropapével KUTTapoTTAaopaTikdg, evw n  avridpaon pANCA Ba yivel
KUTTAPOTTAQGUATIKH.

Edv Oev AdBete Ta avapevoueva atoteAéopara, Ba TpéTel va eTravaAdpere Tnv avaAuon. Edv
ouvexifouv va epgavifovtal aveTtapkn atroTeAéopata pe Ta SIAAUPATO €AEYXOU, QUTA EVOEXETAI VO
ogeilovTal O€:

o OoAepdTnTa. ATTOPPIWTE TO KaI XPNOIUOTTOINOTE £va GAANO dIGAUNA EAEyXOU.

o [1poBAAuaTa PE TO OTITIKO CUCTNUA TOU PIKPOOKOTTIOU PBOPICHOU. Z€ QUTA EVOEXETAI VA
oupTrepIAapBavovTal: akatdAAnAn euBuypdappion, TapéAeuon TG weENPNG didpkelag LwAG TNG
Auyviag, KATT.

e AmogApavon TnNG avTIKEINEVOPOPOU KaTd Tn didpkela TnG diadikaagiag.

EPMHNEIA TQN AMOTEAEZMATQN

Ta amorteAéopara Twv avaAioewv yia ANCA Ba mpémel va ava@épovial wg apvnTikG (<20), BeTikG
(ueyoAUTepa 1 ioa pe 160) ) katd TTpoTiuNGN, BeTIKG pe TiTAo Kai TTPdTUTTO. EgeTdoTE yIa €1dIkr dIGxuTN
KOKKIWON KuTtapotrAacpaTiky Xpwon (cANCA) ) yia mepimupnvikyy xpwon (pANCA). Xta uméAoita
QVTIOCWPATA TTOU UTTOPOUV va avixveuBouv TrepiAauBdavovtal Ta avrirupnvikd avricwpata (ANA), Ta otroia
pePIkEG @opég plpolvtal Tig avtidpdoelg pANCA. Ta mpoTtutra Twv ANCA TTou éxouv povipotroindei oe
QAVTIKEINEVOPOPOUG PE aiBavoAn kal @oppdAn TTapouaiddovTal oTo TEAOG auToU Tou VTUTTOU.

MNEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

>& opIopéveg TTEPITITWOEIG, opoi BeTIkoi yia ANCA evdéxetal va epgpaviaTolv TToAU aoBeveig A apvnTikoi
aTtnv apxIkr apaiwan diaAoyng (eaivopevo TTpodwvng).

>€ TETOIEG AP@IBOAEG TTEPITITWCEIG, OI 0poi Ba TIPETTEl va £E€TAOVTAl € UWPNAOTEPEG APAIWTEIG, KOl £QV
BpeBouv BeTikoi, va kaBopiovTal ol TITAOI TWV AVTICWHATWV.

2€ OPIOYEVEG TTEPITITWOEIG, N TTApouUsia BUO i TTEPICCOTEPWY QVTICWHATWY O évav 0pod, Ta OTToia
avTidpoUV WE TO id10 UTTOOTPWHA, EVOEXETAI VO ETTNPEACEI TNV AVIXVEUOT) TOUG PE avogo®Bopioud. AuTh n
emidpaon evdéxetalr va Trpokaléoel eite aduvapia avixveuong ANCA eite peiwan Tou TiTAOU, €Gv TO
avTiowpa TTou emdPa £xel peyaAlTepo TiTAO atmé To ANCA. H 1Mo ouvnBiopévn aitia Tou QaIvouévou
TapeUBoAng oe avaAuoeig ANCA eival n ouvitrapén ANA.

>¢ opigpévoug aoBeveig pe KokkiwpaTwaon Wegener, ol avaAloeig ANCA evdéxeTal va gival apvnTIKEG. X
QUTEG TIG TIEPITITWOEIG, N ETTAVAANWN TNG £€€TaoNG evoéxeTal va dwael BeTIkG atroTeAéopata. O aoBeveig
Me KOokKIwpaTwon Wegener utré aywyn eivar yévipa apvnTikoi yia ANCA. O1 avridpdoeig ANA evdéxeTal
0opIoPEVEG POPEG Va eKANPBoUV eapaApéva wg xpwon ANCA 1 va plyouvrar Tn xpwon ANCA. lNa va
emBeBaiwBei n avtidpaoTikdTNTa TNG PANCA, 01 0poi TTou ep@aviouv avTidpdacig pANCA Ba tpétrel va
€TTaveLeTAZOVTAI EITE OE AVTIKEINEVOQPOPOUG TTOU €XOUV LOVIUOTTOINGEI YE QOPUOAN E€iTE yIa avTICWUATA
ANA og avTikeluevopopoug pe kUTTapa HEp-2. Ta deiypata pANCA T1Tou €xouv povipoTroindei pe
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@opuoOAn o€ uttooTpwpa ANCA Ba TrpéTTel va epggavioouv avtidpaoTikdTnTa cCANCA, evw o1 avTIBpAoElg
yia Ta ANA Ba TTpéTTel va €ival €iTe apvnTIKEG €iTE va TTapapeivouv TTUPNVIKEG. Ta avTIoWUOTA KaTd TNG
KUTOKEPOTIVNG EVOEXETAI VO dNUIOUPYACOUV WeUBWG BETIKA avTidpaon yia cANCA"™.

Y& auTég TIG TTEPITITWOEIG, Ol avaAuoelg éuuecou avooo®Bopiopou oe kUTTapa HEp-2 evdéxetal va
oupBaAAouv aTn didkpion TnG «weudo-ANCA» atré Tnv aAnBn avtidpacn cANCA.

O TiTAoI TWV avTIowHAaTWY O aXETICOVTAI ATTAPAITNTA PE TN dPACTNPIGTNTA TNG VOoOoU. Ta atroTeAéopaTa
NG avdAuong ANCA Ba mpétel va aglohoyouvTal uTté To TTPIOHA TWV KAIVIKWV gupnudTtwy, Kabwg n
Tapouaia 1 n atroudia ANCA evdéxeTal va un oxeTi¢etal dueca Pe pla diatapayr TUTTou ayyelindag.

Ta BeTikd ammoteAéopata ANCA 1Tou AauBdavovTal pe avooo@Bopiopud Ba TTpéTrel va emReRalwvovTal PE
ELISA. Ta avriowpata ANCA pPE OUYKEKPIMEVEG QVTIYOVIKEG €IBIKOTNTEG €ival  TTEPIOCCOTEPO
evOEIKTIKG plag ouykekpipévng diatapayng Tutrou ayyelimdag. Emiong, 1a ANCA €xouv OXETIOTE pE
avOOOAOYIKEG BIOTAPAXEG TTEPAV TNG AYYEITIOAG, OTTWG N EAKWANG KoAmda" 8,

ANAMENOMENEZ TIMEZ

E¢AvTa Téooepa (64) puoioloyikd deiypara avaAubnkav yia ANCA. OAa Ta deiyyata ATav apvnTikd yia
ANCA o€ apaiwaon 1:20.

Mia BeTikr) ANCA, uttd TIG KATAAANAEG KAIVIKEG TUVBNKEG, gival XpAoiun yia Tn didyvwaon GUCGTNHATIKWY
AyYEImBwY Kal QAEYHOVWSWY voowv Tou eviépou’ "', H xpwon cANCA ep@aviletal ouxvotepa oTnv
KOKKIwMATwon Wegener kai n xpwon pANCA oTn plkpookoTrikfy TToAuayyelitida, oTnv TaxEéwg
€¢eNlOOOEVN OTTEIPAPATOVEPPITIOA XWPIG OVOTOCUPTIAEYUATA Kal OTNV €AKWON koAimda’". e GAAeg
ayyelindeg (ofwdng TToAuapTtnpiTidag, vooog takayasu, yiyaviokuTTapikr) aptnpitida, voéoog Behcet) Ta
avTiowpata ANCA eival oravia ] atmrouciagdouv. H ouxvétnta epgpdviong ANCA oTnv KOKKIwPATWon
Wegener Kal OTIG UTTOAOITTEG AYYEITIOEG, OTTWG cuvdyeTal atTo Tn BIBAIoypagia, cuvowileTal OToV TTivaKa
1, o1o T€Aog Tou evTUTIOU. XTnNV EUupwTrdikn HEAETN ouvepyaaiag yia To ax€dio Tutrotroinong Twv ANCA,
ol Hagan et. al.® agloAdynaav Tn XpnoiuoéTnTa TNG avaAuong €UUECOU avoaoPBOPIoHOU OXETIKA HE TN
S1dyvwaon 1I910TTabwV CUCTNPATIKWY AyYEITIOWY. Z€ auTh Tn YEAETN, N TTapouaia ANCA eu@avioTnke oTo
85% Twv aoBevwyv pe KokKiwpdTtwon Wegener, €k Twv oTroiwv, To0 64% ATav BeTikoi yia cANCA kai To
21% yia pANCA. H xpwon pANCA Atav cuxvoTtepn amd tn cANCA oTn hIKpookoTTikA TToAuayyeliTida
(58% évavti 23%), pe euaioBnaoia 81% yia TN plkpookoTrikh TToAuayyeliTida kal 82% yia Tnv 1810TTabn
Tayxéwg eEEAICOOUEVN TTPOOBEUTIKN OTTEIPAUATOVEPPITIOA.

>T0UG PAPTUPEG TNG VOOOU Kal OTOUG Uyieig papTupeg, Ta ANCA Atav mTapévta oto 19% kai o1o 6%
avTioToIxa, TTPOCPEPOVTAG GUVETTWG EIDIKOTNTA 76% Yia TOUG PAPTUPES TNG vOoou Kal 94% yia Ta uyif
aropa. (Mivakag 2, oTo TEAOG TOU EVTUTTOU).

Qo1600, N BeTIK TTPOYVWOTIKA agia Twv avaAloswv ANCA eival KoAUTEPN KOl TTIO ONUAVTIKA, €4v
aglohoynBei og ouvduaoud pe Ta KAIVIKA onueia Kal CUPTITWHOTO. X€ éva KUplo apBpo, ol Jennette
Wilmant kai Falk'” avépepav BETIKN TTPOYVWOTIKA agia 92% o évav acBevr) pe kpeativivn opou >3 mg/dl.
Mapopoiwg, oe acBeveig Twv OToIWV N OPXIKN BETIKA TTPOYVWOTIKA agia ATav xapnAn, éva BeTikd
amotéAeopa ANCA augdavel Tnv mBavétnTa véoou ae eTriTTedo TETOIO TTOU eVOEXETAI VA OIKAIOAOYEI
TePAITEPW agloAdynon. O1 cuyypa@eig kataAfyouv 611 n avaAuon ANCA og aoBeveig e I0XUPEG KAIVIKEG
evOeiCelg Taxéwg EEANICOOUEVNG OTTEIPAPATOVEPPITIOAG XWPIG AVOCOCUMTTIAEypaTa gival TTOAU Xproiun
yla Tnv amédeign g didyvwaong, evw n avdAuon ANCA oe aoBeveig pe aoBeveig KAIVIKEG VOEIEeIS gival
MO XPAOIUN Yia ToV atToKAEIoNS TnG S1dyvwong.
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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 (pPANCA). Altri anticorpi
rilevabili possono includere gli anticorpi antinucleari (ANA) che in certi casi possono mimare le reazioni
pPANCA. | 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. L'interferenza pud 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 é 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 CANCA falsamente positive15.

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.

| titoli anticorpali non sono necessariamente associati con l'attivita della malattia. | risultati dei test
ANCAdovrebbero 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 pil 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, € 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 lutilita 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 dell'81% per la poliangite microscopica e dell'82%
per la glomerulonefrite rapidamente progressiva idiopatica.
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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 &€ ancora 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
0 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 pud
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 pud 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.

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 ml

+
Diluente 1,0 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
tamponato

= = 2

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

CONTROLLO DI QUALITA

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 cCANCA 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 puo essere dovuto a:

e Torbidita. Smaltire e usare un nuovo controllo.

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

e Aver lasciato asciugare il vetrino durante la procedura.
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EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

H avéAuon avriowpdtwy Katd Tou KUTTapoTrAdopartog Twv oudetepd@iAwy (ANCA) ouykpibnke pe pla
AAAN avdaiuon éupecou avooo@Bopiopol ANCA. H ouykpion cuptrepiéAaBe ouvoAikd 129 Seiypata
opoU TToU e€AAPBnoav amd €va dIayVWOTIKO €PYAOTAPIO avaQOPdg, EIDIKEUPEVO OTNV avixveuon
auTtodvoowv TTaBAgewyv. Autd Ta deiyyata avaAlBnkav cUP@wva pe TG dIadIKaaieg TTou TTpoTeivovTal
aTTé TOV KATAOKEUAOTH. Ta atmoTeAéopaTa €iXav wg €ENG:

Immco™
O¢eTIKA ApvnTiKA ZUvoAo
- O¢eTIKN 49 0 49
< ApvnTiki 7 73 80
ZUuvoho 56 73 129

EXeTIKN €1dIKOoTNTA: 91%
ZXETIKA €101KOTNTA: 100%
IXETIKN) oup@wvia: 95%

E@td apgiBoAa Ociyyata tou eAéyxBnkav e Tnv Tropatmmdvw pEBOdO €upecou avooo@Bopliouou
avoAuBnkav pe Tn péBodo ELISA yia avTiowpata katd Twy aviiyovwy pueholtrepoeiddong (MPO) i
mpwreivaong 3 (PR3), Twv dU0 onuavTIKOTEPWYV AVTIYOVWY TToU oXeTiCovTal pe Ta avTiowpata ANCA.
ATT6 Ta £pTa BeTIKG deiypaTa pe Tn péBodo ELISA kai apvnTikd pe 1o dAAO KIT avdAuong, OAa ekTOG aTo
éva Bpébnkav Betikd pe Tn péBodo ELISA, utrodeikvUovTag GUVETTWG, TTWG Ta OeiypaTta autd ATav
aAnBwg BeTIKA.

AlaoTaupoUpevn avridpaon:

Ta avrirupnvika avriowpata (ANA) evdéxetal va epgavioouv BeTIkEG avTIdpdaelg oTa oudeTepdIAa. MNa
va TTpoadiopiaTei n diacTaupoUlpevn avtidpaon Twv ANA oTa oudeTepO@IAQ, N OTToia UTTOPET va eKAN@OEi
eo@aApéva wg avtidpaon ANCA, e€etdotnkav ouvoAikd 25 Seiypata BeTikd yia avriowpata ANA pe
SIGPOPES aVTIYOVIKEG €IBIKOTNTEG OE AVTIKEINEVOPSOPOUG Pe aiBavoAn, @opudAn kai COMVI. OMor ol
BeTikoi yia ANA opoi, ekTOG atrd autoug Pe avTiyovikEg €181kOTNTEG SS-A (Ro) kai SS-B (La), eppdavicav
TTUPNVIKEG avTIBPACEIG. AUTEG ol avTIOpAcels ANA €iTe TTOPAPEVOUV TTUPNVIKEG EITE YiVOVTAI APVNTIKEG OE
QAVTIKEIMEVOPOPOUG TTOU HOVIMOTTOIOUVTAI HE GOPHUOAN.

EttavaAnyipétnra

AlgvepynBnkav PeAETEG yia va KaTadelxBei n TTOIKIAGTNTA evTOG OeIpdg Kal METagy asipwy. AvaAuBnkav
Té00¢epIg opoi BeTikoi yia ANCA (duo yia ¢ kai 8Uo yia p ANCA) kai évag opog apvntikog yia ANCA pe
apyikn apaiwon 1:20 péxpl 1o TEAIKO onueio. O KGBe opdg avaAubnke o€ 3 BIAPOPETIKEG TTOPTIOEG, OF
QVTIKEIYEVOPOPO HE aiBavoAn, @oppdAn kai COMVI yia Téooepig NUEPEG yia va TTPOODIOPICTE N
eTmavaANWINOTNTA  avOTTAPAYWYINOTNTA  €vTOG Oelpdg Kal PETaU oeipwv. Ta apvnTikd Seiypota
TTapEPEIVaY apvnTIKA Kal Ta BeTIKG deiypaTa £dwoav ToV avapevouEVo TITAO.
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p ' ENSAYO PARA DETECCION DE ANTICUERPOS
' Im m CO ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILO (ANCA)

Para uso diagndstico in vitro
PROSPECTO

1116 ANCA Kit (etanol) 24 anélisis

1140 ANCA Kit (etanol) 48 anélisis

1140-2 ANCA Kit (etanol) 96 analisis

1140- 240 ANCA Kit (etanol) 240 analisis
1140- 250 ANCA Kit (etanol) 250 anélisis
1141 ANCA Kit (formalina) 48 anélisis

REF| 17142 ANCA Kit (etanol+formalina) 48 analisis

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta para la deteccion y semi cuantificaciéon de anticuerpos
anti-citoplasma de neutréfilo (ANCA) en suero humano. Los anticuerpos ANCA se encuentran en el
suero de pacientes con vasculitis necrotlzante y su deteccién es una herramienta para diagnosticar esta
patologia en combinacién con otros analisis de laboratorio y observaciones clinicas.

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos ANCA se presentan en pacientes con granulomatosis de Wegener, poliarteritls
microscépica, glomerulonefritis necrotlzante o prolilterativa, otras vasculitis y patologias inflamatorias
del intestino (sobre todo colitis ulcerosa)1'”. La tincion mediante jnmunofluorescencia indirecta de
neutrdfilos fijados con etanol puede mostrar diferentes patrones de tincion fluorescente, que incluyen:

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

2. Autoanticuerpos contra antigenos neutréfilos que dan un patrén de reaccion perinuclear (pPANCA).
3. Anticuerpos comunes contra antigenos nucleares (ANA).

Estos dos tipos de ANCA tienen diferente importancia12. Los cANCA se presentan sobre todo en
pacientes con granulomatosis de Wegener y poliarteritis microscopica; 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 analisis podria producir reacciones ANCA positivas1. El
método mediante microscopio de jnmunofluorescencia 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 (pANCA). Las reacciones pANCA se confirman repitiendo el analisis en
portaobjetos fijados con formalina, donde las reacciones pANCA se convierten en cANCA; mientras que
las reacciones ANA permanecen nucleares o devienen negativas en la fijacién con formalina.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

En el método de jnmunofluorescencia 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 tinciéon granular
citoplasmatica difusa (CANCA), o bien por una tincién perinuclear (PANCA). El titulo (el reciproco de la
mayor dilucion que provoco una reaccion positiva) se determina analizando las diluciones seriadas™.
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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 (NaN3) puo 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 I'accumulo di azide. L'azide sodica pud essere tossica se ingerita. In caso di ingestione riferire
immediatamente l'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.

PROCEDURA
Metodo del test

A. Screening

1. Diluire il siero del paziente 1:20 con il Diluente per Campioni fornito (50 pli 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 pl) 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 pl) negli altri pozzetti. Evitare di riempire eccessivamente i pozzetti.

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

7. 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 pl) 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 l'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.
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1141, 1142), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1 x 1,0 ml [EVANS]
1x12  [COVER[SID

di Evan Blu ( EB ) di contrasto

* Contiene < 0,1% NaNj

Materiali opzionali disponibili presso Immco
SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Vetrini da 6 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

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

Simboli usati sulle etichette:

Numero di lotto
Numero catalogo
Scadenza

Temperatura di conservazione
Leggere le istruzioni per l'uso

Uso diagnostico in vitro

Produttore

Numero di test

4k FB~w[F[

Materiali necessari ma non forniti

e Microscopio a fluorescenza

e Micropipetta o pipetta Pasteur

e Pipette sierologiche

e Vaschetta per colorazione (ad es. vaschetta Coplin)

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

e Contenitore da 1 litro.

e Flacone di lavaggio

e 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
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Vetrini coprioggetto ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ([REF]
1140-2), 3X12 ([REF] 1140-240, 1140-250)

2162
2186

2189
2162-12
2252
2240
2510

ES
DATOS DEL PRODUCTO

Conservacion y preparacion

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 analisis
REF| 1140-2 ANCA Kit (etanol) 96 analisis

1140-240 ANCA Kit (etanol) 250 analisis

1140-250 ANCA Kit (etanol) 250 analisis

REF| 1141 ANCA Kit (formalina) 48 analisis

REF| 1142 ANCA Kit (etanol+formalina) 48 analisis

4x Portas de substrato de neutrofilos humanos con 6 pocilios [fijado con
etanol] ([REF] 1116), 8 slides ([REF] 1140), 16 slides ([REF] 1140-2)

2x SORBI[SLD[12] Portas de substrato de neutrofilos humanos con 12 pocilios [fijado
con etanol] ([REF] 1140-240)

25 x Portas de substrato de neutréfilos humanos con 10 pocilios [fijado
con etanol] ([REF] 1140-250)

8 x SORBISLD6] Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocilios [fijado con
formalina], ([REF] 1141)

8 x SORBISLD[6+6 Portas de substrato de neutréfilos humanos con 12 pocilios

1 x 0,5 ml [CONTROL[JANCA] *
1 x 0,5 ml [CONTROL[*[pANCA] *

1x 0,5 m| [CONTROL]

1 x 5,0 ml [lgG-CONJIFITC| *

1 x 5,0 ml [lgG-CONJIFITCIEB] *

1 x 60 ml [BUF]*

2 viales BUF|WASH

1 x 5,0 ml [MOUNTING[MEDIUM] *

1 x 1,0 ml [EVANS

1x12 COVER[SLD

[6 etanol/6 formalina] ([REF] 1142)

Control positivo para cANCA, contiene suero humano con BSA
([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

Control positivo para pANCA, contiene suero humano con BSA
([REF] 1141, 1142)

Control negativo, contiene suero humano con BSA

([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 viais ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

Conjugado de IgG antihumana FITC, contiene BSA. Protéjase de la
luz. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials ([REF] 1140-2),
3 vials ([REF] 1140-240, 1141-250)

Conjugado de IgG antihumana FITC, contiene BSA. Contiene Evans
Blue,Protéjase de la luz. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2
vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1141-250)

Diluyente de muestras, contiene BSA ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 2 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

Tampén fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.
([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240,
1140-250)

Medio de montaje. No congelar. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

Contratincién de azul de Evans

Cubreobjetos ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ([REF] 1140-2),
3x12 ([REF] 1140-240, 1140-250)
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* Contiene <0,1% NaNj;

Materiales opcionales disponibles en Immco
Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocilios (fijado con etanol) 2162

Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocilios (fijado con formalina) 2186
Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 + 6 pocilios etanol + formalina

(fijado con etanol y formalina) 2189
Portas substrato neutréfilo humano (fijado en etanol) 10 pocilios 2162-12
1 x 0,5 ml control positivo* para cANCA, contiene suero humano con BSA 2252
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

Numero de analisis

4Kk BB~ vk

Material necesario no incluido

e Microscopio de fluorescencia

e Micropipetas o pipetas Pasteur

e Pipetas serologicas

e Cubeta de tincién (p.ej. cubeta de Coplin)
e Tubos de ensayo pequefios (p.e. 13 x 75 mm) y gradilla para tubos
e Agua destilada o desionizada

e Recipiente de 1 litro

e Frasco lavador

e Toallas de papel

e Camara de incubacion

ADVERTENCIAS

Para uso en diagnostico in vitro. Todo material de origen humano usado en la preparacion de este
producto se ha examinado con métodos aprobados por la FDA, y resulté 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 (NaNs) puede reaccionar con el plomo o cobre de las tuberias y formar
azidas metdlicas altamente explosivas. Después de dispensar liquidos, se recomienda lavar con
abundante agua para prevenir la formacién de dichas azidas. La azida de sodio puede ser toxica por
ingestion; en caso de ingestién accidental, informe inmediatamente del hecho al director del laboratorio o a
un centro de control de envenenamientos.
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diffusa (CANCA) o colorazione perinucleare (pANCA). | 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.

Materiali forniti
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1116 Kit ANCA (etanolo) 24 Determinazioni
1140 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni
1140-2 Kit ANCA (etanolo) 96 Determinazioni
1140-240 Kit ANCA (etanolo) 240 Determinazioni
1140-250 Kit ANCA (etanolo) 250 Determinazioni
1141 Kit ANCA (formalina) 48 Determinazioni
1142 Kit ANCA (etanolo + formalina) 48 Determinazioni
Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
([REF] 1116), 8 slides ([REF] 1140), 16 slides ([REF] 1140-2)
Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
([REF] 1140-240)
Vetrini da 10 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
([REF] 1140-250)
SORB[SLD[6] Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
(REF] 1141)
[SORBI[SLD[6+6 Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani (6 etanolo/
6 formalina)

1x0,5ml * Controllo Positivo cANCA, contiene siero umano con BSA

([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

1 x 0,5 ml [CONTROLIpANCA]*  Controllo Positivo pANCA, contiene siero umano con BSA

(REF] 1141, 1142)

1x0,5ml Controllo Negativo, contiene siero umano con BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240,
1140-250)

1x 5,0 ml . Coniugato FITC anti-lgG umane, contiene BSA. Proteggere dalla

luce ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials
([REF] 1140-240, 1140-250)

1x5,0ml * Coniugato FITC anti-lgG umane, contiene BSA. Contiene blu di

1x 60 ml [BUF]*

2 fiale

Evan. Proteggere dalla luce ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials
([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

Diluente Campione, contiene BSA ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 2 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

BUF|WASH Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS), da ricostituire

a 1 litro. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2) 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

1 x 5,0 ml [MOUNTINGIMEDIUM] * | iquido di montaggio. Non congelare ([REF] 1116, 1140, 1140-2,
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e . SISTEMA PER L'ANALISI DI ANTICORPI
' Im m Co ANTI-NEUTROFILI CITOPLASMATICI (ANCA)

Per uso diagnostico in vitro

INSERTO DEL PRODOTTO

1116 Kit ANCA (etanolo) 24 Determinazioni

1140 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni

1140-2 Kit ANCA (etanolo) 96 Determinazioni
1140-240 Kit ANCA (etanolo) 240 Determinazioni

REF| 1740-250 Kit ANCA (etanolo) 250 Determinazioni

1141 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni

REF| 1142 Kit ANCA (etanolo + formalina) 48 Determinazioni

m(|m|(m||{m
mf|mj|m|m

Test di immunofluorescenza indiretta (IF) perla 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 utilitd 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 pud 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 (pANCA).
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 pANCA 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 lindividuazione 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 (PANCA). 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
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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
numero 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 conservaciéon mas prolongada, congele el suero a -20°C. Evite congelar y descongelar
repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO
Metodologia del andlisis
A. Control

1. Diluya el suero del paciente en proporcién 1:20 con el diluyente de muestras del kit (50 pl 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.

2. 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.

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

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

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

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

7. Retire un porta de la camara de incubacién. 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.

8. 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 pl) a cada pocilio.

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

11. Extraiga una lamina un porta de la incubadora del incubador. Sosteniéndola Sosteniéndolo por un
extremo, sumérjala sumérjalo 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.

12. Retire un porta de la cubeta de coloracion. 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
todavia esta humedo.

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

14. Repita los pasos 12 y 13 para cada porta.

15. Examine la fluorescencia especifica con microscopio de fluorescencia con aumento de 200x o mas.
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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 disminucién 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 2 y 8°C.

B. Determinacion de punto final (titulacion)

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 senadas y por duplicado a partir de 1:20. El reciproco de la mayor diluciéon que
provoca una reaccion positiva es la titulacion.

Preparacion de diluciones seriadas

Numere cuatro tubos de 1 a 4. Ponga 1,0 ml de diluyente de muestras en el nimero 1y 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 0,2 ml 0,2 ml
tamponado

= 2 2

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

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de andlisis 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 coloracién 2+ o superior del citoplasma del neutrofilo 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 andlisis. Si se siguen obteniendo
resultados inadecuados con los controles, puede deberse a:

e Turbidez. Descarte el control y utilice otro.

e Problemas en el sistema &ptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacién incorrecta,
lampara que debe ser cambiada, etc.

e El porta se seco 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 patron. Lea la coloracion granular citoplasmatica difusa
(cANCA) o bien perinuclear (PANCA). 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 (fenédmeno 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.
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que la valeur prédictive positive est de 92% chez les patients ayant un dosage de Creatinine >3mg/dlI.
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 parallele 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 Négatifs Total
Positifs 49 0 49
(]
§ Négatifs 7 73 80
Total 56 73 129

Spécificité Relative: 91%
Sensibilité Relative: 100%
Concordance: 95%

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.

Réactivité croisée:

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 disparait sur les lames
fixées au formol.

Reproductibilité:

Des études ont été réalisées pour définir la répétitivité intra-essai et la reproductibilité inter-essai. Quatre
sérums 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 l'inter-reproductibilité. Dans
tous les cas, le sérum négatif et les sérums positifs ont donné les résultats attendus.
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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 D'UTILISATION

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 I'ANCA ou cacher le titre si I'anticorps qui interfére a un titre plus élevé que celui
des ANCA. Le cas le plus fréquemment 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
contrble 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 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'®.

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 l'activité de la maladie. Les résultats ANCAdoivent étre
interprétés avec les signes cliniques et la présence ou l'absence d'ANCA ne peut pas directement
indiquer la présence d'une angéite.

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” 8,

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 fréquemment associée & la maladie de Wegener et la
conformation p-ANCA a la micropolyangéite, a la néphrite glomérulaire idiopathique a croissant et a la
rectocolite hémorragique7'”. 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 I'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
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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 jnmunofluorescencia. Esta
interferencia podria impedir la deteccion 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 fendmenos 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 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 positiva15.

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 patoldgica. 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 dilucién 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 estandarizacién 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 descubrié 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 microscépica (58% contra 23%) con sensibilidad del 81% en la
poliangitis microscoépica 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
evalua a la luz de la historia clinica del paciente. En una publicacién, Jennette Wilmant and Falk"
informan de un valor de prediccién 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 neutréfilos (ANCA) se comparé con otro
analisis de jnmunofluorescencia indirecta ANCA. Para la comparacion se utilizd un total de
129 muestras de suero obtenidas de un laboratorio diagnéstico 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 continuacién:
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Immco™
Positivo Negativo Total
° Positivo 49 0 49
g 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 cruzada:

Los anticuerpos antinucleares (ANA) pueden mostrar reacciones positivas en neutréfilos. Para
determinar la reactividad en neutréfilos 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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12. Retirer une lame du bac. Eliminer I'excés de PBS avec une serviette en papier. Pour éviter de mettre
a sec les puits, réaliser immédiatement I'étape 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, grace 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 l'intensité
de fluorescence. Dans ce cas, les lames doivent étre conservées a I'obscurité et entre 2 et 8°C.

B. Détermination 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 contrdle 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 derniére dilution donnant
une fluorescence positive.

Préparation des dilutions en série.

Numéroter 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 a 4. Pipeter 50 ul 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 l'autre en
mélangeant bien chaque tube pour arriver aux dilutions suivantes :

Tubes 1 2 3 4
Sérum 0,05 ml

+
Diluant 1,0 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Echantillon

2 2 =

Transfert 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Dilution finale 1:20 1:40 1:80 1:160 etc.

CONTROLE DE QUALITE

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 contréle 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:

e La turbidité. Eliminer le contréle et en utiliser un nouveau.

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

e Aun asséchement des lames pendant la manipulation.

INTERPRETATION DES RESULTATS

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
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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 I'azide de sodium (NaN3). Ce composé peut former dans
les canalisations en plomb ou en cuivre des azotures métalliques hautement explosifs. Afin d'éviter la
formation et I'accumulation de tels azotures dans les canalisations, rincer I'évier a 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 qualité 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-dela de la
date de péremption.

PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser uniguement du sérum pour réaliser ces tests. Il est recommandé de ne pas utiliser de sérums
fortement hémolyses, lipémiques ou sujets a une 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.

MODE OPERATOIRE

A. Dépistage

1. Diluer chaque sérum de patient au 1:20 dans le diluant échantillon fourni (50 ul de sérum + 1,0 ml 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. Numéroter 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 50ul) de Controle
Négatif sur le puits n°1. De la méme fagon déposer 1 goutte de Controle Positif sur le puits n°2.
Eviter de déborder des puits.

5. Al'aide d'une micropipette ou d'une pipette Pasteur, déposer 1 goutte (environ 50ul) 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. Transférer immédiatement la lame dans un baca coloration et laver pendant
10 minutes. Répéter les opérations avec toutes les lames.

8. Retirer une (les) lame(s) du bac de coloration. Eliminer I'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 50ul) 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
bécher rempli de PBS pour éliminer I'exces 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.
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e I m m Co ANTINEUTROPHILE-ZYTOPLASMATISCHE-
) YMIAGNOSTIC ANTIKORPER-TESTSYSTEM (ANCA)
Fir in -vitro-Diagnostik
BEIPACKTEXT
1116 ANCA-Kit (Athanol) 24 Bestimmungen
1140 ANCA-Kit (Athanol) 48 Bestimmungen
1140-2 ANCA-Kit (Athanol) 96 Bestimmungen
1140- 240 ANCA-Kit (Athanol) 240 Bestimmungen
1140- 250 ANCA-Kit (Athanol) 250 Bestimmungen
1141 ANCA-Kit (Formalin) 48 Bestimmungen
1142 ANCA-Kit (Athanol+Formalin) 48 Bestimmungen
VERWENDUNGSZWECK

Ein indirekter Immunfluoreszenz-Antikorpertest fiir den Nachweis und die quantitative Bestimmung von
antineutrophilen zytoplasmatischen Antikérpern (ANCA) in Humanserum. ANCA werden in den Seren
von Patienten mit nekrotisierenden Vaskulitiden nachgewiesen und dienen daher zur Unterstiitzung der
klinischen Befunde und der ubrigen Laborbefunde bei der Diagnose dieser Erkrankungen.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

ANCA treten bei Patienten mit Wegener-Granulomatose, mikroskopischer Polyarteriitis, nekrotisierender
oder rapid-progressiver Glomerulonephritis, anderen Vaskulitiden und entziindlichen Darmerkrankungen
(hauptsachlich Colitis ulcerosa) auf'"". Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung von &thanolfixierten
neutrophilen Granulozyten kann verschiedenartige Fluoreszenzmuster zeigen. Zu diesen zahlen:

1. Autoantikérper gegen zytoplasmatische Antigene von neutrophilen Granulozyten, die eine diffuse
zytoplasmatische Farbung zeigen (CANCA).

2. Autoantikérper gegen Neutrophilen-Antigene, die ein perinukledres Reaktionsmuster zeigen
(PANCA).

3. Gewohnliche Antikdrper gegen nukleare Antigene (ANA).

Diese beiden Arten von ANCA haben unterschiedliche Bedeutungen12. cANCA sind Uberwiegend bei
Patienten mit Wegener-Granulomatose und mikroskopischer Polyarteriitis zu finden, wahrend pANCA
bei verschiedenen Gefallerkrankungen, Colitis ulcerosa (CU) und primar sklerosierender Cholangitis
(PSC) auftreten. Bei achtzig Prozent der Patienten, bei denen pANCA nachgewiesen werden, liegen
histologische Anzeichen fiir Vaskulitis, CU oder PSC vor. ANCA treten bei Gber 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 Haufigkeit von ANCA. Patienten
mit aktiver Wegener-Granulomatose kdnnen gelegentlich ANCA-negativ sein.

In solchen Fallen sollten wiederholte Tests jedoch zu ANCA-positiven Reaktionen filhren'. Die indirekte
Immunfluoreszenzmikroskopmethode gilt als der Goldstandard fir den Nachweis von ANCA. Die
Antigenfixierung von PMN wird normalerweise in Athanol durchgefiihrt. Mit der Fixierung in Athanol wurden
zwei Arten von ANCA-Farbereaktionen identifiziert: zytoplasmatische (CANCA) und perinukleare (pANCA).
pANCA-Reaktionen kénnen durch erneutes Testen auf formal infixierten Objekttragern bestatigt werden;
dabei werden pANCA-Reaktionen in cANCA-Reaktionen umgewandelt, wahrend ANCA-Reaktionen mit
Formalinfixierung entweder nuklear bleiben oder negativ werden.
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TESTPRINZIP

Bei der in diesem Kit verwendeten indirekten Immunfluoreszenzmethode werden Patientenseren auf
optimierten Praparaten aus humanen neutrophilen Granulozyten inkubiert, um die Bindung der
Antikérper an das Substrat zu ermdglichen. Nicht gebundene Antikérper werden durch Spiilen des
Objekttragers entfernt. Gebundene Antikoérper der Klasse IgG werden durch Inkubieren des Substrats
mit Fluorescein-markiertem Anti-human-lgG-Konjugat nachgewiesen. Die Reaktionen werden unter
einem mit den passenden Filtern versehenen Fluoreszenzmikroskop beobachtet. Das Vorhandensein
von ANCA wird durch eine apfelgriine Fluoreszenz entweder des Zytoplasmas mit einer diffusen
granularen zytoplasmatischen Farbung (cCANCA) oder einer perinukledren Farbung (PANCA) angezeigt.
DerTiter (Gegenwert der hochsten Verdiinnung, die zu einer positiven Reaktion fiihrt) wird anschlieRend
durch die Untersuchung von Verdiinnungsreihen bestimmt'.

PRODUKTINFORMATION
Lagerung und Zubereitung
Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien sind gebrauchsfertig, nachdem sie Raumtemperatur

erreicht haben.

Mitgelieferte Materialien

1116 ANCA-Kit (Athanol) 24 Bestimmungen

REF| 1140 ANCA-Kit (Athanol) 48 Bestimmungen

1140-2  ANCA-Kit (Athanol) 96 Bestimmungen

1140-240 ANCA-Kit (Athanol) 240 Bestimmungen

REF] 1140-250 ANCA-Kit (Athanol) 250 Bestimmungen

1141 ANCA-Kit (Formalin) 48 Bestimmungen

REF| 1142 1ANCA-Kit (Athanol+Formalin) 48 Bestimmungen

4x Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [athanolfixiert] ([REF] 1116), 8 slides
([REF] 1140), 16 slides ([REF] 1140-2)

20 x Objekttrager mit 12 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [athanolfixiert] ([REF] 1140-240)

25x Objekttrager mit 10 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [athanolfixiert] ([REF] 1140-250)

8x SORBISLD[6] Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [formalinfixiert] ([REF] 1141)

8x Objekttrager mit 12 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [6 Athanol/6 Formalin] ([REF] 1142)

1x0,5ml [CONTROL[[ANCA] * cANCA-positives Kontrollserum, enthalt Humanserum mit BSA
([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

1x0,5ml * pANCA-positives Kontrollserum, enthalt Humanserum mit BSA
([REF] 11141, 1142)

1x0,5ml Negatives Kontrollserum, enthalt Humanserum mit BSA
([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

1x5,0ml I9G-CONJIFITC| * Anti-human-IgG-FITC-Konjugat, enthalt BSA. Vor Licht schiitzen
([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

1x5,0ml [lgG-CONJIFITCIEB] * Anti-human-lgG-FITC-Konjugat, enthalt BSA. Enthalt Evans

BlueVor Licht schitzen
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1 x 5,0 m| [MOUNTINGIMEDIUM]*  Milieu de montage. Ne pas congeler ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,

1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)
1x1,0ml
1x12  [COVERELD

Bleu (EB) Counterstain Evan

Lamelles couvre-lames ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ([REF]
1140-2), 3x12 ([REF] 1140-240, 1140-250)

* Contient < 0,1 % NaNj

Autres réactifs disponibles chez Immco
Lame 6 puits de neutrophiles humains (fixés a I'éthanol) 2162
Lame 6 puits de neutrophiles humains (fixés au formol) 2186
Lame 6+6 puits de neutrophiles humains Ethanol + Formol

Lame Substrat (fixé a I'éthanol et au formol) 2189
Lamelle 10 puits Substrat Neutrophiles Humains (fixés a I'éthanol) 2162-12
1 x 0,5 ml Contrble Positif CANCA, contient du sérum humain avec BSA 2252

1 x 0,5 ml Contrble Positif pANCA, contient du sérum humain avec BSA 2240

1 x 1,0 ml Contre-coloration d'Evans 2510

Symboles utilisés sur les étiquettes :

LOT| Numéro de lot

REF]  Numéro de référence catalogue
& Adtiliser avant
¥ Température de conservation
EE Lire les instructions d'utilisation
Pour usage diagnostique In vitro
md Fabricant
Y/ Nombre de tests

Matériel nécessaire mais non fourni

e Microscope a fluorescence

e Micropipette ou pipette Pasteur

e Pipettes sérologiques

e Bac a coloration pour le lavage des lames (type Coplin)
e Petits tubes (ex : 13 x 75 mm) et porte tubes

e Eau distillée ou déionisée Eprouvette graduée 1|

e Flacon pour solution de lavage

e Serviettes en papier

e Chambre d'incubation

MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

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
antigénes de surface du virus de I'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
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fixés. Les réactions sont observées sous un microscope a 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 derniere dilution donnant une

réaction positive) est alors déterminé par dilutions successives ™.

INFORMATION PRODUIT

Conservation et préparation des réactifs

Conserver tous les réactifs entre 2°et 8°C. Tous les réactifs sont préts a I'emploi. Avant utilisation,

attendre que les réactifs atteignent I'équilibre a la température ambiante du laboratoire.

Matériel fourni

1116 ANCA Kit (éthanol) 24 Tests
1140 ANCA Kit (éthanol) 48 Tests
1140-2 ANCA Kit (éthanol) 96 Tests
1140-240 ANCA Kit (éthanol) 240 Tests
1140-250 ANCA Kit (éthanol) 250 Tests
1141 ANCA Kit (formol) 48 Tests
REF| 1142 ANCA Kit (éthanol+formol) 48 Tests
4x Lames 6 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés
a I'éthanol) ([REF] 1116), 8 slides ([REF] 1140), 16 slides ([REF] 1140-2)
20 x SORBISLD|12] Lames 12 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés
a I'éthanol) ([REF] 1140-240)
25 x Lames 10 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés
a I'éthanol) ([REF] 1140-250)
8x SORBISLD[6] Lames 6 puits de neutrophiles humains (fixés au formol) ([REF]
1141)
8 x SORBISLD[6+6] Lames 12 puits de neutrophiles humains [6 éthanol/6 formol] ([REF]

1142)

1x0,5ml * Contréle positif CANCA, contient du sérum humain avec BSA

([REF] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1140-250, 1141)

1x0,5ml ¥ Contréle positif pANCA, contient du sérum humain avec BSA

(REF] 1141, 1142)

1 x 0,5 ml [CONTROLL| Controle négatif, contient du sérum humain avec BSA ([REF] 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240,
1140-250)

1x5,0ml * Conjugué FITC anti-lgG humaines contient du BSA. Maintenir a

I'abri de la lumiére ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF]
1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1 x 5,0 ml [lgG-CONJ[FITCIEB] * Conjugué FITC anti-IgG humaines contient du BSA. Contient bleu

d'Evan. Maintenir a I'abri de la lumiére ([REF] 1140, 1141, 1142,
1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1x60 ml * Diluant Sérum, contient du BSA ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2) 2 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)
2 flacons [BUF|WASH Tampon Phosphate Salin (PBS), Dissoudre chaque flacon dans 1 litre

([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240,
1140-250)
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([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([REF] 1140-2), 3 vials ([REF]
1140-240, 1140-250)

1 x 60 ml * Probenverdiinnungsmittel, enthalt BSA ([REF] 1140, 1141, 1142,
1116, 1140-2), 2 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

2 Flaschchen Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes Flaschchen

auf 1 Liter auffilllen. ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2),
3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1x5,0ml *  Eindeckmittel. Nicht einfrieren ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2), 3 vials ([REF] 1140-240, 1140-250)

1x1,0ml EVANS Evans Blue ( EB) Counterstain
1x12 [COVERI[SLD Deckglaschen ([REF] 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ([REF]

1140-2), 3x12 ([REF] 1140-240, 1140-250)

* Enthélt <0,1% NaNs

Optionale Materialien, von Immco erhiltlich
Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten als

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

Substrat (formalinfixiert) 2186
Objekttrager mit 6 + 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen

Granulozyten als Substrat (dthanol- und formalinfixiert) 2189
Substrat-Objekttrager mit humanen Neutrophilen (dthanolfixiert) mit

10 Vertiefungen 2162-12
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 Etiketten verwendete Symbole:

LOT| Chargennummer
Bestellnummer
% Verwendbar bis
X Lagerungstemperatur
EE Gebrauchsanleitung lesen
IVD|]  In-vitro-Diagnostikum
md Hersteller

Y/ Anzahl an Tests

Benotigte, nicht mitgelieferte Materialien

o Fluoreszenzmikroskop

e Mikropipette oder Pasteurpipette

e Serologische Pipetten

e Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

e Kleine Probenréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Rohrchenhalter

e Destilliertes oder entionisiertes Wasser
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e 1-Liter-Behalter
e Waschflasche

e Papiertlicher

e 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
gefahrlich behandelt werden. Befolgen Sie bei der Lagerung, Verteilung und Entsorgung dieser Materialien
die Regeln der Guten Laborpraxis™.

WARNUNG - Natriumazid (NaN3) kann mit Blei- und Kupferrohren reagieren und dabei hochexplosive
Metallazide bilden. Spiilen 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 giiltige
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

Fir dieses Verfahren sollten nur Serumproben verwendet werden. Stark hamolysierte, lipdmische oder
mikrobiell verunreinigte Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet
werden. Lagern Sie die Proben hdchstens 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 pl Serum
+ 1,0 ml Verdunner). 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 Substratobjekttragern 10-15 Minuten lang bei Raumtemperatur liegen.

Entfernen Sie vorsichtig die Objekttrager, ohne das Substrat zu beriihren.

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

4. Drehen Sie das Tropfflaschchen um und dricken Sie es vorsichtig, um 1 Tropfen (etwa 50 pl)
negatives Kontrollserum in Vertiefung 1 zu geben. Geben Sie auf gleiche Art 1 Tropfen positives
Kontrollserum in Vertiefung 2. Vermeiden Sie das Uberfullen der Vertiefungen.

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

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

7. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager am Ende
mit dem Etikett an und spulen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mit etwa 10 ml PBS ab, oder spilen
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y & .
Te ' TEST ANTICORPS ANTI-NEUTROPHILES
' Im m Co CYTOPLASMIQUES (ANCA)

Pour diagnostic in vitro

ENCART DU PRODUIT

1116 ANCA Kit (éthanol) 24 Tests

1140 ANCA Kit (éthanol) 48 Tests

1140-2 ANCA Kit (éthanol) 96 Tests
1140- 240 ANCA Kit (éthanol) 240 Tests
1140- 250 ANCA Kit (éthanol) 250 Tests
1141 ANCA Kit (formol) 48 Tests

1142 ANCA Kit (éthanol+formol) 48 Tests

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 a d'autres examens biologiques, ils se révélent 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). L'image par immunofluorescence indirecte des neutro-
philes fixés a I'éthanol peut se présenter sous différentes formes parmi lesquelles on retrouve:

1. Les anticorps dirigés contre les antigénes cytoplasmiques de neutrophiles donnant une coloration
cytoplasmique diffuse (c-ANCA).

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

3. Les anticorps dirigés contre les antigénes nucléaires (ANA).

Ces deux types dANCA 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 a divers troubles angéitiques comme la recto-colite hémorragique (CU), et
I'angiocolite scléreuse (CPS). Chez 80% des patients ou I'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 contréle ultérieur devrait montrer une réactivité positive1. La méthode dimmuno-
fluorescence indirecte avec microscope est considérée comme la technique de référence pour la détection des
ANCA. La fixation des antigénes 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 Ia ou les réactions ANA restent nucléaires ou deviennent négatives en
se fixant sur le formol.

PRINCIPE DE LA METHODE

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 ringage de la lame élimine tous les anticorps non fixés. Une incubation du substrat avec
un conjugué anti-lgG humaines, marqué a la fluorescéine, permet la détection des anticorps de classe 1IgG
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Kreuzreaktivitat:

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

Wiederholbarkeit

Es wurden Studien zum Nachweis der intraseriellen und interseriellen Variabilitdt durchgefiihrt. Vier
ANCA-positive Seren (zwei auf cANCA und zwei auf pANCA) und ein ANCA-negatives Serum wurden
beginnend mit einer 1:20 Verdliinnung bis zum Endpunkt getestet. Sie wurden Uber vier Tage hinweg auf
je 3 verschiedenen Chargen von Athanol-, Formalin- und COMVI-Objekttragem 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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Sie den Objekttrager in einem mit PBS geflillten 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 Objekttréagers
mit einem Papiertuch, um Uberschiissiges 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 pl) in jede Vertiefung zu geben.

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

11. Entfernen Sie einen Objekttrager aus der Inkubationskammer. Fassen Sie den Objekttrager am
Ende mit dem Etikett an und tauchen Sie ihn in einen Becher mit PBS, um das Uberschissige
Konjugat zu entfernen. Belassen Sie den/die Objekttrager 10 Minuten lang in einem mit PBS
gefullten Farbekasten. 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufligen. Wiederholen Sie den
Vorgang mit den ubrigen Objekttragern. ANMERKUNG: UnsachgemafRes Waschen kann zu
erhdhter Hintergrundfluoreszenz fiihren.

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

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

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

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

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 verzogert wird. Die Objekttrager sollten im Dunkeln bei 2-8 °C gelagert werden.

Endpunkt-Bestimmung (Titration)

Sie kénnen 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 Verdunnungsreihe her. Der Kehrwert der
héchsten Verdiinnung, die eine positive Reaktion hervorruft, entspricht dem Titer.

Vorbereitung der Verdiinnungsreihen

Nummerieren Sie vier Rohrchen von 1 bis 4. Geben Sie 1,0 ml Probenverdinner in R6hrchen 1 und je
0,2 ml in Rdhrchen 2 bis 4. Pipettieren Sie 0,05 ml unverdiinntes Serum in 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 R&hrchen ins nachste, um die in der
nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdiinnungen zu erhalten:

Roéhrchen 1 2 3 4
Serum 0,05 ml
+
Gepufferter 1,0 ml 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Verdiinner
= = =
Ubertragung 0,2ml 0,2ml 0,2ml
Endverdiinnung 1:20 1:40 1:80 1:160 usw.
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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 Objekttragern fiir cANCA eine Farbintensitat
von 2+ oder hoher fiir das Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten und fir pANCA eine perinukleare
Farbintensitat 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:

e Tribung. Verwerfen Sie das Kontrollserum und verwenden Sie ein neues.

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

o Der Objekttrager ist wahrend des Verfahrens ausgetrocknet.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse der Tests auf ANCA sollten als negativ (<20), positiv (groRer 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 (pANCA) hin. Zu
den weiteren nachweisbaren Antikérpern zahlen antinukledre Antikérper (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 kdnnen ANCA-positive Seren bei der ersten Suchtestverdiinnung entweder sehr
schwach oder negativ sein (Prozonenphanomen).

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

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

Bei einigen Patienten mit Wegener-Granulomatose kénnen ANCA-Tests negativ ausfallen. In diesen
Fallen konnen wiederholte Tests zu positiven Ergebnissen fihren. 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 bestatigen, sollten Seren mit pANCA-Reaktionen entweder auf formalinfixierten
Objekttragern oder auf ANA hin auf HEp-2-Objekttragern erneut getestet werden. pANCA-Proben sollten
auf formalinfixiertem ANCA-Substrat zu cANCA-Reaktionen fuhren, wahrend Reaktionen gegen ANA
entweder negativ sein oder nuklear bleiben sollten. Anti-Zytokeratin-Antikérper kénnen zu falschen
positiven cANCA-Reaktionen fiihren®.

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 méglicherweise nicht direkt mit einer GefalRerkrankung verbunden ist.

Mittels Immunfluoreszenz erhaltene positive ANCA-Ergebnisse sollten mit ELISA bestatigt werden.
ANCA mit bestimmten Antigenspezifititen weisen eher auf eine spezifische Gefalerkrankung hin.
ANCA wurden auRerdem neben Gefallerkrankungen auch mit anderen Immunstérungen in Verbindung
gebracht, darunter Colitis ulcerosa”®.
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Vierundsechzig (64) normale Proben wurden auf ANCA getestet. Alle Proben waren bei einer
Verdinnung 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 Europaischen Projekt fir die Standardisierung von
ANCA-Tests haben Hagan und seine Mitarbeiter'® die Niitzlichkeit des indirekten IF-Tests fiir 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% fiir mikroskopische Polyangiitis und 82% fiir rapid-progressive Glomerulonepbhritis.

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'” ber 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
dermalfen, dass weitere Untersuchungen gerechtfertigt sein konnen. Die Autoren kommen zu dem Schluss,
dass bei Patienten mit starken klinischen Anzeichen fir pauci-immune rapid-progressive
Glomerulonephritis ein ANCA-Test besonders niitzlich ist, um die Diagnose zu bestatigen, wahrend ein
ANCA-Test bei Patienten mit schwachen klinischen Anzeichen besonders nutzlich ist, um die Diagnose
auszuschlief3en.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

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

Immco™
o« Positiv Negativ Gesamt
& Positiv 49 0 49
é 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 (MPO)
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.
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