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I m m Co gy'sl'_lrglﬁUTROPHlL CYTOPLASMIC ANTIBODY (ANCA) TEST

A Trinity Biotech Company
[IvVD] for In Vitro Diagnostic Use

PRODUCT INSERT

[REF] 1116 ANCA Kit (ethanol) 24 Determinations

[REF] 1140 ANCA Kit (ethanol) 48 Determinations

[REF] 1140-2 ANCA Kit (ethanol) 96 Determinations

[REF] 1140-240 ANCA Kit (ethanol) 240 determinations
[REF] 1141 ANCA Kit (formalin) 48 determinations

[REF] 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 (PANCA).
3. Common antibodies against nuclear antigens (ANA).

The significance of these two types of ANCA differs™2. cANCA are found primarily in patients with Wegener's granulomatosis and
microscopic polyarteritis, whereas pANCA occurs in various vasculitic disorders, ulcerative colitis (UC) and primary sclerosing
cholangitis (PSC). Eighty percent of patients in whom pANCA are found have histologic evidence of vasculitis, UC or PSC. ANCA
occur in more than 90% of patients with active generalized Wegener's granulomatosis and in 67% of patients with active limited
disease. The incidence of ANCA varies in patients with clinical remission. Patients with active Wegener's granulomatosis may
occasionally be ANCA negative.

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

PRINCIPLES OF PROCEDURE

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

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] 1116 ANCA Kit (ethanol) 24 Determinations
[REF] 1140 ANCA Kit (ethanol) 48 Determinations
[REF]  1140-2 ANCA Kit (ethanol) 96 Determinations
[REF]  1140-240 ANCA Kit (ethanol) 240 Determinations

[REF] 1141 ANCA Kit (formalin) 48 Determinations

[REF] 1142 ANCA Kit (ethanol+formalin) 48 Determinations

4 x [SORB|SLD|6] 6-well Human Neutrophil Substrate Slides [ethanol fixed] (irer1 1116), 8 slides ([rer]
1140), 16 slides ([rer] 1140-2)

20 x [SORB|SLD|12] 12-well Human Neutrophil Substrate Slides [ethanol fixed] ((rer] 1140-240)
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8 x [SORB|SLD| 6] 6-well Human Neutrophil Substrate Slides [formalin fixed], (rerj1141)

8 x [SORB|SLD|6+6] 12-well Human Neutrophil Substrate Slides [6 ethanol/6 formalin] (irerj1142)

1x0.5ml [CONTROL|+|ANCA] cANCA Positive Control, contains human serum (rer) 1140, 1142, 1116, 1140-2,
1140-240, 1141)

1x0.5ml [CONTROL|+|pANCA] pANCA Positive Control, contains human serum (rerj 1141, 1142)

1x0.5ml [CONTROL|-] Negative Control, contains human serum ([rer; 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2,
1140-240)

1x5.0ml [1lgG-CONJ|FITC| EB] Anti-human IgG FITC Conjugate with Evan's Blue. Protect from light (irer1 1116,
1140, 1141, 1142) 2 vials ([rer1 1140-2), 3 vials ((rer1 1140-240)

1 x 60 ml [BUF] Buffered Diluent, contains BSA (1116, 1140-2, 1140, 1141, 1142) 2 vials
(1140-240)

2 vials [BUF|WASH] Phosphate Buffered Saline (PBS), Dissolve each vial to 1 liter.
(rer1 1116, 1140-2, 1140, 1141, 1142) 3 vials ((rer] 1140-240)

1x5.0ml [MOUNTING|MEDIUM] Mounting Medium. Do not freeze (irer1 1116, 1140, 1141, 1142) 2 vials (irer) 1140-2)
3 vials ((rer1 1140-240)

1x12 [COVER|sLD] Coverslips (irer1 1116, 1140, 1141, 1142) 2x12 ((rer] 1140-2)

3x12 (jrer 1140-240)

Optional materials available from Immco [REF]

6 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed) 2162

6 well Human Neutrophil Substrate Slide (formalin fixed) 2186

6 + 6 well Ethanol+Formalin Human Neutrophil

Substrate Slide (ethanol & formalin fixed) 2189

12 well Human Neutrophil Substrate Slide (ethanol fixed) 2162-12
1 x 0.5 ml cANCA Positive Control, contains human serum with BSA 2252

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

1 x 5.0 ml Anti-human IgG FITC Conjugate, contains BSA. 2100X
1 x 1.0 ml Evan's Blue Counterstain 2510*

Symbols used on labels:

[LOT] Lot number

[REF]  Catalog number

[IVD] In vitro diagnostic use
Use by
Storage temperature
Consult instructions for use
Number of tests
Manufacturer

Date of Manufacture

&rZv —~o

*Danger. May cause cancer. Obtain special instructions before use. Do not handle until all safety precautions have been
read and understood. IF exposed or concerned: Get medical advice/attention. Wear protective gloves, protective
clothing, eye protection, face protection. Store locked up. Dispose of contents/container to comply with local, state and
federal regulations.

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
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o Distilled or deionized water 1 liter container

¢ 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.
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 Buffered 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.

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 pl 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.
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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 Buffered 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
En = =
Transfer 0.2ml 0.2ml 0.2ml
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 (pPANCA). Other
detectable antibodies include antinuclear antibodies (ANA), which sometimes may mimic pANCA reactions. ANCA patterns on
ethanol and formalin fixed slides are presented at the end of the document.

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

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

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

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

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

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

The positive ANCA results obtained by immunofluorescence should be confirmed by ELISA. ANCA of certain antigen specificities
are more indicative of a specific vasculitic disorder. Also, ANCA have been associated with immunological disturbances other than
vasculitis disorders such as ulcerative colitis™ 8.

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,

4
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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%

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 ¢ 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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. I m m CO ZYZTHMA ANAAYZHZ ANTIZOMATQN KATA TOY
KYTTAPOIMAAZMATOZ TQN OYAETEPO®IAQN (ANCA)

A Trinity Biotech Company
[IVD] lMNa in vitro diayvwaoTIKA Xpron

ENGETO NPOIONTOX

[REF] 1116 Kit ANCA (a16avéAn) 24 lMpoaodiopiopoi

[REF] 1140 Kit ANCA (ai6avéAn) 48 Mpoodiopiouoi

[REF]  1140-2 Kir ANCA (aiBavéAn) 96 lMpoodiopiopoi

[REF]  17140-240 Kit ANCA (a16avéAn) 250 lMpoaodiopiouoi

[REF] 1141 Kir ANCA (popuoAn) 48 Mpoodiopiouoi

[REF] 1142 Kit ANCA (ai6avéAn + gopudAn) 48 Mpoadiopiopoi

AvdAuon avTICWHATWY EUUECOU avooo@BOoPICUOU YIO TNV QVIXVEUTT KAl TOV NMI-TTOCOTIKO TTPOCOIOPITHO TWV AVTICWHATWY KATd TOU
KUTTAPOTTAdopaTOG Twv oudeTepd@IAwv (ANCA) oe opd avBpwtiou. Ta ANCA ep@avifovial oTov 0pd OOBEVWV MPE VEKPWTIKA
ayyelmda Kai emopévwg, utroBonBolv oe cuvduaoud Pe Ta KAIVIKG kol GAAa epyaoTnpiakd euprjuyata oTn SIdyvwaon auTwv Twv
OIOTaPAXWV.

MNEPIAHWH KAI ENEZHIMHZH

Ta ANCA epogavifovtar oe aoBeveig pe KokkiwpaTwon Wegener, pIKpoOKOTTIKA TTOAUApPTNPITION, ME VEKPWTIKN 1 TAXEWG
££eNICOONEVN OTTEIPAUATOVEPQITIOA, HE AAAEG AYVYEITIBEG KAl AEYHOVWSEIG VOOOUG TOU £VTEPOU (KUPIWG pE eAKWSN KoAimda) ', H
XPWon €PUECOU avoooPBOPICHOU TwV OUSETEPOPIAWY TTOU €XOUV HOVIUOTTOINGEI pE aIBavoAn evoEXETAl va EUQAVIoEl
S10pOopPETIKOUG TUTTOUG TTPOTUTTWYV XPpWong @Bopiopol. Ze autd cupTtrepiAauBavovTai:

1. AuTOQVTIOWMATO KATG TWV  KUTTOPOTTAGOMATIKWY — AVTIYOVWYV  TwV  OUdETEPOPIAWY  TTOoU  gugavifouv pla  didxuTn
KuTtTapoTTAacpaTiki Xpwaon (CANCA).

2. AuToavTIOWHATO KATA aVTIYOVWY TwV OUSETEPOPIAWY TTOU EPJPAVI(OUV £va TTPOTUTTO TIEPITTUPNVIKAG Xpwang (PANCA).
3. Koivd avtiowpata KaTa TTUpnVvIKwy avtiyovwy (ANA).

H onuacia autwv Twv d0o TUTTwv ANCA cival SiagopeTikr)'2. Ta cANCA gu@avifovtal Kupiwg ot a0Beveic Je KOKKIWUATWON
Wegener kai plkpookoTtrikA TToAuapTnpiTida, evw Ta pANCA epgavifovtal o€ SIGPOPESG AYYEIAKEG DIATAPAXEG, TNV EAKWAN KOAITIOA
(EK) kai atnv mpwtotradr okAnpuvTikr XoAayyelimda (MZX). Oydévra ToIg €kaTd Twv ACOEVWV OTOUG OTTOIOUG AVEUPIOKOVTQI
PANCA epgavitouv 10ToAoyIkéG evoeigelg ayyelimidag, EK ) MEZX. Ta ANCA epgavifovTtal o 1000016 Avw Tou 90% Twv aoBevwyv
pE evepyd YeVIKEUPEVN KOKKIWPATWoN Wegener kal aTo 67% Twv aoBevwdv e evepyd TTEPIOPIOPEVN VOOO. H ouxvoTnTa EP@aviong
ANCA og aobBeveig pe KAIVIKA Upeon TroikiAel. AoBeveig pe evepyd KokkiwpdTwaon Wegener eviéxeTal TTEPIOTATIOKA va BpeBolv
apvnTikoi yia avricwuata ANCA.

QoT600, 08 AUTEG TIG TIEPITITWOEIG, N eTavaAnyn TG e€éTaong Ba TTPETTEl va dWaoel BETIKEG avTIdPATEIg yia avTiowuata ANCA'. H
pEBOBOG plkpookATINONG éupecou avooo@Bopiopol Bewpeital wg n kaAutepn péBodog avixveuong avtiowpdrwv ANCA. H
MovigoTtroinon Tou avTlyévou oTo TToAupop@ottipnvo AcukokUtrapo (PMN) cuvhBwg trpayuartoTroleital o€ didAupa aibavoAng.
Katd tn povipotroinon pe didAupa aiBavoAng, éxouv avayvwploTei dUo TUTTOI TTPOTUTIWY avTidpdoewg xpwaong Twv ANCA: n
kutrapotrAagpaTikry (CANCA) kai n repimrupnviki (PANCA). O1 avridpdoeig pANCA ptropoulv va emiBeBaiwbolv ye TNV eTavaAnyn
TNG AVAAUCNG OE AVTIKEINEVOPOPOUG TTOU £XOUV HOVIUOTTOINGEI o€ OPUOAN, oTToTE o1 avTidpdoelg pANCA petatriirouv o€ CANCA,
evw ol avTidpaoeig ANA €iTe TTapap£vouv TTUPNVIKEG €TE YivOvTal apvnTIKEG PE T HOVIUOTTOINGON G€ GOPUOAN.

APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

21N pEBOBO £UPEcOU avooo@BopIoPOU TTOU XPNOIUOTIOIEITAI € AUTO TO KIT, Ol OPOi TwV aCBevWY eTTwAloVTal O BEATIOTOTIOINUEVA
TTAPACKEUAOUOTO OUBETEPOPIAWY aVOPWITTOU, TTPOKEIYEVOU va €TITEUXOEI d€OUEUON TWV AVTIOCWUATWY OTO UTTOOTPpwWHA. Ta
avTiowpaTa TTou dev degpedovTal aTropakpUvovTal JE EKTTAUGT TNG AVTIKEIMEVOPOpoU. Ta avTiowpata Tagng IgG Tmou éxouv
OeopeuBei  avixvelovtal PE TNV ETTWOOCN TOU UTTOOTPWUOTOG ME  OUCEUKTIKO avTiowPa KOTA  TnNG  avlpwtrivng
AOonuacpévopeplouopeokeivn. Or avTidpdaoeig TTapakoAouBouvTal pe plkpoakdTo @Bopicuol TTou d1aBETel Ta KATAAANAG QiATpa.
H tapoucia ANCA diatmoTwveral pe Tnv Trapouaia @Bopiguol éviovou TTPACIVOU XPWHATOG E€iTE TOU KUTTAPOTTAGOUOTOG, WE
S1GXUTN KOKKIWAN KuTTapoTrAaouartikr xpwon (CANCA), eite pe epimmupnvikr) xpwaon (PANCA). Z1n ouvéxeia, kaBopiletal o TiTAog
(To avTioTpo@o TNG UYPNAGTEPNG apaiwang Trou £dwaoe BETIKA avTidpaan) Ye avaAuan SIaSoXIKWY apalboswv™,

NMAHPO®OPIEZ MPOIONTOX

®UAAgN Kal TTPOETOINATIT

OAa T1a avmidpaoTipia @uAdocovral oToug 2-8°C. Ta avTidpaoTrpia gival €Toiya yia XpAon, agou @Tacouv ot Bepuokpaaia
dwpuarTiou.

YAIK& TTOU TrapéxovTal

[REF] 1116 Kit ANCA (aiBavoAn) 24 mipocdiopiopoi
[REF] 1140 Kit ANCA (cu6avoAn) 48 Tpoodiopiouoi
[REF]  1140-2 Kit ANCA (cu8avoAn) 96 Tpocdiopiouoi
[REF]  1140-240 Kit ANCA (aiBavoAn) 250 trpoadiopiopoi
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[REF] 1141 Kit ANCA (popuo6An) 48 Trpoadiopiouoi
[REF] 1142 Kit ANCA (aiBavoAn + @opudAn) 48 Trpoadiopiouoi
4 x [SORB|SLD| 6] AVTIKEIUEVOPOPOI UTTOCTPWHATOG OUSETEPOPIAWY avOPWTTOU PE 6 AVTIKEINEVOPOPOUG
[HoviyoTroinuéveg pe aiBavoAn] (irer) 1116) 8 slides ((rer 1140) 16 slides (rer) 1140-2)
20 x [SORB|SLD|12] AVTIKEINEVOPOPOI UTTOOTPWHATOG OUSETEPOPIAWY AVOPWTTOU HE 12 AVTIKEIUEVOPOPOUG
[HovipoTToINuéveg pe @opudAn] (irer 1140-240)
8 x [SORB|SLD|6] AVTIKEIUEVOPOPOI UTTOGTPWHATOG OUSETEPOPIAWY avOPWTTOU PE 6 aVTIKEINEVOPOPOUG
[HoviyoTroinuéveg pe @opUOAN] ((rer1 1141)
8 x [SORB|SLD|6+6] AVTIKEIUEVOPAPOI UTTOGTPWHATOG OUSETEPOPIAWY aVOPWTTOU PE 12 VTIKEINEVOPOPOUG
[6 pe aiBavoAn/6 pe @opuoAn] (irer 1142)
1x0,5ml [CONTROL|+|ANCA] AidAupa BeTikoU eAéyxou cANCA TTou Trepiéxel opd avBpwTrou pe BSA ((rer) 1140,
1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1141)
1x0,5ml [CONTROL|+|pANCA] AidAupa BeTikoU eAéyxou pANCA TTou TTEPIEXEI 0pd avBpWTTOU pe BSA ([rer) 1141,
1142)
1x0,5ml [CONTROL|-] AidAupa apvnTikoU eAEyxou TTou TTepIEXEl 0pd avBpwTTou pe BSA (irer1 1140, 1141,
1142, 1116, 1140-2, 1140-240)
1x5,0ml [1lgG-CONJ|FITC| EB] YueukTik6 avtiowpa FITC kartd TG avBpwivng IgG pe xpwoTik Evans Blue. Na
TIpooTaTteveTal amd 10 QwG. (ReFl1 1140, 1141, 1142, 1116) 2 vials (rer1 1140-2), 3 vials
(trer) 1140-240)
1x60ml [BUF] PuBpioTiké di6Aupa  BSA ((rer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials ([rer)
1140-240)
2 @loAidia [BUF|WASH] PuBpioTiké didAupa puwoopikwy (PBS). AloAUate kGO @iaAidio éwg dyko 1 Aitpou.
(irer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2) 3 vials (rer1 1140-240)
1x5,0ml [MOUNTING|MEDIUM] Méoo emkdAuywng. Na pnv katayulxetai (rer) 1140, 1141, 1142, 1116) 2 vials ([rer]
1140-2) 3 vials ([rer] 1140-240)
1x12 [COVER|SLD] KahutrTpideg (rer) 1140, 1141,1142, 1116), 2x12 (rer] 1140-2) 3x12 ((rer] 1140-240)
MpoaipeTikd UAIKG TTOU BiaTtiBevTal atréd Tnv Immco [REF]
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY AVOPWTTOU PE 6 KUWEAIDEG
(MovigoTToiNuévn Ye aiBavoAn) 2162
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY aVOPWTTOU PE B KUWEAIBEG
(MovipoTToINuéVn PE @OPHOAN) 2186
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY avOpwTTOU HE 6 + 6
KUWEAIBEG pE aiBavoAn Kal opuoAn (JovipoTroinuévn e alBavoAn Kai @opuoAn) 2189
AVTIKEINEVOPOPOG UTTOOTPWHATOG OUBETEPOPIAWY avBpwTTou hE 10 KUWEAIBEG
(MovigoTToiNuévn Ye aiBavoAn) 2162-12
1 x 0,5 ml AiGAupa BeTikoU eAéyxou cANCA TTou TTEpIEXEl 0pO avBpwTTou pe BSA 2252
1 x 0,5 ml AiGAupa BeTikoU eAéyxou pANCA TTou TTepI€Xel opd avBpwTTou e BSA 2240
1 x 5,0 ml ZuleukTiké avTticwpa FITC katd Tng avBpwivng IgG. 2100X
1 x 1,0 ml Emixpwon Evans Blue. 2510*
2UpBoAa TTou XpNOIMOTIOIOUVTOI OTIG ETIKETEG:
[LOT] Ap1Bu6g Mapridag
[REF] Ap1Bu6g KaTaAdyou
[IVD] AlayvwaoTIKn xprion in vitro

Xpron éwg

O¢epuokpaaia amobrikeuong

>upBouleuTeite TIG 0dNYieg XprRong

Ap1Bu6g dokipwv

KaTtaokeuaoTng

Huepounvia karaokeung

* Kivduvog. Mrropei va TrpokaAéael kapkivo. E@odiaoTeite e TIg €18IKEG 0dnyieg TTPIV aTTé Tn XPrAon. Mnv To XpnoIWOTTOINOETE

TpIv dlIaBACETE KOl KATAVOROETE TIG 00nyieg TTpo@UAagng. XE MEPIMNTQXH ékBeong f mlavaTnTag €KBong: ZupBouleubeite /
7
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Emioke@Beite yiotpd. Na @opdTte TTPOOTATEUTIKG YAVTIO/ TTPOCTATEUTIKA £vOUNATA/ HECQ ATOMIKAG TTPOCTACIAG VIO T PHATIO /
mpoéowTro. Puldooetal KAEIBwWPEVO. DPuAGooeTal KAEIBWHEVO. AIBBET TOU TTEPIEXOUEVOU/TTEPIEKTN OTO EYKEKPIPEVO  dIGBeaNg
atroBAATWY

AtraiToUpeva UAIKA TTOU Bev TrapéXovTal

o MikpookdTTIO @BOPICUOU

o MikpommiméTa ) miTéTa Pasteur

o OpoAoyIKEG TTITTETEG

e TpuPAio xpwong (1r.x. doxeio Coplin)

o Mikpoi SOKINAOTIKOI CWANVEG BIOOTAGEWY 13 X 75 mm Kal ¢opEag SOKIUAOTIKWY CWARVWY
o ATTeCTAYMEVO 1 ATTIOVIOPEVO VEPD

o [lepikTng evog AiTpou

o DiGAn ékTTAUONG

o ATTOpPO®NTIKA XapTIA

e OdAapog eTTwaong

MNPOEIAONOIHZEIZ KAI MIPO®YAAZEIZ

MNa in vitro dlayvwoTiki xprion. OAa Ta guoTaTIKG avBpwTTIvng TTPOoEAEUCNG TTOU XpnalpoTroloUvTal €xouv eAeyxBei yia Tnv
Trapouacia Tou avtiyovou HbsAg, Twv 1wv HCV, HIV-1 kai 2, kaBwg kai Tou 100 HTLV-I kail éxouv Bpebei apvnTiKG, CUPNPWVA PE TIG
egeTdoelg ou atraitei o Opyaviopog Tpogipwv kai Pappdkwv Twv H.M.A. (FDA). OAa Ta deiypata avBpwTrivou opol Kal Ta
TTPOIOVTa avOPWTTIVNG TTPoEAEUoNG Ba TTPETTEl VO AVTIMETWTTI(OVTal WG duvNTIKA £TTKivOuva, avedpTnTa atroé Tnv TPoéAEUOn TOUG.
AKOAOUBAOTE TIG 0PBEG £pYAOTNPIAKEG TIPAKTIKEG KOTA T QUAALN, TNV £yXUCT KAl TV ATTOPPIWN TWV UAIKWY QuTwv™,

MPOEIAOINOIHZH — To agidio Tou vatpiou (NaNs) evdéxetal va avridpdoel ue OwANVWoelg amd PHOAUBOO 1 XaAKO Kal va
OXNUOTIOEI IOXUPWG EKPNKTIKG agidia peTaAAwv. Katd Tnv améppiyn uypwv, eKTTAUVETE JE HEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU, £TOI WATE VO
atmmo@euxBei n cucowpeuon adidiwv. To agidio Tou vaTtpiou evdEXETal va gival TOEIKO OE TTEPITITWON KATATIOONG. Z€ TTEPITITWON
KOTATIOONG, QVOPEPETE APETWG TO TTEPIOTATIKO OTO BIEUBUVTH) TOU EPYAOTNPIOU 1} OTO KEVTPO EAEyXOU BNANTNPIACEWV.

MNa tn dilao@aNion éykupwv atroteAeopdTwy, akoAouBnaTe Tig odnyieg akpiBwg OTTwG eugavifovial g€ autd To £vBeto. Mnv
€EVOAMAOOETE T CUOTATIKA TOU KIT YE OUOTATIKA GAANG TTpoéAeucng TTou Oev €xouv Tov idIo aplBud katahdyou Tng Immco
Diagnostics Inc. Mnv To xpnaoiyoTtroigite HETA TNV TTAPEAEUCT TNG NUEPOMNVIaG ARENG.

ZYAAOI'H KAI MPOETOIMAZIA AEIFMATOZ

Oa TIpéTTel va xpnolgotrololvtal govo deiypata opoU yia auth Tn diadikacia. Agiypara TTou €xouv uttooTei peydAou Babuou
aigoAuon, AITTaIpIka f deiypata poAucpéva pe pIkpoRia evOEXETAI va ETTNPEACOUV TV aTT0dO0N AUTHG TNG avaAuong kai dev Ba
Tpétrel va xpnolgotrolouvTal. PuAdsTe Ta deiypata oe Beppokpacia 2-8°C, eTmi Ox1 TTePIcTOTEPO aTTO pia Bdopdada. MNa @UAagn
peyaAuTepng SidpKeIag, 0 opdg Ba TTpéTTel va KaTawuxBei oToug -20°C. Na atro@elyeTal n emavelAnuuévn Katawuén Kal atmoyuén
TWV OEIYUATWV.

AIAAIKAZIA
MéBodog avaAuong

A. AvaAuon Sialoyng

1. ApaiaTe Tov opd kGBe aabevoug oe avahoyia 1:20 pe 1o PuBpioTiké didAupa TTou Trapéxetarl (50 pl opou + 1,0 ml SiGAupa
apaiwang). Mnv apaiwvere Ta SiaAUpara BeTikoU i apvnTikoU eAéyxou. PuldgTe Toug adidAuToug opoUg yia va KaBopioETe TOug
TiTAOUG aVTIOWHATWY, €AV oI avaAlaoeig diahoyng BpeBolv BETIKEG.

2. A@noTE TIG BAKEG TTOU TTEPIEXOUV TIG OVTIKEINEVOPOPOUG TOU UTTOOTPWHATOG €1 10-15 AeTrTd, TTpOKEINévoU va @TACOUV O€
Bepuokpacia dwuatiou. AQaIPECTE TIPOCEKTIKA TIG AVTIKEINEVOPOPOUG XWPIG Va ayYIEETE TO UTTOOTPWHA.

3. ZnUAveTE TIG QVTIKEINEVOPOPOUG Kal TOTTOBETAOTE TIG O £va BAAAUO ETTWOONG TTOU €XETE KAAUWEI PE OTTOPPOPNTIKS XapTi
OlaBPeEYUEVO E VEPO YIO VA ATTOTPEWETE TUXOV aTTOgRPavaor.

4. AvooTpéWTe TO OTAYOVOUETPO Kal TTIECTE TO eAa@Pd yia va TTpocBéceTe 1 oTayova (trepitrou 50 pl) Tou diaAUpaTog apvnTikoU
eAéyxou oTnv KuweAida utr' apiBud 1. Me Tov idio TpdTTO, TTpocBEaTe 1 oTaydva dioAlpartog BeTikoU eAéyxou ANA otnv
KUWEAIda UTT' apIBuo 2. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTANPWON TWV KUWEAIOWV.

5. Xpnoipotoiwvtag pla plkpommméra i mméTa Pasteur, TpooBéoTte 1 oTayova a1t Tov apalwpévo 0pd Tou acBevoulg (TTepiTTou
50 pl) oTig utTéAoITTEG KUWEAIDEG. ATTOQUYETE TNV UTTEPTTANPWGTN TWV KUWEAIOWV.

6. TomroBeTAOTE TO KATIAKI OTO BAAAUO ETTWACNG KaIl ETTWACTE TIG AVTIKEINEVOPOPOUG £TTi 30 AeTITd 0€ Beppokpacia dwpariou.

7. AQaipéoTe Hia avTIKEINEVOPOPO aTTO To BAAapo emwacong. KpathoTe TV avTIKEIUEVOPOPO aTTd TO AKPO TTOU PEPEI T OTOIXEID
Kal eKTTAUvETE pe TrepitTou 10 ml PBS xpnoigotroiwvTag pla TmeTa f eKTTAUVETE TNV QVTIKEINEVOPOPO OE KUTTEAAO TTOU TTEPIEXEI
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PBS. Mn xpnoiyotroigite @IGAN €KTTAUCNG. METAQEPETE TNV OVTIKEINEVOPOPO apéows oTo doyeio Coplin Kal ekTTAUveTE €11 10
Aetrtd. ETravaAaBete Tn Siadikaoia pe OAEG TIG UTTOAOITTEG AVTIKEINEVOPOPOUG.

8. Aq@aipéoTe TIG QVTIKEINEVOPOPOUG aTrd To doxeio Coplin. ZTUTTWOTE TNV AKPN TNG AVTIKEINEVOPOPOU UE ATTOPPOPNTIKO XAPTi yia
va a@aipécete TNV Trepiooeia PBS. ToTroBeTrioTE TNV AVTIKEIMEVOPOPO Ot BAAapo emwaocong. AvooTpEWTe QUEOWS TO
OTOYOVOUETPO TOU OUZEUKTIKOU QVTICWHATOG KAl TTECTE TO HOAOKA yia va TTpooBéoete 1 oTaydva (mrepitmou 50 pl) og kGBe
KuyeAida.

9. EmavaAdBete Ta fpata 7 Kai 8 yia KABE QVTIKEINEVOPOPO.
10. TotroBeTAOTE €K VEOU TO KATTAKI 0TO BAAapo emwaaong. EmwadaoTe emri 30 AeTrtd o€ Beppokpacia dwyartiou.

11. ApaipéoTe pia avTIKEIJEVOPOPO atTd To BAAaPo eTTwaong. KpatAoTe TNV avTIKEIJEVOPOPO ATTO TO AKPO TTOU QEPEI TA OTOIXEI
Kal epPaTTioTe TNV o€ éva KUTTEANO pe PBS yia va agaipéoete Tnv mepicoeia GuleUKTIKOU QVTIOWUOTOG. TOTTOBETACTE TIG
QAVTIKEINEVOPOPOUG O £va Bioko xpwong TTou TrepiExel PBS e1mi 10 Aetrtd. 2-3 otayoveg emixpwong Evans blue otnv TeAIkn
éktrAuan. EmavaAdBere yia Tig uméAoimreg avTikeiyevopopoug. THMEIQXH: Tuxdv akatdAAnAn €kmmAucon evOéxetal va
TTPOoKaAETEl augnuévo @Bopioud utTod6pou.

12. Aaip€aTe pia avTIKEINEVOPOPO aTTd TO BIOKO XPWONG. ZTUTTWOTE TNV AKPN TNG OVTIKEIUEVOPOPOU PE ATTOPPOPNTIKO XaApTi yia
va agaipéoeTe Tnv Trepiooeia PBS. MNa va amroTpéyeTe TUXOV atro§fpavon TnG AVvTIKEINEVOPOPOU, TTPOXWPNOTE AUECWS
OTO ETTOMEVO BAUA, EVOOW N AVTIKEIMEVOPOPOG Eival aKOun uypn.

13. E@appodote tnv KaAutTpida TTpooBETovIag 1 oTayova PECOU ETTIKAAUWNG OUOIOMOPPa €TTAVW OTNV KaAUTITpida Kai
TOTTOBETACTE TNV TTAVW OTNV AVTIKEINEVOPOPO. ATTOQUYETE TNV EQAPUOYN GOKOTING THECNG Kal OTTOTPEWTE TNV TTAEUPIKN TTiECT
TNG KOAUTITPIdAG.

14. EmravaAdBete Ta BrApata 12 kai 13 yia KEABE avTIKEINEVOPOPO.
15. E&erdoTe yia €101k6 @BopIouo pe pIkpookoTTio @Bopiopol o€ peyéBuvan 200x i peyaAuTepn.

O1 avTIKEIuEVOPOpOI PTTopouV va diaBacTolv POAIG TTposTolyaaTolv. QOoTo00, eEITIOG TNG TTAPOUCIiag TTapdyovTia TTPOCTACiag
@Bopiopol 010 PEoo KaBNAwaonNg, Oev eu@avifeTal CNUAVTIKN) ATTWAEIQ TNG £VTAONG TNG XPWOnNG, €Av N avayvwon KabuoTepAoel
€wg Kal 48 wpeg. O1 avTikelpevoPopol Ba TTPETTEl va QUAGTOOVTAI G€ OKOTEIVO XWpPo, o€ Beppokpaaia 2-8°C.

B. KaBopiou6g TeAIkoU onuegiou (TITAod6TnON)

‘Eva opdg Trou Ba BpeBei BeTikdg aTnv avaAuon diahoyng utropei va avaAuBei Tepaimépw, akoAouBwvTtag Ta Bripata 5 éwg 13 yia va
kaBopiaTei o TiTAog Tou. KaBe oeipd avaAuong Ba Trpétrel va TrepiAapfBavel Ta diaAUpara BeTikoU Kal apvnTIKoU eAéyyou. ExTeAéoTe
O1ad0x1KEG DITTAEG ApAIWOEIG EEKIVWVTAG aTTd Tnv avaAoyia 1:20. O TiTAog €ival To avTioTpoPo TNG uWnASGTEPNG apaiwong TTou
£€dwaoe BeTIKA avTidpaon.

MpoeTolpacia TwV SI080XIKWYV APAIWOEWV

Ap1By AoTe Tégoepa cwAnvapia amé 1o 1 £éwg 10 4. MpoobéaTe 1,0 ml diaAlpaTog apaiwang delypdTwy ato cwAnvapio 1 kai 0,2 ml
ata owAnvapia 2 ¢wg 4. Metagépete pe mmméTa 0,05 ml pun apaiwpévou opol oTo cwAnvapio 1 kal avayigte empeAws. MeTagépTe
0,2 ml a6 10 oWANVApPIO 1 0TO CWANVAPIO 2 Kal AvapigTE ETTINEAWG. ZuvexioTe TN petagopd 0,2 ml a1ré 10 éva cwAnvdapio aTo
ETTOPUEVO PETA ATTO AVAMIEN, TTPOKEIEVOU VA ETTITUXETE TIG APAIWOEIG TTOU OTTEIKOVI(OVTAI OTOV TTOPAKATW TTiVAKA:

ZwAnvdpio 1 2 3 4
Opog 0,05 ml

+
ApaiwTIKO 1,0 ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml
pubuIOTIKO

=2 = =

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

EAErXOZ NOIOTHTAZX

KdaBe oeipd avaAluong Ba mpétel va TrepiAapfavel Toogo 1o SiGAupa BeTikoU 6o Kail To didAupa apvnTikoU eAéyyou. To didAupa
apvNTIKOU €AEyXOU Ba TTPETTEI va PNV TTAPOUCIAgel EI0IKO @BOPICUO TOU OUBETEPOPIAOU, EVW TO BIGAUMA BETIKOU eAéyxou Ba TTPETTEI
va TTapouaiadel €viaon @BopiopoU TOoU KUTTAPOTTAAONATOG TOU OUBETEPOPIAOU 2+ A PeyoAUTEPn pe diGAupa BeTIkoU eAéyyou
cANCA ka1 Trepimrupnvikn pe didAupa BeTikod eAéyxou pANCA o€ avTIKEINEVOPOPOUG TTOU £XOUV HOVIJOTTOINBEi Je aiBavoAn. e
QAVTIKEINEVOPOPOUG TTOU €XOUV HOVIPOTTOINOEI hE QOPHOAN, 0 @BopIouog Tou SlaAupaTog BeTikoU eAéyxou cANCA TTapapével
KUTTAPOTTAQOMOTIKOG, evw N avTidpacn pANCA Ba yivel KUTTOPOTTAQCUATIKT).

Edv dev AdBete Ta avapevopeva amoteAéopata, Ba TpéTel va emavaAdBete Tnv avdAuon. Edv ouveyifouv va epgaviovral
QAVETTAPKN aTToTEAEoPATA PE TO SIOAUpATA EAEYXOU, QUTA EVOEXETAI VO OPEIAOVTAI OE:

o QoAepdTnTa. ATTOPPIYTE TO KOI XPNOIUOTTOINOTE éva GAAO SIGAUNA EAEyXOU.

o [lpoBAAuaTa pe TO OTITIKO 0UCTNUA TOU PIKPOOKOTTiOU PBOPICHOU. Ze QUTA EVOEXETAI VA CUMTTEPIAQUBAVOVTAL: OKOTAAANAN
euBuypappian, Tapéheuan TG weéAINNg didpkeiag {wig TNG Auxviag, KATT.

o ATO¢Apavon TNG AVTIKEIMEVOPOPOU KaTd Tn didpkela TnG d1adikaaiag.
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EPMHNEIA TQN ANOTEAEZMATQN

Ta amotreAéopara Twy avoAloswyv yia ANCA Ba TTpéTTel va ava@épovTal wg apvnTika (<20), BeTikd (ueyaAUTepa 1 ioca e 160) ) katd
TpoTiunon, OeTikd pe TiITAO kai TIPATUTTO. E&eTdaTe yia €1dIk diGXuTn KOKKIWAN KuTtapotrAacuarikr) xpwon (cANCA) 1 yia
mepImupnvikr) xpwon (PANCA). Zta utréAoITTa avTiowhaTa TTou PTTopouv va avixveuBolv TrepIAauavovTtal Ta avTITTupnvika
avTiowpara (ANA), Ta oTroia pePIKEG QopPEG plpouvTal TiG avTidpdoelg pPANCA. Ta mrpdéTtutia Twv ANCA 10U €X0UV PovipoTroindei o€
QAVTIKEINEVOPOPOUG PE aiBavoAn Kal opuoAn TTapouaiadovTal oTo TEAOG auTou Tou eVTUTTOU.

MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

€ OPIOPEVEG TTEPITITWOEIG, opoi BeTIKOi yia ANCA evdéxeTal va gu@avioTolv TTOAU acBeveig A apvnTIKoi oTnv apxIKr apaiwaon
SiaAoyng (eaivépevo TTpodwvng).

€ TETOIEG QUQIBOAEG TTEPITITWOEIG, O Opoi Ba TTPETTEl va €GeTAdOVTAI OE UWNAOTEPEG APAIWOEIG, Kal £av BpeBolv BeTiKoi, va
kaBopidovTal ol TITAOI TWV AVTICWHATWVY.

>€ OPIOPEVEG TIEPITITWOEIG, N TTapoudia U0 I TTEPITCOTEPWY AVTICWHATWY OE évav opo, Ta OTToia avTIdPOUV JE TO iBIo UTTOCTPWHA,
EVOEXETAI VO ETTNPEACEl TNV QViXVEUCH TOoug PE avooo@Bopiopd. AuTA n €Tmidpacn evOEXETAI va TIPOKAAECE! €iTe aduvapia
avixveuong ANCA eite peiwon Tou TiTAou, €dv TO avTiowpa TTou TMBPA £Xel ueyaAuTepo TiTAo atrd To ANCA. H 1o ouvnBiopévn
aitia Tou gaivopévou TTapepPoArg oe avaAuoeig ANCA eival n guvimrapén ANA.

2€ oplopévoug aoBeveig pe KokkiwpaTwaon Wegener, o1 avaAloeig ANCA evdEXeTal va gival apvnTIKEG. Z€ QUTEG TIG TTEPITITWOEIG, N
eTavaAnyn Tng e&€taong evoéxetal va dwaoel BeTika atroTeAéopara. O aoBeveig pe Kokkiwpatwon Wegener uttd aywyn €ivai
pévipa apvnrikoi yia ANCA. Or avtidpdaoeig ANA evOéxeTal OpIoHEVEG POPEG va eKANPBoUV eopalpéva wg xpwon ANCA R
va plpouvtal Tn xpwon ANCA. TNa va emBeRaiwBei n avridpacTikdTnTa TNG pPANCA, 01 0poi TTou gpgavifouv avtidpaoeig pANCA Ba
Tpémrel va emraveSeTdlovTal €iTE OE QVTIKEINEVOPOPOUG TTOU £XOUV povIJoTToINGei pe @opuoAn eite yia avriowpatra ANA o€
QVTIKEINEVOPOPOUG pe KUTTapa HEp-2. Ta deiypara pANCA 1Tou €xouv povipoTtroindei e @oppoAn og utréoTpwua ANCA Ba TrpéTel
va gpgavioouv avtidpacTikoTnTa CANCA, evw ol avTidpdoelg yia Ta ANA Ba TTpETTEl va gival €iTe apvnTIKEG EiTE va TTapayEivouv
TUPNVIKEG. TA QVTICWHOTA KATA TNG KUTOKEPATIVIG EVBEXETAI VA BNUIOUPYIOOUV WeudWG BeTIKA avTidpaon yia cANCA?™S.

€ QUTEG TIG TIEPITITWOEIG, Ol avaAUCEIG Euuecou avoago@Bopiopou oe KUTTapa HEp-2 evdéxetal va cupBaAouv aTtn SIGkpion Tng
«weudo-ANCA» arré Tnv aAnBn avtidpaon cANCA.

O1 TiTAOI TWV AvTICWUATWY O OXETICOVTAI aTTAPaAiTNTA YE TN dpacTNEIGTNTA TNG vooou. Ta amoteAéopata Tng avaAuong ANCA Ba
TpéTrel va agiloAoyolvTal UTTO TO TIPIoHA TwV KAIVIKWV gupnudatwy, KaBwg n mapoucia A n amouaia ANCA evdéxeTal va pn
oxeTiCeTal dueoa pe pla diatapayr TUTTOU ayyeliTIdag.

Ta BeTikd amoteAéopara ANCA 1mou AauBdavovtal pe avooo@Bopiopd Ba tpémel va empBeBaiwvovtal pe ELISA. Ta avricwpata
ANCA pe OUYKEKPIPEVEG QVTIYOVIKEG EIBIKOTNTEG €ival TTEPITOOTEPO eVOEIKTIKG plag ouykekpipévng diatapayng TUTToU ayyeliTidag.
ETriong, Ta ANCA £X0UV OXETIOTEI JE AVOOOAOYIKEC BIOTOPAXEG TIEPAV TNG AYYEITIDAS, OTTWG N EAKWBNG KOAITISa" S,

ANAMENOMENEZX TIMEX
E¢nvra 1écoepa (64) puaioloyikd deiypara avaAibnkav yia ANCA. OAa ta deiypata Atav apvnTika yia ANCA oe apaiwon 1:20.

Mia Betikp ANCA, umd TiIGg Kat@AnAeg KAIVIKEG Ouvlnkeg, eival xpAoiun yia Tn SiIdyvwaon CUCTNHOTIKWV QYYEITIOWY Kal
QAEYHOVWBWY vOowv Tou evtépou’ . H xpwaon cANCA spgaviletal ouxvoTtepa oTnv KoKKIwpdrwon Wegener kai n xpwon pANCA
aTn PIKPOOKOTTIKA TToAUayyeliTIda, TNV TaXEwG £EEANICOOUEVN OTTEIPAPATOVEPPITION XWPIG OVOCOCUUTTAEyUATa KAl OTNV €AKWAN
KONImda’ . Ze dMeg ayyeiindeg (ofwdng moAuaptnpindag, véoog takayasu, yiyaviokuttapikf aptnpinda, véoog Behcet) Ta
avtiowpata ANCA eival omrd@via i atrouciddouv. H cuxvornta epgdviong ANCA otnv Kokkiwpdtwon Wegener Kal OTIG UTTOAOITTEG
ayyelmoeg, 6TTwg ouvayetal ammé Tn PiBAloypagia, ocuvowileTal aTov Tivaka 1, aTo TéAog Tou eviUTou. XTnNV Eupwiraikr) peAETn
ouvepyaoiag yia 1o oxédio Tutromoinong Twv ANCA, ol Hagan et. al.’® agioAoynoav Tn xpnopomnra tng avaiuong £uPecou
avoooPBopIoPoU OXeTIKA pe Tn Oldyvwon 1810TTaBwyY CUCTNUATIKWY ayyeimidwy. e autr Tn PEAETN, n mapoucia ANCA
epPavioTnke oTo 85% Twv agBevwv pe KokkiwpdTwaon Wegener, ek Twv oTToiwv, To 64% fTav BeTikoi yia cANCA kai 10 21% yia
pANCA. H xpwaon pANCA ntav guxvétepn amd tn cANCA otn plkpookotrikf TToAuayyelimida (58% évavt 23%), pe euaiobnaia
81% yia T pIkpooKoTTIKA TToAuayyelimida Kal 82% yia Tnv 1510TTabr Taxéwg eEEANICCOUEVN TTPOOBEUTIKI) OTTEIPANATOVEPPITIOA.

2T10UG MAPTUPEG TNG VOOOU Kal aToug uyieig papTupeg, Ta ANCA nAtav Tmapdévra ato 19% kal aTo 6% avTioToixa, TIpoa@épovTag
OUVETTWG EIBIKOTNTA 76% YIa TOUG HAPTUPES TNG vOoou Kal 94% yia Ta uyir atopa. (Mivakag 2, oto TEAOG TOU EVTUTTOU).

QoT1600, N BeTIKA TTPOYVWOTIKN agia Twv avaAloewv ANCA gival kKaAUTEPN Kal TTI0 ONUAVTIKA, £av aglohoynBei o€ cuvduaouod pe Ta
KAIVIKG onueia kal oupTrTwpara. e éva kipio apbpo, o Jennette Wilmant kai Falk' avépepav BeTikr| TrpoyvwaorTikr] afia 92% oe
évav aoBevn pe kpeaTivivip opol >3 mg/dl. Mapopoiwg, o€ aoBeveig Twv OToIWV N ApPXIKA BETIKA TTPOYVWATIKN agia ATav xaunAr,
éva BeTikd amotéAeopa ANCA augdavel Tnv mBOavotnTa vOoou o€ ETTIEDO TETOIO TTOU €VOEXETAI VO OIKQAIOAOYEI TTEPAITEPW
agloAdynon. O1 cuyypageig kataAfyouv o1 n avaAuon ANCA oe aoBeveig pe 1I0XUPEG KAIVIKEG eVOEIEIS TaxEwg egeANioaduevng
OTTEIPAPATOVEPPITIONG XWPIG AVOOOTUUTIAEYpaTa gival TTOAU Xproiun yia Tnv amédeign tng didyvwong, evw n avaAuon ANCA oe
aoBeveig pe aoBeveig KAIVIKEG eVOEIEEIG €ival TTIO XPAOIUN Yia TOV ATTOKAEIOPS TNG SIdyvwong.

EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

H avaAuon avTiowpdTwy Katd Tou KUTTAPOTTAGoUaTOG Twv oudeTepO@IAwv (ANCA) ouykpibnke pe pla GAAn avaAuon éupecou
avooo@Bopiopou ANCA. H ouUykpion ouptrepiéAaBe ouvoAika 129 deiyyata opold Tou eAA@Bnoav amd €va diayvwoTIko
EPYAOTAPIO ava@opdg, €IBIKEUPEVO OTNV AViXVEUON auTOGvoowv Tradnaswv. Autd Ta deiypgata avaAluBnkav cUp@wva PE TIG
S1adIKACIEG TTOU TTPOTEIVOVTAI ATTO TOV KATAOKEUAOTH. Ta aTTOTEAECATA EiXaV WG EEAG:
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Immco™
O¢eTIKA ApvnTikin Z0voAo
= O¢€TIKA 49 0 49
= ApvnTiKi 7 73 80
< Zuvoho 56 73 129

2XETIKA €18IKOTNTA: 91%
2xeTIKA €101IKéTNTA: 100%
2XETIKN ouppwvia: 95%

E@T1d augiBoAa deiypata mou eAéyxBnkav Pe TV TTApaTTavw PEBODO €uUETOU avooo@Bopiopou avaAubnkav pe Tn yébodo ELISA
Yl QvTICWHATA KATd Twv avTiyovwy pueholtrepoéeidaonsg (MPO) i mpwreivaong 3 (PR3), Twv 800 onuavTIKOTEPWY avTiyOvwv
1ToU oXeTiCovTtal pe Ta avriowpata ANCA. AT Ta e@Td BeTikd deiypata pe Tn uEBodo ELISA kai apvnTikd pe 1o dAAO KIT avaAuong,
OAa ekTOG aTTO éva Bpédnkav BeTIKA pe TN HEBodO ELISA, utrodeikviovTag OUVETTWG, TTwG Ta deiypaTta auTtd ATav aAnBwg BeTIKA.

AlaoTaupoUpevn avtidpaon:

Ta avrirrupnvika avtiowuata (ANA) evdéxetal va eugavioouv BeTikég avTidpdoelg ata oudeTepd@iAa. MNa va TpoadiopioTei n
dlaoTaupoupevn avridpaon Twv ANA ota oudeTepd@iAa, n otroia PTTopei va ekAngBei eopalpéva wg avtidpaon ANCA,
e€eTaoTNKAv OUVOAIKG 25 deiypata BeTikd yia avTiowpata ANA pe S1IAQOPES aVTIYOVIKEG EIBIKOTNTEG OE AVTIKEIMEVOPOPOUG HE
a18avoAn, eopudAn kai COMVI. OAol oi BeTikoi yia ANA opoi, ekTOG aTTd auToUg PE avTIyoVvIKEG €10IKOTNTEG SS-A (Ro) kai SS-B (La),
EPPAvIoaV TTUPNVIKEG avTidpdoelg. Autég ol avmidpdoelg ANA eiTe TTapapévouv TIUPNVIKEG E€iTE  yivovTal apvnTIKEG OF
QAVTIKEINEVOPOPOUG TTOU HOVIMOTTOIOUVTaI PE GOPHOAN.

EttavaAngipornra

Algvepynbnkav PeAETEG yia va KaTadeixOei n TTOIKIAOTNTA evTOG O€IPAG Kal HETagu oeipwyv. AvaAubnkav TEooEPIG 0poi BETIKOI yIa
ANCA (duo yia ¢ kai 8Uo yia p ANCA) kai évag opog apvnTikdg yia ANCA pe apyikr) apaiwaon 1:20 péxpl 1o TeEAIKO onpeio. O KGBe
0pbG avahubnke o€ 3 dIAPOPETIKEG TTAPTIOEG, OE AVTIKEIUEVOPOPO WE alBavoAn, opuoAn kai COMVI yia Téooepig nUEPES yia va
TTPOCdIOPIOTEI N ETAVAANWIPOTNTA AVOTTIAPAYWYIPOTNTA €VTOG OEIpAG Kol PETAEU otipwyv. Ta apvnTik@ deiyyata Trapéusivav
apvnTikd kai Ta BeTIKd defypaTa £€dwWaav TOV AvaUEVOUEVO TITAO.
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® Y ENSAYO PARA DETECCION DE ANTICUERPOS
I m m CO ANTI-CITOPLASMA DE NEUTROFILO (ANCA)

A Trinity Biotech Company
[IVD] Para uso diagnéstico in vitro

PROSPECTO

[REF] 1116 ANCA Kit (etanol) 24 anélisis

[REF] 1140 ANCA Kit (etanol) 48 anélisis

[REF]  17140-2 ANCA Kit (etanol) 96 anélisis

[REF]  17140- 240 ANCA Kit (etanol) 240 analisis
[REF] 1141 ANCA Kit (formalina) 48 andlisis

[REF] 1142 ANCA Kit (etanol+formalina) 48 analisis

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

RESUMEN Y EXPLICACION

Los anticuerpos ANCA se presentan en pacientes con granulomatosis de Wegener, poliarteritls microscépica, glomerulonefritis
necrotlzante o prolilterativa, otras vasculitis y patologias inflamatorias del intestino (sobre todo colitis ulcerosa)'''. 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 importancia'™. Los cANCA se presentan sobre todo en pacientes con granulomatosis de
Wegener y poliarteritis microscépica; en cambio, los pANCA aparecen en diferentes trastornos vasculares, colitis ulcerosa (CU) y
colangitis esclerosante primaria (CEP). El ochenta por ciento de pacientes en que se detectaron pANCA presenta evidencias
histolégicas 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 positivas'. EI método mediante
microscopio de jnmunofluorescencia indirecta se considera el mejor patrén de referencia para la deteccién de ANCA. La fijacion
de los antigenos de PMN se efectua 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 fijacion 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 tincion granular citoplasmatica difusa (CANCA), o
bien por una tinciéon perinuclear (pANCA). El titulo (el reciproco de la mayor diluciéon que provocé una reacciéon positiva) se
determina analizando las diluciones seriadas™.

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.

[REF] 1116 ANCA Kit (etanol) 24 anélisis
[REF] 1140 ANCA Kit (etanol) 48 analisis
[REF] 1140-2 ANCA Kit (etanol) 96 analisis
[REF] 1140-240  ANCA Kit (etanol) 250 analisis

[REF] 1141 ANCA Kit (formalina) 48 analisis
[REF] 1142 ANCA Kit (etanol+formalina) 48 analisis
4 x [SORB|SLD|6] Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocilios [fijado con etanol] ([rer]

1116), 8 slides (rer1 1140), 16 slides ((rer1 1140-2)
20 x [SORB|SLD|12] Portas de substrato de neutréfilos humanos con 12 pocilios [fijado con etanol] ([reF]
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1140-240)
8 x [SORB|SLD|6] Portas de substrato de neutréfilos humanos con 6 pocilios [fijado con formalina], (iref]
1141)
8 x {SORB|SLD|6+6] Portas de substrato de neutréfilos humanos con 12 pocilios
[6 etanol/6 formalina] (rer) 1142)
1x0,5ml [CONTROL|+|ANCA] Control positivo para cCANCA, contiene suero humano con BSA
(rer1 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1141)
1x0,5ml  [CONTROL|+|pANCA] Control positivo para pANCA, contiene suero humano con BSA
(rer) 1141, 1142)
1x0,5ml [CONTROL|-] Control negativo, contiene suero humano con BSA
(rer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240)
1x50ml  [gG-CONJIFITC|EB] Conjugado de IgG antihumana FITC, contiene BSA. Contiene Evans Blue,Protéjase de
la luz. (rer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials (rer1 1140-2), 3 vials ([rer]
1140-240)
1x60ml [BUF] Diluyente tamponado contiene BSA (irer) 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials
(trer) 1140-240)
2 viales [BUF|WASH] Tampén fosfato salino (PBS). Disolver cada vial hasta 1 litro.
(rer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials (trer) 1140-240)
1x5,0ml [MOUNTING|MEDIUM] Medio de montaje. No congelar. (rer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ((rer) 1140-2),
3 vials (rer] 1140-240)
1x12 [COVER|SLD] Cubreobjetos ((rer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ((rer] 1140-2), 3x12 ((rer) 1140-240)
Materiales opcionales disponibles en Immco [REF]
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 5,0 ml Conjugado de IgG antihumana FITC, contiene BSA. 2100X
1 x 1,0 ml Contraste azul de Evans 2510*
Simbolos empleados en las etiquetas:
[LOT] Numero de lote
[REF] Numero de catalogo
[IvD] Utilizacién diagndstica in vitro

& Lme -

Utilizar antes de

Temperatura de almacenamiento
Consulte las instrucciones de uso
Ndmero de analisis

Fabricante

Fecha de fabricacion

*Peligro. Puede provocar cancer. Provoca quemaduras graves en la piel y lesiones oculares graves. Pedir
instrucciones especiales antes del uso. No manipular la sustancia antes de haber leido y comprendido todas las
instrucciones de seguridad. EN CASO DE exposicion manifiesta o presunta: Consultar a un médico. Llevar
guantes/prendas/gafas/mascara de proteccion. Guardar bajo llave. Eliminar el contenido/el recipiente de residuos.

Material necesario no incluido

e Microscopio de fluorescencia

e Micropipetas o pipetas Pasteur

e Pipetas serologicas
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e Cubeta de tincion (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

¢ Frasco lavador

e Toallas de papel

e Camara de incubacion

ADVERTENCIAS

Para uso en diagndstico 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 metalicas 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 téxica por ingestion; en caso de ingestion accidental, informe inmediatamente del hecho al director del
laboratorio 0 a un centro de control de envenenamientos.

Siga estrictamente las instrucciones tal como se presentan en este prospecto para garantizar resultados validos. No cambie los
componentes del kit con otros de otras fuentes o que no tengan el mismo 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 conservacién mas prolongada, congele el suero
a -20°C. Evite congelar y descongelar repetidamente las muestras.

PROCEDIMIENTO

Metodologia del analisis

A. Control

1. Diluya el suero del paciente en proporcion 1:20 con el diluyente tamponado 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 titulacién 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, coloque 1 gota de suero diluido del paciente (aproximadamente 50 pl) en los restantes
pocilios. No llene demasiado los pocilios.

6. Coloque la tapa de la camara de incubacién; 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 incubacién. 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 incubacién. 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.
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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.

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 (titulacién)

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 dilucién 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 tamponado en el niumero 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 mi 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
tamponado

En = =

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

CONTROL DE CALIDAD

En cada ciclo de analisis se deben incluir un control positivo y un control negativo. El control negativo no debe evidenciar una
fluorescencia especifica del neutrdfilo. El control positivo debe tener una intensidad de coloracion 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 cCANCA 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 6ptico del microscopio de fluorescencia tales como alineacion incorrecta, lampara que debe ser
cambiada, etc.

e El porta se secé durante el proceso.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

Los resultados de los analisis de ANCA deben considerarse negativos (<20), positivos (igual o superior a 160), o preferiblemente,
positivos con titulo y patrén. Lea la coloracién granular citoplasmatica difusa (CANCA) o bien perinuclear (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 (fendmeno
prozona). En estos casos dudosos, el suero debe ser sometido a control en diluciones mas altas; si resultara positivo, se
determinaran los titulos del anticuerpo.

En algunos casos, la presencia en un suero de dos 0 mas anticuerpos que reaccionan con el mismo substrato puede provocar
interferencias en la deteccion mediante jnmunofluorescencia. Esta interferencia podria impedir la deteccién de los ANCA o la
supresion de su titulo si el anticuerpo interferente tiene un titulo superior al de ANCA. La causa mas frecuente de fendmenos de
interferencia en ensayos ANCA es la coexistencia de ANA.

En algunos pacientes con granulomatosis de Wegener, los andlisis ANCA podrian ser negativos. En este caso, la repeticion del
andlisis 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
positiva'®.

En estos casos, ensayos de IF indirecta en células HEp-2 pueden ayudar a distinguir la pseudo reaccion ANCA de la verdadera
reaccion cANCA.
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Los titulos de los anticuerpos no se asocian necesariamente a una actividad patoldgica. Los resultados del andlisis 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 inmunoldgicos diferentes de la
vascullitis, por ejemplo la colitis ulcerosa’.

VALORES ESPERADOS

Sesenta y cuatro (64) muestras de pacientes normales fueron sometidas al andlisis 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 microscopica, en la glomerulonefritis proliferativa pauciinmune y la colitis ulcerosa™!. En otras vascullitis (poliarteritis nodosa,
enfermedad de Takayasu, arteritis gigante de la célula, enfermedad de Behcet), los ANCA son raros o ausentes. La incidencia de ANCA
en la granulomatosis de Wegener y otras vasculitis como se indica en la literatura esta resumida en la Tabla 1 al final del documento. En
el proyecto de estandarizacion de los ensayos colaboradores ANCA europeos, Hagan y colaboradores'® evaluaron la utilidad del analisis
de IF en el diagndstico 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 microscopica (58% contra 23%) con sensibilidad del 81% en la poliangitis microscépica 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 publicacion, Jennette Wilmant and Falk'” informan de un valor de prediccion positivo del 92%
en un paciente con creatinina sérica >3 mg/dl. Del mismo modo, en pacientes en los cuales el valor predictivo positivo inicial es
bajo, un resultado ANCA positivo aumenta la posibilidad de una patologia a un nivel que justificaria profundizar los examenes. Los
autores concluyen que los ensayos ANCA en pacientes con gran evidencia clinica de glomerulonefritis proliferativa pauciinmune
son mas utiles para probar el diagnéstico, mientras que los ensayos ANCA en pacientes con evidencia clinica débil son mas utiles
para descartar la dolencia.

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

El ensayo de deteccion de anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) se comparé con otro analisis de
inmunofluorescencia indirecta ANCA. Para la comparacion se utilizé un total de 129 muestras de suero obtenidas de un
laboratorio diagndstico de referencia, especializado en la deteccién de enfermedades autoinmunes. Las muestras se analizaron
siguiendo el procedimiento indicado por el fabricante. Los resultados obtenidos se comparan a continuacion:

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 vy 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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® Y ANTINEUTROPHILE-ZYTOPLASMATISCHE-
I m m CO ANTIKORPER-TESTSYSTEM (ANCA)

A Trinity Biotech Company
[IVD] Fir in -vitro-Diagnostik

BEIPACKTEXT

[REF] 1116 ANCA-Kit (Athanol) 24 Bestimmungen

[REF] 1140 ANCA-Kit (Athanol) 48 Bestimmungen

[REF] 1140-2 ANCA-Kit (Athanol) 96 Bestimmungen

[REF] 1140- 240 ANCA-Kit (Athanol) 240 Bestimmungen
[REF] 1141 ANCA-Kit (Formalin) 48 Bestimmungen

[REF] 1142 ANCA-Kit (Athanol+Formalin) 48 Bestimmungen

VERWENDUNGSZWECK

Ein indirekter Immunfluoreszenz-Antikorpertest fir 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 tbrigen 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 (hauptséchlich Colitis ulcerosa) auf™''. Die
indirekte Immunfluoreszenzfarbung von athanolfixierten 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 nukledre Antigene (ANA).

Diese beiden Arten von ANCA haben unterschiedliche Bedeutungen'?. cANCA sind Uberwiegend bei Patienten mit
Wegener-Granulomatose und mikroskopischer Polyarteriitis zu finden, wahrend pANCA bei verschiedenen GefaRerkrankungen,
Colitis ulcerosa (CU) und priméar 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 tiber 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 kénnen gelegentlich
ANCA-negativ sein.

In solchen Fallen sollten wiederholte Tests jedoch zu ANCA-positiven Reaktionen fiihren!. Die indirekte Immunf-
luoreszenzmikroskopmethode 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-Férbereaktionen identifiziert:
zytoplasmatische (CANCA) und perinukledre (pPANCA). pANCA-Reaktionen kdnnen 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.

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 erméglichen. Nicht gebundene
Antikérper werden durch Spllen des Objekttragers entfernt. Gebundene Antikorper 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 granuldren zytoplasmatischen Farbung (CANCA) oder einer
perinuklearen Farbung (PANCA) angezeigt. DerTiter (Gegenwert der hochsten Verdiinnung, die zu einer positiven Reaktion fiihrt)
wird anschlieend durch die Untersuchung von Verdiinnungsreihen bestimmt'3.

PRODUKTINFORMATION
Lagerung und Zubereitung

Alle Reagenzien bei 2-8 °C lagern. Die Reagenzien sind gebrauchsfertig, nachdem sie Raumtemperatur erreicht haben.

Mitgelieferte Materialien

[REF] 1116 ANCA-Kit
[REF] 1140 ANCA-Kit
[REF] 1140-2 ANCA-Kit
[REF] 1140-240 ANCA-Kit

Athanol) 24 Bestimmungen
Athanol) 48 Bestimmungen
Athanol) 96 Bestimmungen
Athanol) 240 Bestimmungen

—_— o~ o~ o~
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[REF] 1141

[REF] 1142

1x0,5ml

1x0,5ml

1x0,5ml

1x5,0ml

1 x 60 ml

2 Flaschchen

1x5,0ml

1x12

Optionale Materialien, von Immco erhéltlich

[SORB|SLD|6]

[SORB|SLD|12]

[SORB|SLD|6]

{SORB|SLD|6+6]

[CONTROL|+|ANCA]

[CONTROL|+|pANCA]

[CONTROL|-]

[IgG-CONJ|FITC|EB]

[BUF]

[BUF|WASH]

[MOUNTING | MEDIUM]

[COVER|SLD]

ANCA-Kit (Formalin) 48 Bestimmungen
1ANCA-Kit (Athanol+Formalin) 48 Bestimmungen

Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten als
Substrat [athanolfixiert] ((rer1 1116), 8 slides (irer) 1140), 16 slides ((rer1 1140-2)

Objekttrager mit 12 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [athanolfixiert] (rer1 1140-240)

Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat [formalinfixiert] (jrer) 1141)

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

cANCA-positives Kontrollserum, enthalt Humanserum mit BSA
(irer] 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1141)

pANCA-positives Kontrollserum, enthalt Humanserum mit BSA
(rer1 11141, 1142)

Negatives Kontrollserum, enthalt Humanserum mit BSA
(1rer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240)

Anti-human-IgG-FITC-Konjugat, enthalt BSA. Enthalt Evans BlueVor Licht
schitzen
(rer) 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ((rer) 1140-2), 3 vials ((rer) 1140-240)

Diluente a tampone enthalt BSA (irer) 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials
(irer1 1140-240)

Phosphatgepufferte Kochsalzlésung (PBS). Jedes Flaschchen auf 1 Liter
auffullen. (irer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials ([rer] 1140-240)

Eindeckmittel. Nicht einfrieren (rer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials (jrer) 1140-2),
3 vials (rer] 1140-240)

Deckglaschen (jrer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ((rer1 1140-2), 3x12 ([Rer)
1140-240)

[REF]

Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten als
Substrat (athanoffixiert)

Objekttrager mit 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen Granulozyten als
Substrat (formalinfixiert)

Objekttrager mit 6 + 6 Vertiefungen mit humanen neutrophilen
Granulozyten als Substrat (dthanol- und formalinfixiert) 2189
Substrat-Objekttrager mit humanen Neutrophilen (athanolfixiert) mit

2162

2186

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 5,0 ml Anti-human-lgG-FITC-Konjugat, enthalt BSA. 2100X

1 x 1,0 ml Evans-Blau-Gegenfarbung 2510*

Auf den Etiketten verwendete Symbole:

[LOT]  Chargennummer

[REF]  Katalognummer

[IVD] In vitro diagnostischer Gebrauch

Elm—r—rm

Verwenden bis

Lagertemperatur

Anzahl an Tests
Hersteller

Herstellungsdatum

Finden Sie Anweisungen fiir die Verwendung
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*Gefahr. Kann Krebs erzeugen. Vor Gebrauch besondere Anweisungen einholen. Vor Gebrauch alle
Sicherheitshinweise lesen und verstehen. BEI Exposition oder falls betroffen: Arztlichen Rat einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen. Schutzhandschuhe/Schutzkleidung/Augenschutz/Gesichtsschutz tragen. Unter Verschluss aufbewahren.
Unter Verschluss aufbewahren. Inhalt/Behalter im genehmigten Abfallbeseitigung entsorgenGH-Einstufung.

Benotigte, nicht mitgelieferte Materialien

e Fluoreszenzmikroskop

e Mikropipette oder Pasteurpipette

e Serologische Pipetten

e Farbekasten (z.B. Coplin-Farbetrog)

e Kleine Probenréhrchen (z.B. 13 x 75 mm) und Rdhrchenhalter
o Destilliertes oder entionisiertes Wasser

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 fiir negativ befunden. Alle menschlichen Serumproben und Produkte menschlichen Ursprungs
sollten unabhéangig 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. Spilen
Sie bei der Entsorgung von Flissigkeiten mit reichlich Wasser nach, um eine Anhaufung von Azid zu vermeiden. Natriumazid kann
giftig sein, wenn es verschluckt wird. Bei Verschlucken muss sofort der Laborleiter oder die Vergiftungszentrale informiert werden.

Die Anweisungen sollten genau wie in diesem Beipacktext dargestellt befolgt werden, um gliltige 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, lipamische oder mikrobiell verunreinigte
Proben kénnen die Leistung des Tests beeinflussen und sollten nicht verwendet werden. Lagern Sie die Proben héchstens 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 diluente a tampone (50 pyl Serum + 1,0 ml Verdlnner).
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 berthren.

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

4. Drehen Sie das Tropfflaschchen um und driicken 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
Uberfiillen der Vertiefungen.

5. Verwenden Sie einen Mikropipette oder Pasteurpipette, um jeweils 1 Tropfen (etwa 50 pl) des verdiinnten Patientenserums in
die Ubrigen Vertiefungen zu geben. Vermeiden Sie das Uberfiillen 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
spilen Sie ihn vorsichtig mit einer Pipette mit etwa 10 ml PBS ab, oder spiilen Sie den Objekttrager in einem mit PBS gefiillten
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.
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8. Entfernen Sie den/die Objekttrager aus dem Coplin-Trog. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem Papiertuch, um
Uberschissiges 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 flr jeden Objekttrager.
10. VerschlieRRen 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 gefiillten Farbekasten. 2-3 Tropfen Evans-Blau-Gegenfarbung hinzufigen. Wiederholen Sie
den Vorgang mit den Ubrigen Objekttragern. ANMERKUNG: Unsachgemafes Waschen kann zu erhohter
Hintergrundfluoreszenz fihren.

12. Entfernen Sie einen Objekttrager aus dem Farbekasten. Betupfen Sie den Rand des Objekttragers mit einem Papiertuch, um
Uberschissiges PBS zu entfernen. Fahren Sie sofort mit dem nachsten Schritt fort, wahrend der 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 lbermafRigen Druck aus und verhindern Sie eine seitliche
Bewegung des Deckglaschens.

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

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

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

Endpunkt-Bestimmung (Titration)

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

Vorbereitung der Verdiinnungsreihen

Nummerieren Sie vier Réhrchen von 1 bis 4. Geben Sie 1,0 ml diluente a tampone in Réhrchen 1 und je 0,2 ml in R6hrchen 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 Réhrchen ins
nachste, um die in der nachfolgenden Tabelle angezeigten Verdiinnungen zu erhalten:

Rohrchen 1 2 3 4
Serum 0,05 ml
+
Gepufferter 1,0 mi 0,2 ml 0,2 ml 0,2 ml
Verdiinner
En = =

Ubertragung 0,2ml 0,2ml 0,2ml

Endverdiinnung 1:20 1:40 1:80 1:160 usw.
QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Testlauf sollten sowohl das positive als auch das negative Kontrollserum mitverwendet werden. Das negative
Kontrollserum sollte keine spezifische Fluoreszenz der neutrophilen Granulozyten zeigen. Das positive Kontrollserum hingegen sollte
auf ethanolfixierten Objekttragern fir cANCA eine Farbintensitéat von 2+ oder hoher fiir das Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten
und fur pANCA eine perinukledre Farbintensitdt von 2+ oder hdéher 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 perinukleare Farbung (PANCA) hin. Zu den weiteren nachweisbaren Antikérpern zahlen antinukleare Antikorper (ANA),
20



DE
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 Zweifelsfallen sollten die Seren mit einer héheren Verdlinnung getestet werden, und im Fall eines positiven
Ergebnisses sollte der Antikorpertiter bestimmt werden.

In einigen Fallen kann das Vorhandensein von zwei oder mehr Antikdrpern in einem Serum, die mit demselben Substrat reagieren,
deren Nachweis mittels Immunfluoreszenz beeintrachtigen. Diese Beeintrachtigung kann entweder dazu flihren, 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 kdnnen wiederholte
Tests zu positiven Ergebnissen fuhren. 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-Reaktivitat 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 moglicherweise
nicht direkt mit einer Gefalerkrankung verbunden ist.

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

ERWARTETE WERTE

Vierundsechzig (64) normale Proben wurden auf ANCA getestet. Alle Proben waren bei einer 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 hé&ufigsten 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 tiberhaupt
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 Nitzlichkeit 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 héaufiger
auf als cANCA (58% bzw. 23%), mit einer Sensitivitat von 81% fir mikroskopische Polyangiitis und 82% fir rapid-progressive
Glomerulonephritis.

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

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

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

Der Test auf antineutrophile zytoplasmatische Antikérper (ANCA) wurde mit einem anderen indirekten Immunfluoreszenztest fir
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:
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Immco™
o Positiv Negativ Gesamt
& Positiv 49 0 49
ué 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 Antikrper 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.

Kreuzreaktivitat:

Antinukleére Antikorper (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 Antikérperspezifitaten auf Athanol-, Formalin-und COMVI-Objekttragern getestet. Alle ANA-positiven Seren, mit
Ausnahme der Antikorperspezifititen SS-A/Ro und SS-B/La, zeigten nukledre Reaktionen. Auf formalinfixierten Objekttragern bleiben
diese ANA-Reaktionen entweder nuklear oder sie werden negativ.

Wiederholbarkeit

Es wurden Studien zum Nachweis der intraseriellen und interseriellen Variabilitat durchgefiihrt. Vier ANCA-positive Seren (zwei
auf cANCA und zwei auf pANCA) und ein ANCA-negatives Serum wurden beginnend mit einer 1:20 Verdiinnung bis zum
Endpunkt getestet. Sie wurden Ulber 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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IMMCO (T:SCT; :;NTICORPS ANTI-NEUTROPHILES CYTOPLASMIQUES

A Trinity Biotech Company
[IVD] Pour diagnostic in vitro

ENCART DU PRODUIT

[REF] 17116 ANCA Kit (éthanol) 24 Tests

[REF] 1740 ANCA Kit (éthanol) 48 Tests

[REF]  17140-2 ANCA Kit (éthanol) 96 Tests

[REF]  17140- 240 ANCA Kit (éthanol) 240 Tests
[REF] 1141 ANCA Kit (formol) 48 Tests

[REF] 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 révelent 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 neutrophiles fixés a I'éthanol peut se présenter sous différentes formes parmi lesquelles
on retrouve:

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

2. Les anticorps dirigés contre les antigenes 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 contrdle ultérieur devrait montrer une réactivité positive'. La méthode dimmunofluorescence indirecte avec
microscope est considérée comme la technique de référence pour la détection des ANCA. La fixation des antigeénes PMN est habituellement
réalisée avec de I'éthanol. En se fixant sur I'éthanol, 2types 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 la 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 IgG 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 derniére 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

[REF] 1141 ANCA Kit
[REF] 1142 ANCA Kit

formol) 48 Tests
éthanol+formol) 48 Tests

[REFI 1116 ANCA Kit (éthanol) 24 Tests
[REF] 1140 ANCA Kit (éthanol) 48 Tests
[REF]  1140-2 ANCA Kit (éthanol) 96 Tests
[REF]  1140-240 ANCA Kit (éthanol) 240 Tests
(
(
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4 x [SORB|SLD| 6] Lames 6 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés a I'éthanol) (jrer) 1116), 8
slides (jrer) 1140), 16 slides (irer) 1140-2)

20 x [SORB|SLD|12] Lames 12 puits avec substrat de neutrophiles humains (fixés a I'éthanol) ([rer]
1140-240)

8 x [SORB|SLD| 6] Lames 6 puits de neutrophiles humains (fixés au formol) (rer1 1141)

8 x {SORB|SLD|6+6] Lames 12 puits de neutrophiles humains [6 éthanol/6 formol] (irer) 1142)

1x0,5ml [CONTROL|+]ANCA] Controle positif cCANCA, contient du sérum humain avec BSA
(rer1 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1141)

1x0,5ml [CONTROL|+|pANCA] Controle positif pANCA, contient du sérum humain avec BSA
(rer1 1141, 1142)

1x0,5ml [CONTROL]-] Contréle négatif, contient du sérum humain avec BSA ([rer 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2, 1140-240)

1x5,0ml [1IgG-CONJ| FITC| EB] Conjugué FITC anti-IgG humaines contient du BSA. Contient bleu d'Evan. Maintenir a
I'abri de la lumiére (jrer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials (rer1 1140-2), 3 vials ([rRer]
1140-240)

1 x 60 ml [BUF] Diluant tamponné contient du BSA (irer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2) 2 vials
(trer1 1140-240)

2 flacons [BUF|WASH] Tampon Phosphate Salin (PBS), Dissoudre chaque flacon dans 1 litre ((rer1 1140, 1141,
1142, 1116, 1140-2), 3 vials (rer] 1140-240)

1x50ml  [MOUNTING|MEDIUM] Milieu de montage. Ne pas congeler ((rer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([rer)
1140-2), 3 vials ((rer] 1140-240)

1x12 [COVER|SLD] Lamelles couvre-lames ((rer) 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ((rer] 1140-2), 3x12 ([rer]
1140-240)

Autres réactifs disponibles chez Immco

Lame 6 puits de neutrophiles humains (fixés a I'éthanol)

Lame 6 puits de neutrophiles humains (fixés au formol)

Lame 6+6 puits de neutrophiles humains Ethanol + Formol

Lame Substrat (fixé a I'éthanol et au formol)

Lamelle 10 puits Substrat Neutrophiles Humains (fixés a I'éthanol)

1 x 0,5 ml Contréle Positif CANCA, contient du sérum humain avec BSA
1 x 0,5 ml Controle Positif pANCA, contient du sérum humain avec BSA
1 x 5,0 ml Conjugué FITC anti-lgG humaines contient du BSA.

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

Symboles utilisés sur les étiquettes:

[LOT] Numeéro de Lot
[REF] Numeéro catalogue
[IvD] Utilisation a diagnostic in vitro

e A utiliser avant

t Température de stockage

| Consulter les instructions d’emploi
S Nombre de tests
zﬂ Fabricant

Date de fabrication
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*Danger. Peut provoquer le cancer. Se procurer les instructions avant utilisation. Ne pas manipuler avant d’avoir lu et
compris toutes les précautions de sécurité. Ne pas respirer les poussieres/fumées/gaz/brouillards/vapeurs/ aerosols.
EN CAS d’exposition prouvée ou suspectée: consulter un médecin. Porter des gants de protection/des vétements de
protection/un équipement de protection des yeux/ du visage. Garder sous clef. Eliminer le contenu/récipient dans
I'élimination des déchets approuvée

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 11

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
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 (NaN;). 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 uniquement 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 tamponné fourni (50 ul de sérum + 1,0 ml de diluant). Ne pas diluer
les contrdles positifs ou négatifs. Conserver le sérum non dilué pour déterminer le titre des anticorps dans le cas ou le
dépistage serait positif.

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

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

4. Retourner le flacon doseur et appuyer doucement pour déposer 1 goutte (environ 50ul) de Contréle Négatif sur le puits n°1. De
la méme fagon déposer 1 goutte de Contrdle Positif sur le puits n°2. Eviter de déborder des puits.

5. A l'aide d'une micropipette ou d'une pipette Pasteur, déposer 1 goutte (environ 50pl) 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.
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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 l'excés de conjugué. Transférer dans un bac a coloration rempli de PBS pendant 10 minutes. 2-3 gouttes de
contre-coloration bleue d'Evans peuvent étre ajoutée au lavage final. Répéter les opérations avec toutes les lames.
REMARQUE : Un lavage incorrect peut altérer la morphologie des neutrophiles et augmenter le bruit de fond de fluorescence.

12. Retirer une lame du bac. Eliminer I'exceés 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 |'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 & 13 afin de déterminer son titre. Inclure dans
chaque nouvelle série un contrble 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 tamponné dans le tube 1 et 0,2 ml dans les tubes 2 a 4. Pipeter 50 pl
de sérum pur dans le tube 1 et agiter soigneusement. Transférer 0,2 ml du tube 1 dans le tube suivant et agiter soigneusement.
Continuer a transférer 0,2 ml d'un tube a I'autre en mélangeant bien chaque tube pour arriver aux dilutions suivantes :

Tubes 1 2 3 4
Sérum 0,05 ml

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

En = =

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 contrdle négatif doivent étre inclus dans chaque série. Le contr6le 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 controle
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 probleme persiste,
cela peut étre lié a:

e Laturbidité. Eliminer le contrble et en utiliser un nouveau.
¢ Au systéme optique du microscope. Par exemple: mauvais alignement, lampe ayant dépassé sa durée de vie, etc.

e A un assechement 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 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
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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 controle 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'S,

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

Le titre de l'anticorps n'est pas toujours corrélé a I'activité de la maladie. Les résultats ANCAdoivent étre interprétés avec les
signes cliniques et la présence ou I'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 fréequemment associée a la maladie de Wegener et la conformation p-ANCA a la micropolyangéite, a la néphrite
glomérulaire idiopathique a croissant et a la rectocolite hémorragique™". Dans d'autres angéites (périartérite noueuse, maladie de
Takayasu, maladie de Behcet) les ANCA sont rares ou absents. La prévalence des ANCA dans la maladie de Wegener et autres
vascularites, extraite des données de la littérature est présentée dans le tableau 1, a la fin du document. Dans le projet européen
d'étude de standardisation des ANCA, Hagan et ses collaborateurs® ont montré I'importance de l'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 sensibilit¢ de 81% dans la
polyangéite microscopique et de 82% dans la néphrite glomérulaire idiopathique & croissant.

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

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

PERFORMANCES

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

Immco™
Positifs 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 dimmunofluorescence 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 l'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
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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
I'inter-reproductibilité. Dans tous les cas, le sérum négatif et les sérums positifs ont donné les résultats attendus.
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® Y SISTEMA PER L'ANALISI DI ANTICORPI ANTI-NEUTROFILI
I m m CO CITOPLASMATICI (ANCA)

A Trinity Biotech Company
[IVD] Per uso diagnostico in vitro

INSERTO DEL PRODOTTO

[REF] 1116 Kit ANCA (etanolo) 24 Determinazioni

[REF] 1140 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni

[REF]  1140-2 Kit ANCA (etanolo) 96 Determinazioni

[REF]  1140-240 Kit ANCA (etanolo) 240 Determinazioni

[REF] 17141 Kit ANCA (etanolo) 48 Determinazioni

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

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 utilita nella diagnosi di
queste patologie in congiunzione con le evidenze cliniche e altri risultati di laboratorio.

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Gli ANCA sono presenti in pazienti con granulomatosi di Wegener, poliartrite microscopica, glomerulonefrite necrotizzante o a
semilune e in altre vasculiti e malattie infiammatorie intestinali (principalmente la colite ulcerosa)™''. La colorazione per
immunofluorescenza indiretta dei neutrofili fissati in etanolo puoé 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 pitu del 90% dei pazienti con granulomatosi di Wegener attiva generalizzata e nel 67% dei pazienti con
malattia attiva limitata. L'incidenza degli ANCA varia nei pazienti in remissione clinica, | pazienti con granulomatosi di Wegener attiva
possono occasionalmente risultare negativi agli ANCA. Tuttavia, in questi casi, una ripetizione dei test dovrebbe produrre reazioni positive
agli ANCA. Il metodo della microscopia in immunofluorescenza indiretta viene ritenuto lo standard privilegiato per l'individuazione degli
ANCA. La fissazione degli antigeni di PMN viene normalmente eseguita in etanolo. Con la fissazione in etanolo, sono stati identificati due
tipi di pattern di colorazione come risultato della reazione: citoplasmatico (CANCA) e perinucleare (pPANCA). Le reazioni pANCA possono
essere confermate da analisi ripetute su vetrini fissati in formalina, dove le reazioni pANCA danno luogo alla conversione in cANCA,
mentre le reazioni ANA rimangonodi tipo nucleare o possono diventare negative su fissazioni in formalina.

PRINCIPI DELLA METODICA

Il metodo di immunofluorescenza indiretta adottato in questo kit prevede che i sieri dei pazienti siano incubati su preparazioni
ottimizzate di neutrofili umani per consentire il legame degli anticorpi al substrato. Gli anticorpi non legati sono rimossi mediante
lavaggio e quelli legati, di classe IgG sono individuati per incubazione del substrato con coniugato anti-lgG umane marcato con
fluoresceina. Le reazioni si osservano per microscopia in fluorescenza usando filtri idonei. La presenza degli ANCA si manifesta
con una fluorescenza verde mela del citoplasma con colorazione citoplasmatica granulare diffusa (cCANCA) 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

[REF] 1116 Kit ANCA
[REF] 1140 Kit ANCA
[REF]  1140-2 Kit ANCA
[REF]  1140-240 Kit ANCA
[REF] 1141 Kit ANCA
[REF] 1142 Kit ANCA

etanolo) 24 Determinazioni

etanolo) 48 Determinazioni

etanolo) 96 Determinazioni

etanolo) 240 Determinazioni
formalina) 48 Determinazioni

etanolo + formalina) 48 Determinazioni

PR

4 x [SORB|SLD|6] Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo]
(irer1 1116), 8 slides (jrer] 1140), 16 slides (rer) 1140-2)
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20 x [SORB|SLD|12] Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo] ({rer) 1140-240)

8 x [SORB|SLD|6] Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo] (jrer1 1141)

8 x [SORB|SLD | 6+6] Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani (6 etanolo/ 6 formalina)

1x0,5ml  [CONTROL|+|ANCA] Controllo Positivo cANCA, contiene siero umano con BSA
(irer1 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1141)

1x0,5ml  [CONTROL|+|pANCA] Controllo Positivo pANCA, contiene siero umano con BSA
(irer1 1141, 1142)

1x0,5ml  [CONTROL|-] Controllo Negativo, contiene siero umano con BSA (irer) 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2, 1140-240)

1x5,0ml  [1gG-CONJIFITC] Coniugato FITC anti-lgG umane, contiene BSA. Proteggere dalla luce ([rer1 1140,
1141, 1142, 1116), 2 vials (jrer) 1140-2), 3 vials ([rer) 1140-240)

1x5,0ml  [1gG-CONJIFITC|EB] Coniugato FITC anti-lgG umane, contiene BSA. Contiene blu di Evan. Proteggere
dalla luce (rer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([rer] 1140-2), 3 vials (rer) 1140-240)

1 x 60 ml [BUF] Diluente a tampone contiene BSA (jrer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials
(rer) 1140-240)

2 fiale [BUF|WASH] Soluzione salina tamponata con fosfato (PBS), da ricostituire a 1 litro. (jrerj 1140,
1141, 1142, 1116, 1140-2) 3 vials (rer1 1140-240)

1x5,0ml  [MOUNTING|MEDIUM] Liquido di montaggio. Non congelare (jrer1 1116, 1140, 1141, 1142), 2 vials ([ref]
1140-2), 3 vials (jrer] 1140-240)

1x12 [COVER|SLD] Vetrini coprioggetto (jrer 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 (rer] 1140-2), 3X12 ([reF]
1140-240)

Materiali opzionali disponibili presso Immco [REF)

SOMMARIO E SPIEGAZIONE DEL TEST

Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in etanolo] 2162

Vetrini da 6 pozzetti, substrato neutrofili umani [fissati in formalina] 2186

Vetrini da 12 pozzetti, substrato neutrofili umani etanolo+formalina

(fissati in etanolo e formalina) 2189

Vetrino Substrato Neutrofili Umani (fissati in etanolo) 10 pozzetti 2162-12

1 x 0,5 ml Controllo Positivo cANCA*, contiene siero umano con BSA 2252

1 x 0,5 ml Controllo Positivo pANCA*, contiene siero umano con BSA 2240

1 x 5,0 ml Coniugato FITC anti-IgG umane, contiene BSA. 2100X

1 x 1,0 ml Colorante di contrasto Blu di Evans 2510*

Simboli utilizzati sulle etichette

[LOT] Codice del lotto

[REF] Numero di catalogo

[IvD] Per uso diagnostico in vitro
Utilizzare entro
Temperatura di conservazione
Consultare le istruzioni per l'uso
Numero di test
Fabbricante

e
t
|
S
@ Data di fabbricazione

*Pericolo. Puob provocare il cancro. Procurarsi istruzioni specifiche prima dell’'uso. Non manipolare prima di avere letto e
compreso tutte le avvertenze. IN CASO di esposizione o di possibile esposizione, consultare un medico. Indossare

guanti/indumenti protettivi/Proteggere gli occhi/il viso. Conservare sotto chiave. Smaltire il prodotto/recipiente nello
smaltimento dei rifiuti approvato.

Materiali necessari ma non forniti
e Microscopio a fluorescenza

e Micropipetta o pipetta Pasteur
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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

¢ 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-l e
sono risultati negativi nei test prescritti dalla FDA. Tuttavia i derivati del sangue umano e i campioni dei pazienti devono essere
considerati potenzialmente infettivi. Attenersi alle buone prassi di laboratorio per la conservazione, la dispensazione e lo
smaltimento di questi materiali'.

ATTENZIONE - L'azide sodica (NaNs) 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
puo 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 a tampone 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 I'estremita e immergerlo in un recipiente contenente PBS per rimuovere
il coniugato in eccesso. Lasciare il/i vetrino/i per 10 minuti in una vaschetta Coplin riempita con PBS. 2-3 gocce di Blu di Evans
nel lavaggio finale. Ripetere la procedura per i restanti vetrini. NOTA: Un lavaggio inadeguato pud causare un aumento nella
fluorescenza di fondo.
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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 o superiore.

| vetrini possono essere letti appena montati. Tuttavia, per la presenza di un agente antiscolorimento nel liquido di montaggio, non
si verificano perdite significative di intensita di colorazione e la lettura 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 a tampone 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

=g = =

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 cCANCA e perinucleare con controllo positivo pANCA su
ventrini fissati in etanolo. Su vetrini fissati in formalina, il Controllo Positivo cANCA rimane citoplasmatico, mentre la reazione
pANCA diventeranno citoplasmatiche.

Se non si ottengono i risultati attesi, la procedura dovrebbe essere ripetuta. Se i controlli continuano a produrre risultati discordanti,
Cid 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.

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 pANCA. | pattern ANCA su vetrini fissati in etanolo o formalina sono illustrati alla fine del
foglietto.

LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

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

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

Nel caso in cui in un siero siano presenti due o piu anticorpi reattivi con lo stesso substrato, puo 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
¢ la coesistenza degli ANA.

32



IT

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 positive'®.

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’ 8.

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 piti 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 I'utilita dei test di immunofluorescenza indiretta per la diagnosi della vasculite sistemica idiopatica. In
questo studio, la presenza degli ANCA ¢ stata riscontrata nell'85% dei pazienti con granulomatosi di Wegener, di questi, il 64% sono
risultati positivi per i CANCA e il 21% per i pANCA. | pANCA prevalevano rispetto ai CANCA nella poliangite microscopica (58% contro
23%) con sensibilita dell'81% per la poliangite microscopica e dell'82% per la glomerulonefrite rapidamente progressiva idiopatica.

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

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

PERFORMACE DEL TEST

Il Test di Rivelazione degli Anticorpi Anti-neutrofili Citoplasmatici (ANCA) & 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.
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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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@]
e ‘ SISTEMA DE TESTE DE ANTICORPOS ANTI-CITOPLASMA DE
I m m CO NEUTROFILOS (ANCA)

A Trinity Biotech Company
[IVD] Para diagndstico in vitro

FOLHETO DO PRODUTO

[REF] 1116 Kit ANCA (etanol) 24 Determinagdes

[REF] 1140 Kit ANCA (etanol) 48 Determinagdes

[REF] 1140-2 Kit ANCA (etanol) 96 Determinagdes

[REF] 1140-240 Kit ANCA (etanol) 240 Determinagdes

[REF] 1141 Kit ANCA (formalina) 48 Determinagdes

[REF] 1142 Kit ANCA (etanol + formalina) 48 Determinagdes

E um teste de anticorpos de imunofluorescéncia indirecta para a deteccdo e semiquantificagdo de anticorpos anti-citoplasma de
neutrofilos (ANCA) em soro humano. Os ANCA séo detectados no soro de doentes com vasculite necrosante e assim, serve de
auxilio nos exames clinicos e laboratoriais para o diagnodstico 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)’''. A coloragdo por
imunofluorescéncia indirecta de neutrofilos fixados com etanol pode exibir tipos diferentes de padrdes de coloragéo fluorescente.
Esses incluem:

1. Auto-anticorpos contra antigénios citoplasmaticos de neutréfilos que provocam uma coloragdo citoplasmatica difusa (CANCA).
2. Auto-anticorpos a antigénios neutrofilos que provocam um padréo de reacgao 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 microscépica, 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
remisséo clinica. Os doentes com Granulomatose de Wegener podem ser ocasionalmente negativos a ANCA.

Todavia, nesses casos, a repeticdo dos testes podera dar reacgbes ANCA positivas’. O método por microscopio a
imunofluorescéncia indirecta € considerado como o melhor método padrao para a deteccdo de ANCA. A fixagéo de antigénios de
PMN é normalmente efectuada em etanol. Quando fixados em etanol, foram identificados dois tipos de padrdes de coloragéo da
reaccdo ANCA: citoplasmatica (CANCA) e perinuclear (PANCA). As reacgbes 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, 0 soro dos doentes é incubado em preparagdes optimizadas de
neutrofilos humanos para permitir a ligacdo de anticorpos ao substrato. Quaisquer anticorpos que ndo se tenham ligado séo
eliminados pela lavagem da lamina. Os anticorpos que aderiram, da classe 1gG, sdo detectados através da incubagéo do
substrato com conjugado de IgG anti-humana marcado com fluoresceina. As reacgdes sdo observadas com um microscopio de
fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presenga de ANCA é demonstrada por uma fluorescéncia verde-maca do
citoplasma com uma coloragéo citoplasmatica granular difusa (CANCA) ou uma coloragéo perinuclear (pPANCA). O titulo (o
reciproco da maior diluicdo que provocou uma reacgéo positiva) € entdo determinado testando diluigdes em série'®.

INFORMAGAO SOBRE O PRODUTO

Conservagao e preparagao

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

Materiais fornecidos

[REF] 1116 Kit ANCA
[REF] 1140 Kit ANCA
[REF] 1140-2 Kit ANCA
[REF]  1140-240 Kit ANCA
[REF] 1141 Kit ANCA
[REF] 1142 Kit ANCA

etanol) 24 Determinagdes

etanol) 48 Determinagdes

etanol) 96 Determinagdes

etanol) 240 Determinagdes
formalina) 48 Determinagdes

etanol + formalina) 48 Determinagdes

~ o~ o~ o~~~
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4 x [SORB|SLD|6] Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos [fixadas com etanol] ([rer)
1116), 8 slides ((rer1 1140), 16 slides (irer) 1140-2)

20 x [SORB|SLD|12] Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 10 pogos [fixadas com etanol]
(trer1 1140-240)

8 x [SORB|SLD| 6] Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 6 pogos [fixadas com formalina]
(rer1 1141)

8 x [SORB|SLD|6+6] Laminas de substrato de neutréfilos humanos com 12 pogos [6 com etanol/6 com
formalina] ((rer] 1142)

1x0,5ml [CONTROL|+|ANCA] Controlo positivo para cANCA, contém soro humano com BSA
(rer1 1140, 1142, 1116, 1140-2, 1140-240, 1141)

1x0,5ml  [CONTROL|+|pANCA] Controlo positivo para pANCA, contém soro humano com BSA
(rer1 1141, 1142)

1x0,5ml [CONTROL|-] Controlo negativo, contém soro humano com BSA ([rer 1140, 1141, 1142, 1116,
1140-2, 1140-240)

1x50ml  [1gG-CONJ|FITC|EB] Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Contém BSA. Contém azul de Evans
Proteger da luz (jrer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ((rer) 1140-2), 3 vials ([ReF]
1140-240)

1x 60 ml [BUF] Diluente tamponado contém BSA (irer1 1140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 2 vials ([rer]
1140-240)

2 frascos [BUF|WASH] Tampéo fosfato salino (PBS). Dissolver cada frasco em 1 I.
(rer11140, 1141, 1142, 1116, 1140-2), 3 vials ((rer] 1140-240)

1x5,0ml [MOUNTING|MEDIUM] Meio de montagem. Nao congelar (rer] 1140, 1141, 1142, 1116), 2 vials ([rer] 1140-2),
3 vials ([rer] 1140-240)

1x12 [COVER|SLD] Lamelas ([rer1 1140, 1141, 1142, 1116), 2x12 ([rer) 1140-2),
3x12 ((rer1 1140-240)

Materiais opcionais disponibilizados pela Inmco [REF]

Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 pocos (fixada com etanol) 2162

Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 16 pogos (fixada com etanol) 2162-16
Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 pocgos (fixada com formalina) 2186
Lamina de substrato de neutréfilos humanos com 6 + 6 pogos etanol + formalina

(fixada com etanol e formalina) 2189
Lamina de 10 pogos de Substrato Neutréfilo Humano (fixado com etanol) 2162-12
1 x 0,5 ml Controlo positivo* para cANCA, contém soro humano com BSA 2252

1 x 0,5 ml Controlo positivo* para pANCA, contém soro humano com BSA 2240

1 x 5,0 ml Conjugado de IgG anti-humana com FITC. Contém BSA. 2100X

1 x 1,0 ml Contrastante azul de Evans 2510

Simbolos utilizados nos rotulos:

[LOT]
[REF]

[IVD]

SEEY —~o

Numero de lote

Numero de catalogo

Utilizagao diagnéstica in vitro

Utilizagao por

Temperatura de armazenamento

Consulte as instrugbes de utilizagdo

Numero de testes
Fabricante

Data de fabricagédo

*Perigo. Pode provocar cancro. Pedir instrugdes especificas antes da utilizagdo. N&o manuseie o produto antes de
ter lido e percebido todas as precaugdes de seguranga. EM CASO DE exposi¢édo ou suspeita de exposi¢do: consulte
um médico. Usar luvas de protecgao/vestuario de protecgao/protecgao ocular/protecgéo facial.
fechado a chave. Armazenar em local fechado a chave. Eliminar o contetido/recipiente em eliminagao de residuos

aprovada.
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Material necessario mas nao fornecido

e Microscopio de fluorescéncia

e Micropipeta ou pipeta de Pasteur

e Pipetas serologicas

¢ Recipiente de coloragao (ex: Coplin)

e Tubos de ensaio pequenos 13 x 75 mm e suporte para tubos de ensaio
¢ Agua destilada ou desionizada

e Recipiente de 1 litro

e Frasco de lavagem

e Toalhetes de papel

e Camara de incubagao

AVISOS E PRECAUGOES

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

AVISO: Aazida de sodio (NaN3z) pode reagir com as canalizagbes de cobre ou chumbo e formar azidas metalicas altamente
explosivas. Quando eliminar os liquidos deve deitar grandes quantidades de agua para evitar a formagéo dessas azidas. A azida
de sdédio pode ser toxica se for ingerida. Se ingerida, informe imediatamente o director de laboratério ou um Centro Anti-Venenos.

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

COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Nestas operagbes 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 conservagdo mais prolongada devem ser congeladas a -20 °C. Evitar repetidas congelagbes e
descongelagdes.

PROCEDIMENTO
Método do teste

A. Despiste

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

2. Deixe que as bolsas com as I&minas de substrato estabilizem a temperatura ambiente por 10 a 15 minutos. Retire as 1dminas
com ateng¢ao sem tocar no substrato.

3. Rotule as laminas e coloque-as na cAmara de incubagéo 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 ul) 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 pogos. Evite
encher demasiado as pogos.

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

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

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

9. Repita os passos 7 e 8 em cada lamina.

10. Coloque a tampa na camara de incubacgéo. Incube por 30 minutos a temperatura ambiente.
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11. Retire uma lamina da cadmara de incubagédo. Segure na lamina numa ponta e mergulhe-a num recipiente com PBS para
eliminar o excesso de conjugado. Coloque a(s) ldmina(s) num recipiente de coloragdo com PBS durante 10 minutos. 2 a 3
gotas de contrastante azul de Evans a lavagem final. Repita a operacdo nas laminas restantes. NOTA: Uma lavagem
incorrecta pode levar a um aumento da fluorescéncia de fundo.

12. Retire a lamina do prato de coloragdo. Passe o bordo da lamina num toalhete de papel para eliminar o 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 Idmina. N&o faca
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 microscopio de fluorescéncia com aumento de 200x ou mais.

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

B. Determinacgao 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
diluicdo mais elevada a produzir uma reacgao positiva € o titulo.

Preparacao de diluigbes em série

Numere quatro tubos de 1 a 4. Deite 1,0 ml de Diluente tamponado no tubo 1 e 0,2 ml nos tubos 2 a 4. Pipete 0,05 ml de soro ndo
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 diluicdes 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

=g = =

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

CONTROLO DE QUALIDADE

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

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

e Turvacao. 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 A lamina ficou seca durante o processo.

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 padrédo. Leia a coloragdo granular, difusa especifica (CANCA) ou coloragédo perinuclear
(pPANCA). Outros anticorpos detectaveis incluem anticorpos anti-nucleares (ANA), que por vezes podem imitar reaccoes pANCA.
Os padrdes ANCA em laminas fixadas com etanol e formalina estdo apresentados no fim do documento.

LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

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

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

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

Nalguns doentes com Granulomatose de Wegener, os testes ANCA podem ser negativos. Nesses casos, repetir o teste podera
dar resultado positivo. Os doentes com Granulomatose de Wegener em tratamento s&o invariavelmente negativos a ANCA. Por
vezes, as reac¢des ANA podem ser confundidas com, ou passar por, coloragao 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 reacgbes 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 reaccéo "pseudo-ANCA" de uma reacgao
cANCA real.

Os titulos de anticorpos n&o estéo associados necessariamente a actividade da doencga. 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 imunoldgicos diferentes de problemas vasculiticos tais como a colite ulcerosa” 8.

VALORES PREVISTOS

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

Um ANCA positivo num exame clinico apropriado € util no diagnéstico de vasculites sistémicas e patologias intestinais
inflamatdrias’™'". 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, doencga de
Takayasu, arterite das células gigantes, doenga de Behcet) os ANCA s&o raros ou ausentes. A incidéncia de ANCA na
Granulomatose de Wegener e noutras vasculites como indicado pela literatura esta resumida na Tabela 1, no fim do documento.
No projecto de estandardizag&o dos testes colaborativos ANCA europeus, Hagan e os seus colaboradores® avaliaram a utilidade
do teste de IF indirecta para o diagndstico 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 microscoépica (58% contra 23%) com sensibilidade de 81% para
a poliangite microscopica e 82% para a glomerulonefrite rapidamente progressiva idiopatica.

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

Todavia, o valor preditivo positivo dos testes ANCA é muito melhor e mais significativo se avaliado em combinagdo 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 é 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 diagnéstico 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 comparacao incluiu um total de 129 amostras de soro obtidas de um laboratério de diagndstico de referéncia especializado na
deteccéo 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, testamos um total de 25 amostras positivas ANA com
especificidades de anticorpos variadas em laminas com etanol, formalina e COMVI. Todos os soros positivos a ANA com a
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excepgao das especificidades de anticorpos de SS-A (Ro) e SS-B (La), mostraram reacgbes nucleares. Estas reacgbes 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 diluigdo de 1:20 até a um ponto final. Foram testadas
em lotes 3 diferentes cada de laminas de etanol, formalina e COMVI durante quatro dias para determinar intra- e
inter-reprodutibilidade. As amostras negativas permaneceram negativas e as amostras positivas deram a titulagéo prevista.
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ANCA Reactions on Ethanol Fixed Slides

Table 1: Prevalence of ANCA'

Clinical Condition % Positive
Wegener's granulomatosis
Generalized
Active 96
Partial remission 71
Full remission 41
Local recurrence 80
Localized
Active 67
Partial remission 54
Full remission 32
Inflammatory Bowel Disorders
Ulcerative colitis 70
Primary sclerosing cholangitis 82
Crohn's disease* 27
Disease Controls
Blood Donors 0

Connective tissue
Autoimmune disorders**
Misc. medical conditions
Granulomatosis disease
Primary renal disease

- O o wu

* ANCA titers are usually low ** ANCA Reactivity is pANCA
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Table 2: Sensitivity and Specificity of the IF Test in Patients with Systemic Vasculitides (Adapted from Reference 16)

Sensitivity %

N cANCA PANCA c or pANCA
Patients
Wegener's granulomatosis 97 64 21 85
Microscopic polyangitis 44 23 58 81
Idiopathic RPGN 12 36 45 81
Classical polyarteritis nodosa 10 10 30 40
Churg-Strauss syndrome 6 33 33 66
Specificity %
Controls
Disease Controls 184 95 81 76
Healthy controls 740 98 96 94
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