C ANCA - ETHANOL H
Indirect Immunofluorescence HUMAN NEUTROPHILS %
COD 50053 10 x 6 tests COD 50054 10 x 12 tests
Only for in vitro use in the clinical laboratory Aa'i‘gs,!"o‘;‘tﬁ';m
INTENDED USE

Reagents for the qualitative determination of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) in human serum
by indirect immunofluorescence.

PRINCIPLE OF THE METHOD

Serum anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) bind to the corresponding antigens present in human
neutrophils. The resulting antigen-antibody complexes are detected by means of a fluorescein labeled
anti-human immunoglobulin, and visualized with the aid of a fluorescence microscope .

CONTENTS
COD 50053 COD 50054
Slides 10 %6 tests 10x 12 tests
PBS (10x) 1x 100 mL -
CONTROL P-ANCA Positive Control 1x1mL -
CONTROL C-ANCA Positive Control 1x1mL -
[ cONTROLT—] | Negative Control 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Coverslips 1x12 -
COMPOSITION
SLIDE Ethanol-fixed human neutrophils immobilized on each well.
PBS Sodium phosphate 112.5 mmol/L, potassium phosphate 30 mmol/L, sodium chloride 1.15

mol/L, sodium azide 0.95 g/L, pH 7.2.

CONTROL+ P-ANCA: Human serum containing anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) “perinuclear
pattern”, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA: Human serum containing anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)
“cytoplasmic pattern”, sodium azide 0.95 g/L.

CONTROL - Human serum, sodium azide 0.95 g/L.

CONJUGATE Goat anti-human IgG conjugated with fluorescein isothiocyanate (FITC), Evans blue 0.01 g/L,
sodium azide 0.95 g/L.

MOUNT Mowiol 1%, Glicerol 87%, Tris 20 mmol/L, sodium azide 0.95 g/L.

Human sera used in the preparation of the positive and negative controls have been tested and found to be

negative for the presence of antibodies anti-HIV and anti-HCV, as well as for HBs antigen. However, the

controls should be handled cautiously as potentially infectious.

STORAGE
Store at 2-8°C.



Reagents are stable until the expiry date shown on the label when stored tightly closed and if contamination is
prevented during their use.

Indications of deterioration:

— Liquid components: Presence of particulate material, turbidity.

— Slides: rips in the sealing bag, macroscopic defects on the cell culture like scratches or monolayer peeling
off.

AUXILIARY REAGENTS

PBS PBS (10x)

CONJUGATE IgG FITC/Evans

MOUNT Mounting Medium

CONTROL + P-ANCA: Human serum containing anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA)

“cytoplasmic pattern”, sodium azide 0.95 g/L.
CONTROL + C-ANCA: Human serum containing antinuclear antibodies (ANA) speckled pattern, sodium

azide 0.95 g/L.
CONTROL - Negative Control.
REAGENT PREPARATION

PBS: Dilute PBS 1/10 with distilled water. Stable 1 month at 2-8°C, if stored at the recommended temperature,
well closed and care is taken to prevent contamination during its use.

All other reagents are provided ready to use.

ADDITIONAL EQUIPMENT

— Moist chamber

—  Wash tray

— Fluorescence microscope equipped with a 495 nm excitation filter and a 525 nm emission filter for FITC
visualization

SAMPLES

Serum or plasma collected by standard procedures. Stable 7 days at 2-8°C.

Dilute samples 1/20 in PBS (see Reagent Preparation) before the assay.

For titration of positive samples, make two-fold serial dilutions starting from 1/40 in PBS.

However, each laboratory should establish its own sample dilution based on the population characteristics.

PROCEDURE

1. Bring the reagents and samples to room temperature.

2. Place 1 drop (25 uL) of the diluted sample or Control on each slide well, making sure that it is completely
covered (Note 1).

. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature (15-30°C) into a moist chamber.

. Drain sample drops off by gently tapping the inclined slide. Avoid cross-contamination of the sera.

. Rinse gently the slide with PBS (see Reagent Preparation). (Note 2).

. Wash thoroughly the slide by immersing in a washing tray filled with PBS for 5 minutes. Change PBS and
repeat wash.

7. Carefully dry off the slides by using the blotting paper provided. Keep the substrate moist along the

procedure.
8. Place 1 drop of Conjugate on each well. Incubate the slide for 30 minutes at room temperature (15-30°C)
into a moist chamber.

9. Wash (step 6) and dry (step 7).
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10. Place several drops of Mounting Medium on the slide and cover with a coverslip avoiding the formation of
air bubbles.

READING

Examine the slide using the fluorescence microscope (250-400x). For best results, the slides should be read
immediately. Select reading fields in the area indicated in the picture, between the center area and the edge
area. Select fields with uniform spacing between cells and uniform nuclei brightness. Fluorescent intensity in
the center end edge areas is not representative of the slide preparation.

well selected field

Observation of specific fluorescent staining, described as follows at the recommended dilution, should be
considered as a positive result.

There are two main staining patterns in ethanol-fixed neutrophils associated with autoimmune vasculitis: a
diffuse granular cytoplasmic staining with higher interlobular intensity (C-ANCA), and a compact staining of the
perinuclear zone of the cytoplasm (P-ANCA).

In some cases, the P-ANCA staining pattern observed on ethanol-fixed neutrophils may be due to antinuclear
antibodies (ANA). This results should be confirmed by runing the sample on formalin-fixed neutrophils.

There is only one staining pattern on formalin-fixed neutrophils associated with autoimmune vasculitis: C-
ANCA

In addition to these staining patterns, other less frequent patterns, like X-ANCA (or atypical P-ANCA), can be
identified, showing a broad non homogeneous perinuclear staining, eventually accompained by a diffuse
cytoplasmic pattern with no accentuation of the interlobular zone. For a proper observation of this pattern, the
use of methanol-fixed neutrophils is recommended.

Positive sera may be tittered. The serum titer is defined as the highest dilution showing a positive result.
When none of the above specific stainings are observed, the result should be considered negative for these
autoantibodies.

QUALITY CONTROL

Positive Controls (CONTROL +) and Negative Control (CONTROL -) provided with kits cod 50053 should be
tested together with the patients samples, in order to verify the assay performance.

Positive Controls (CONTROL +) should give the above described specific staining.

Negative Control (CONTROL -) should not give any specific staining.

Each laboratory should establish its own internal Quality Control scheme and procedures for corrective action
if controls do not recover within the acceptable tolerances.

ASSAY CHARACTERISTICS

The IgG FITC/Evans conjugate is calibrated versus the International Standard of the WHO for sheep anti-
human immunoglobulins conjugated with FITC.

The specificity of the C-ANCA Positive Control has been verified against the PR3-ANCA Human Reference
serum #16 from the CDC. The specificity of the P-ANCA Positive Control has been verified against the PR3-
ANCA Human Reference serum #15 from the CDC.



The C-ANCA staining pattern on ethanol-fixed neutrophils is the result of the antibody binding mainly to the
antigen proteinase 3. In formalin-fixed neutrophils, this staining pattern is due to the antibody binding to
myeloperoxidase.

The P-ANCA staining pattern on ethanol-fixed neutrophils is the result of the antibody binding to
myeloperoxidase.

DIAGNOSTIC CHARACTERISTICS

There is a strong association between Wegener's granulomatosis and the presence of C-ANCA pattern
associated with PR-3. This staining pattern is almost exclusively found in patients with this disease and its
diagnostic specificity is higher than 90%. Sensitivity depends on the disease stage but can be found in
average around 66% ). P-ANCA pattern associated with MPO can be found in necrotizing idiopathic vasculitis,
like microscopic polyangiitis, idiopathic crescentic glomerulonephritis, Churg-Strauss syndrome, poliarteritis
nodosa and Wegener's granulomatosis. Sensitivities of P-ANCA for microscopic polyangiitis and Churg-
Strauss syndrome are 58% and 74,5%, respectively, whereas specificities are 81% and 95% (4. X-ANCA
pattern is associated with the diagnostic of inflammatory bowel diseases like ulcerative colitis (50-70%) and
Crohn's disease (10-30%), as well as other nonvasculitic autoimmune diseases ).

Clinical diagnosis should not be made on the findings of a single test result, but should integrate both clinical
and laboratory data.

NOTES

1. Avoid touching the cells fixed into the wells along the procedure.

2. Use a squeeze bottle or a pipette to wash the slides, avoiding cross-contamination among the adjacent
samples.
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( ANCA-Etanolo z
Immunofluorescenza Indiretta NEUTROFILI UMANI E
COD 50053 10 x 6 det. COD 50054 10 x 12 det.
Solo per uso in vitro nel laboratorio clinico A;,ME,!‘JQELN'
USO PREVISTO

Reattivi per la determinazione qualitativa degli anticorpi anti-citoplasma utilizzati nei metodi di
immunofluorescenza indiretta per la rilevazione di anticorpi nel siero umano.
PRINCIPIO DEL METODO

Gli anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA) del siero si legano ai corrispondenti antigeni presenti nei
neutrofili umani. Una volta uniti, gli anticorpi vengono evidenziati mediante I'incubazione con un anticorpo
contro le immunoglobuline umane coniugato con fluoresceina e visualizzati mediante microscopia a

fluorescenza’.
CONTENUTO
COD 50053 COD 50054
Vetrini 10 x 6 det. 10 x 12 det.
PBS (10x) 1% 100 mL -
Cont. Posit. P-ANCA 1x1mL -
Cont. Posit. C-ANCA 1x1mL -
[ coNTROLT—] | Controlio Negativo 1x1mL -
1gG FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
SLD Vetrini coprioggetto 1x12 -
COMPOSIZIONE
SLIDE Neutrofili umani fissati in etanolo.
PBS Fosfato di sodio 112,5 mmol/L, fosfato di potassio 30 mmol/L, cloruro sodico 1,15 mol/L, azide
di sodio 0,95 g/L, pH 7,2.
CONTROL + P-ANCA: Siero umano con anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA) “pattern
perinucleare”, azide di sodio 0,95 g/L.
CONTROL + C-ANCA: Siero umano con anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA) “pattern
citoplasmatico”, azide di sodio 0,95 g/L.
CONTROL-  Siero umano, azide di sodio 0,95 g/L.
CONJUGATE Anticorpi di capra anti-immunoglobuline IgG umane coniugati con isotiocianato di fluoresceina
(FITC), blu di Evans 0,01 g/L, azide di sodio 0,95 g/L
MOUNT Mezzo di Montaggio: Mowiol 1%, Glicerolo 87%, Tris 20 mmol/L, azide di sodio 0,95 g/L.

| sieri umani utilizzati nella preparazione del Controllo Positivo e Negativo, é negativo per I’ antigene HBs e
per gli anticorpi anti-HCV e anti-HIV. Tuttavia, iControlli vanno trattati con precauzione come potenzialmente

infettivi.



CONSERVAZIONE
Conservare a 2-8°C.

| reattivi sono stabili fino alla data di scadenza indicata sull' etichetta, purché conservati ben chiusi ed
evitandone la contaminazione durante I'uso.

Indicazioni di deterioramento:

— Componenti liquidi: Presenza di particelle, torbidita.

— Portaoggeti: Rottura della busta contenente i vetrino, difetti macroscopici come distacco o alterzioni delle
cellule.

REATTIVI AUSILIARI

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans, coniugato con colorante di contrasto blu di Evans.

MOUNT Mezzo di Montaggio.

CONTROL + P-ANCA: Siero umano con anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA) “pattern
perinucleare”, azide di sodio 0,95 g/L.

CONTROL + C-ANCA: Siero umano con anticorpi anti-citoplasma dei neutrofili (ANCA) “pattern
citoplasmatico”, azide di sodio 0,95 g/L.

CONTROL-  Controllo Negativo.
PREPARAZIONE DEI REATTIVI

PBS: Effettuare una diluizione 1/10 del PBS con acqua distillata. Stabile 1 mese a 2-8°C, se mantenuto alla
temperatura raccomandata, ben chiuso e se si presta attenzione a evitare la contaminazione durante I'uso.
Gli altri componenti sono pronti alluso.

MATERIALI AGGIUNTIVI

— Camera umida

— Vaschetta di lavaggio

— Microscopio in fluorescenza equipaggiato con filtri di eccitazione da 495 nm e di emissione da 525 nm per
la visualizzazione del FITC.

CAMPIONI

Siero o plasma raccolti mediante procedimenti standard. Stabile una settimana a 2-8°C.

Diluire i campioni 1/20 in PBS (vedere Preparazione dei Reattivi) prima del test.

Per la titolazione di un campione positivo, realizzare diluizioni doppie in PBS a partire da 1/40.

Tuttavia, ogni laboratorio dovra predisporre un proprio esempio di diluizione sulla base delle caratteristiche

della popolazione.

PROCEDIMENTO

1. Portare i reattivi ed i campioni a temperatura ambiente.

2. Depositare una goccia (25 ul) di campione diluito o dei Controlli nei pozzetti del vetrino, procurando di
coprirlo perfettamente (Nota 1).

3. Incubare il vetrino in camera umida per 30 minuti a temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminare le gocce dei campioni inclinando il vetrino e picchiettandolo leggermente. Evitare di mescolare i
sieri.

5. Eliminare il siero rimanente nel vetrino lavandolo con PBS (vedere preparazione del Reattivo). (Nota 2).

6. Lavare il vetrino immergendolo in una vaschetta con PBS per 5 minuti. Cambiare il PBS e ripetere il
lavaggio.

7. Asciugare con cura il vetrino utilizzando la carta bibula fornita. Il substrato deve restare sempre umido.



8. Depositare una goccia di Conjugate in ogni pozzetto. Collocare il vetrino in una camera umida e incubare
a temperatura ambiente (15-30°C) per 30 minuti.

9. Lavare (vedere punto 6) ed asciugare (vedere punto 7).

. Depositare alcune gocce di Mounting Medium sopra il vetrino e porre un coprioggetti evitando la
formazione di bolle d' aria.

LETTURA

Esaminare le cellule con un microscopio a fluorescenza (250-400x). Si raccomanda di eseguire la lettura
immediatamente. Per eseguire la lettura, selezionare campi di osservazione della zona indicata nello schema,
tra il centro e la periferia del pozzetto. Selezionare campi con distribuzione di cellule ed intensita di
fluorescenza uniformi. L intensita di fluorescenza alla periferia o al centro del pozzetto non € da tenere in
considerazione.

=)

pozzetto campo selezionato

L’ osservazione del marcaggio fluorescente specifico descritto di seguito indica un risultato positivo alla
diluizione raccomandata.

Esistono due pattern principali di marcatura in neutrofili fissati con etanolo associati a vasculite autoimmuni:
una marcatura granulare diffusa del citoplasma del neutrofilo con maggiore intensita interlobulare (C-ANCA) e
una marcatura compattata della zona perinucleare del citoplasma (P-ANCA).

In alcuni casi, il pattern di marcatura P-ANCA rilevato nei neutrofili fissati con etanolo pud essere riconducibile
ad anticorpi anti-nucleari (ANA). Tali esiti vanno confermati testando il campione in neutrofili fissati con
formalina.

Nei neutrofili fissati con formalina si rileva soltanto un pattern di marcatura associato a vasculite autoimmune:
C-ANCA.

Oltre a questi due pattern di marcatura, & possibile individuarne di altri meno frequenti come X-ANCA
(o P-ANCA atipico), con estesa marcatura non omogenea perinucleare eventualmente associata a marcatura
citoplasmatica diffusa senza accentuazione interlobulare. Ai fini di una corretta visualizzazione di tale pattern,
si consiglia I'impiego di neutrofili fissati con metanolo.

| campioni positivi possono essere titolati intendendo per titolo la diluizione maggiore con esito positivo.

In caso di mancato rilevamento delle marcature specifiche descritte, il risultato sara negativo per gli anticorpi
indicati.

CONTROLLO DI QUALITA’

Il Controlli Positivo (CONTROL+) e il Controllo Negativo (CONTROL-) forniti con i kits cod 50053 debbono
essere testati insieme ai campioni dei pazienti per verificare la funzionalita del procedimento.

Il Controlli Positivo (CONTROL+) deve presentare il pattern tipico, descritto sopra.

Il Controllo Negativo (CONTROL-) non deve dare luogo a nessun tipo di fluorescenza specifica.

Ogni laboratorio deve stabilire il proprio programma di Controllo di Qualita interno, cosi pure procedimenti di
correzione nel caso che i controlli non rientrino nelle tolleranze accettabili.

CARATTERISTICHE DEL TEST

| coniugati IgG FITC/Evans sono calibrati sulla base dello standard internazionale della OMS di anti-
immunoglobuline umane di pecora coniugate con FITC.



La specificita del Controllo Positivo AMA ¢ stata verificata contro un siero umano di riferimento PR3-ANCA
#16 della CDC. La specificita del Controllo Positivo P-ANCA ¢ stata verificata contro un siero umano di
riferimento MPO-ANCA #15 della CDC.

Lo standard di colorazione di C-ANCA sui neutrofili fissati con etanolo € il risultato dell'unione degli anticorpi
principalmente allantigene proteinasi 3. Nel caso dei neutrofili fissati con formalina, tale standard di
colorazione si deve all'unione degli anticorpi alla mieloperossidasi.

Lo standard di colorazione di P-ANCA sui neutrofili fissati con etanolo € il risultato dell'unione degli anticorpi
alla mieloperossidasi.

Il pattern di marcatura X-ANCA, rilevato su vetrino fissato con metanolo, deriva dall'unione dell'anticorpo con
molteplici specificita antigeniche quali catepsina G, lactoferrina ed elastasi.

CARATTERISTICHE DIAGNOSTICHE

Si rileva un vincolo fortissimo tra la granulomatosi di Wegener e la comparsa della marcatura C-ANCA
associata a PR3. Tale pattern di marcatura concerne in via esclusiva pazienti affetti da tale patologia, con
specificita diagnostica superiore al 90%. Sebbene la sensibilita dipenda dallo stadio della malattia, si puo
attestare circa sul 66%. Il pattern P-ANCA associato a MPO & rinvenibile nelle vasculiti idiopatiche
necrotizzanti come la poliangite microscopica, la glomerulonefrite idiopatica a semilune, la sindrome di Churg-
Strauss, la poliarterite nodosa e la granulomatosi di Wegener. Le sensibilita dei P-ANCA per la poliangite
microscopica e per la sindrome di Churg-Strauss sono pari rispettivamente al 58% e al 74,5% mentre le
specificita si attestano rispettivamente sull'81% e sul 95% @4). Il pattern  X-ANCA ¢é associato alla diagnosi di
malattie infiammatorie dell'intestino quali colite ulcerosa (50-70%) e la malattia di Crohn (10-30%) nonché ad
altre malattie autoimmuni non vasculitiche().

La diagnosi clinica non puo essere effettuata esclusivamente tenendo conto del risultato del presente test, ma

deve integrare i dati clinici e di laboratorio.

NOTE

1. Evitare di toccare le cellule del pozzetto durante tutta la prova.

2. Utilizzare una spruzzetta o pipetta per questo lavaggio, evitando la possibile contaminazione con i
campioni adiacenti.
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ANCA - ETANOL z
Inmunofluorescencia Indirecta - NEUTROFILOS HUMANOS ]
=
COD 50053 10 x 6 det. COD 50054 10 x 12 det.
Solo para uso in vitro en el laboratorio clinico A;,ME,!‘JQELN'
USO PREVISTO

Reactivos para la determinacion cualitativa de anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) en suero
humano mediante inmunofluorescencia indirecta.

FUNDAMENTO DEL METODO

Los anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) del suero se unen a sus correspondientes antigenos
presentes en los neutréfilos humanos. Una vez unidos, los anticuerpos se ponen de manifiesto mediante la
incubacion con un anticuerpo contra las inmunoglobulinas humanas conjugado con fluoresceina y se
visualizan por microscopia de fluorescencia’.

CONTENIDO
COD 50053 COD 50054
Portaobjetos 10 x 6 det. 10 x 12 det.
PBS (10x) 1x100 mL -
CONTROL Cont. Posit. P-ANCA 1x1mL -
CONTROL Cont. Posit. C-ANCA 1x1mL -
Control Negativo 1x1mL -
1gG FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
SLD| | Cubreobjeto 1x12 -
COMPOSICION
SLIDE Neutréfilos humanos fijados con etanol.
PBS Fosfato de sodio 112,5 mmol/L, fosfato de potasio 30 mmol/L, cloruro sédico 1,15 mol/L, azida

de sodio 0,95 g/L, pH 7,2.

CONTROL+ P-ANCA: Suero humano con anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “patrén
perinuclear”, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA: Suero humano con anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “patrén
citoplasmatico”, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL-  Suero humano, azida de sodio 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticuerpos de cabra anti-inmunoglobulinas IgG humanas conjugados con isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L, azida de sodio 0,95 g/L

MOUNT Medio de Montaje: Mowiol 1%, Glicerol 87%, Tris 20 mmol/L, azida de sodio 0,95 g/L.

Los sueros humanos utilizados en la preparacion del control negativo y el control positivo eran negativos para

el antigeno HBs y para los anticuerpos anti-HCV y anti-HIV. Sin embargo, los controles deben tratarse con

precaucion como potencialmente infecciosos.



CONSERVACION

Conservar a 2-8°C.

Los reactivos son estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta siempre que se conserven
bien cerrados y se evite la contaminacion durante su uso.

Indicaciones de deterioro:

— Componentes liquidos: Presencia de particulas, turbidez.

— Portaobjetos: Roturas en el sobre contenedor, defectos macroscopicos como ralladuras o despegues en
el cultivo de células.

REACTIVOS AUXILIARES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Medio de Montaje.

CONTROL+ P-ANCA: Suero humano con anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “patrén

perinuclear”, azida de sodio 0,95 g/L.
CONTROL+ C-ANCA: Suero humano con anticuerpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “patron
citoplasmatico”, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL-  Control Negativo.

PREPARACION DE LOS REACTIVOS

PBS: Efectuar una dilucion 1/10 del PBS con agua destilada. Estable 1 mes a 2-8°C, si se conserva a la

temperatura recomendada, bien cerrado y se tiene cuidado para evitar contaminaciones durante su uso.

Los deméas componentes estan listos para su uso.

EQUIPO ADICIONAL

— Camara himeda

— Cubeta de lavado

— Microscopio de fluorescencia equipado con filtros de excitacion de 495 nm y de emision de 525 nm para la
visualizacion del FITC.

MUESTRAS

Suero o plasma recogidos mediante procedimientos estandar. Estable una semana a 2-8°C.

Diluir las muestras 1/20 en PBS (ver Preparacion de los Reactivos) antes del ensayo.

Para la titulacion de una muestra positiva, realizar diluciones dobles en PBS a partir de la 1/40.

Sin embargo, cada laboratorio deberia establecer su propio ejemplo de dilucion basado en las caracteristicas

de la poblacion.

PROCEDIMIENTO

1. Atemperar los reactivos y las muestras a temperatura ambiente.

2. Depositar una gota (25 ulL) de la muestra diluida o de los Controles en los pocillos del portaobjetos,
procurando cubrirlo perfectamente (Nota 1).

3. Incubar el portaobjetos en camara himeda durante 30 minutos a temperatura ambiente (15-30°C).

4. Eliminar las gotas de las muestras inclinando el portaobjetos y golpeandolo ligeramente. Evitar la mezcla
de sueros.

5. Eliminar el suero remanente en el portaobjetos lavandolo con PBS (ver preparacion del Reactivo).
(Nota 2).

6. Lavar el portaobjetos sumergiéndolo en una cubeta con PBS durante 5 minutos. Cambiar el PBS y repetir
el lavado.

7. Secar cuidadosamente el portaobjetos utilizando el papel secante suministrado. El sustrato debe
permanecer siempre himedo.



8. Depositar una gota de Conjugate en cada pocillo. Colocar el portaobjetos enuna cémara himeda e
incubar a temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.

9. Lavar (ver paso 6) y secar (ver paso 7).

10. Depositar varias gotas de Mounting Medium sobre el portaobjetos y colocar un cubreobjetos procurando
evitar la formacion de burbujas de aire.

LECTURA

Examinar las células con un microscopio de fluorescencia (250-400x). Es recomendable realizar la lectura de
inmediato. Para realizar la lectura, seleccionar campos de observacion de la zona indicada en el esquema,
entre el centro y la periferia del pocillo. Seleccionar campos con distribucion de células e intensidad de
fluorescencia uniformes. La intensidad de marcaje de la periferia o del centro del pocillo no es representativa
de la preparacion.

pocillos campo seleccionado

La observacion de marcaje fluorescente especifico descrito a continuacion indica un resultado positivo a la
dilucion recomendada.

Existen dos patrones de marcaje principales en neutréfilos fijados con etanol asociados a vasculitis
autoinmunes: un marcaje granular difuso del citoplasma del neutréfilo con mayor intensidad interlobular
(C-ANCA), y un marcaje compactado de la zona perinuclear del citoplasma (P-ANCA).

En algunos casos, el patron de marcaje P-ANCA observado en neutrdfilos fijados con etanol puede deberse a
anticuerpos anti-nucleares (ANA). Estos resultados deben ser confirmados ensayando la muestra en
neutrofilos fijados con formalina.

En neutrdfilos fijados con formalina, existe Unicamente un patrén de marcaje asociado a vasculitis
autoinmunes: C-ANCA.

Ademés de estos dos patrones de marcaje, es posible identificar otros menos frecuentes, como X-ANCA
(o P-ANCA atipico), con marcaje extenso no homogéneo perinuclear. Puede ir acompafiado de marcaje
citoplasmatico difuso sin acentuacion interlobular. Para una adecuada visualizacion de este patrén, es
recomendable utilizar neutréfilos fijados con metanol.

Las muestras positivas pueden titularse. Se define el titulo como la dilucién mayor que da resultado positivo.

Cuando no se observa ninguno de los marcajes especificos descritos, el resultado es negativo para los
autoanticuerpos indicados.

CONTROL DE CALIDAD

Los Controles Positivos (CONTROL+) y el Control Negativo (CONTROL-) suministrados con los kits cod
50053 deben ser ensayados junto con las muestras de los pacientes para verificar la funcionalidad del
procedimiento de ensayo.

Los Controles Positivos (CONTROL+) debe proporcionar el marcaje especifico descrito en el apartado
anterior.

El Control Negativo (CONTROL-) no debe proporcionar marcaje especifico alguno.

Cada laboratorio debe establecer su propio programa de Control de Calidad interno, asi como procedimientos
de correccion en el caso de que los controles no cumplan con las tolerancias aceptables.



CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

— El conjugado I9G FITC/Evans esta calibrado frente al Patrén Internacional de la OMS de anti-
inmunoglobulinas humanas de oveja conjugadas con FITC.

— La especificidad del Control Positivo C-ANCA esta verificada frente al suero humano de referencia PR3-
ANCA #16 de la CDC. La especificidad del Control Positivo P-ANCA esta verificada frente al suero
humano de referencia MPO-ANCA #15 de la CDC.

— El patrén de marcaje C-ANCA observado en portaobjetos fijados con etanol es el resultado de la union del
anticuerpo con la proteinasa 3.

— El patrén de marcaje P-ANCA, observado en portaobjetos fijados con etanol, es el resultado de la union
del anticuerpo con la mieloperoxidasa.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

Existe una muy fuerte asociacion entre la granulomatosis de Wegener y la aparicion de marcaje C-ANCA
asociado a PR3. Este patron de marcaje es practicamente exclusivo de pacientes con esta enfermedad y su
especificidad diagnéstica es superior al 90%. La sensibilidad depende del estadio de la enfermedad pero
puede situarse en torno al 66%@. El patron P-ANCA asociado a MPO, puede encontrarse en vasculitis
idiopaticas necrosantes, como la poliangiitis microscopica, la glomerulonefritis creciente idiopatica, el
sindrome de Churg-Strauss, la poliarteritis nodosa y la granulomatosis de Wegener. Las sensibilidades de
P-ANCA para poliangiitis microscopica y para el sindrome de Churg-Strauss son 58% y 74,5%,
respectivamente, mientras que las especificidades son del 81% y del 95%®34). El patron X-ANCA esta
asociado al diagndstico de enfermedades inflamatorias del intestino, como la collitis ulcerosa (50-70%) y la
enfermedad de Crohn (10-30%), ademas de otras enfermedades autoinmunes no vasculiticas®.

El diagnéstico clinico no debe basarse exclusivamente en el resultado de este ensayo, sino que debe integrar
los datos clinicos y de laboratorio.

NOTAS

1. Evitar tocar las células del pocillo durante todo el procedimiento.
2. Utilizar un frasco lavador o pipeta para este lavado, evitando la posible contaminacion con las muestras
adyacentes.
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ANCA-Ethanol z
Immunofluorescence Indirecte NEUTROPHILES HUMAINS E
H
COD 50053 10 x 6 tests COD 50054 10x 12 tests
A utiliser uniquement in vitro dans les laboratoires cliniques A;,ME,!‘JQELN'
USAGE PREVU

Réactifs pour la détermination qualitative d’anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles (ANCA) dans le sérum
humain par immunofluorescence indirecte.

PRINCIPE DE LA METHODE

Les anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles (ANCA) du sérum se lient aux antigénes correspondants
présents dans les neutrophiles humains. Les complexes antigénes-anticorps résultants sont détectés au
moyen d’un anticorps anti-immunoglobuline humaine marqué a la fluorescéine et visualisés a l'aide d’un
microscope a fluorescence.

CONTENU
COD 50053 COD 50054
Lames 10 x 6 tests 10 x 12 tests
PBS (10x) 1x100 mL -
Controle Posiif P-ANCA 1x1ml -
Contrdle Positif C-ANCA 1x1mL -
[CoNTROLT—] | Contréle Neégatif 1x1mL -
19G FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
SLD| | Couvre-lames 1x12 -
COMPOSITION
SLIDE Neutrophiles humains fixés a I'éthanol dans chaque puits.
PBS Phosphate de sodium 112,5 mmol/L, phosphate de potassium 30 mmoliL, chlorure de sodium

1,15 mol/L, azide de sodium 0,95 g/L, pH 7,2.

CONTROL + P-ANCA: Sérum humain contenant des anticorps anticytoplasmes des neutrophiles (ANCA)
« modéle périnucléaire », azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL + C-ANCA: Sérum humain contenant des anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles (ANCA)
« modéle cytoplasmique », azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL-  Sérum humain, azide de sodium 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticorps de chévre anti-IgG humaine conjugués a lisothiocyanate de fluorescéine (FITC),
bleu Evans 0,01 g/L, azide de sodium 0,95 g/L.

MOUNT Milieu de Montage: Mowiol 1%, Glycérol 87%, Tris 20 mmol/L, azide de sodium 0,95 g/L.

Les sérums humains utilisés pour la préparation des contréles positif et négatif sont négatifs pour I'antigéne

HBs et pour les anticorps anti-HCV et anti-HIV. Cependant, les contréles doivent étre traités avec précaution

comme potentiellement infectieux.



CONSERVATION

Conserver a 2-8°C.

Les réactifs sont stables jusqu'a la date limite indiquée sur 'étiquette & condition d'étre toujours conservés bien fermés
et d'éviter toute contamination pendant leur utilisation.

Indications de dégradation:

— Composants liquides: Présence de particules, turbidité.

— lames: ruptures de I'emballage, défauts macroscopiques des cultures cellulaires comme des éraflures ou des
décollages de la monocouche.

REACTIFS SUPPLEMENTAIRES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Milieu de Montage.

CONTROL+ P-ANCA: Sérum humain contenant des anticorps anticytoplasmes des neutrophiles (ANCA)
« modéle périnucléaire », azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA: Sérum humain contenant des anticorps anti-cytoplasme des neutrophiles (ANCA)
« modele cytoplasmique », azide de sodium 0,95 g/L.

CONTROL-  Contréle négatif.

PREPARATION DU REACTIF

PBS: Effectuer une dilution 1/10 du PBS avec de l'eau distillée. Stable 1 mois a 2-8°C, s'il est conservé a la

température recommandée, bien fermé et si des précautions sont prises pour éviter les contaminations

pendant son utilisation.

Les autres réactifs sont préts a 'emploi.

EQUIPEMENT SUPPLEMENTAIRE

— Chambre humide

— Boite de lavage

— Microscope a fluorescence équipé d'un filtre & excitation 495 nm et d'un filtre & émission @ 525 nm pour la
visualisation FITC.

ECHANTILLONS

Le sérum ou le plasma est collecté par des procédures standards. Stables 1 semaine a 2-8°C.

Diluer I'échantillon au 1/20 dans du PBS (voir Préparation des Réactifs) avant le test.

Pour titrer les échantillons positifs, faire des doubles dilutions en série & partir de celle au 1/40 dans du PBS.
Toutefois, chaque laboratoire devrait établir son propre exemple de dilution basé sur les caractéristiques de la
population.

PROCEDURE

1. Placer les réactifs et les échantillons a température ambiante.

2. Déposer une goutte (25 L) de I'échantillon dilué ou du Contréle dans chaque puits de la lame, faire attention qu'il
soit complétement recouvert (Note 1).

3. Incuber la lame 30 minutes a température ambiante (15-30°C) dans une chambre humide.

4. Eliminer les gouttes d'échantillons en tapotant doucement la lame inclinée. Eviter des contaminations entre les
sérums.

5. Rincer doucement la lame avec le PBS (voir Préparation des Réactifs) (Note 2).

6. Bien laver la lame en 'immergeant dans la boite de lavage remplie de PBS pendant 5 minutes. Changer le PBS et
répéter le lavage.

7. Sécher avec précaution les lames en utilisant le papier absorbant fourni. Garder la coupe de tissu humide pendant
la procédure.



8. Déposer 1 goutte de Conjugate dans chaque puits. Incuber la lame 30 minutes a température ambiante (15-30°C)
dans une chambre humide.

9. Laver (étape 6) et sécher (étape 7).

10. Déposer plusieurs gouttes de Mounting Medium sur la lame et la recouvrir avec un couvre-lame en évitant la
formation de bulles d'air.

LECTURE

Examiner la lame en utilisant un microscope a fluorescence (250-400x). Pour de meilleurs résultats, les lames
doivent étre lues immédiatement. Sélectionner les champs de lecture dans I'aire indiquée sur la figure, entre le
centre de I'aire et le bord de I'aire. Sélectionner les champs avec un espace uniforme entre les cellules et une
brillance des noyaux uniforme. L'intensité de la fluorescence au centre et au bord des régions n'est pas
représentative de la préparation de la lame.

L'observation du marquage fluorescent spécifique décrit ci-dessous indique un résultat positif a la dilution
recommandée.

Il existe deux aspects de marquage principaux dans les neutrophiles fixés avec de I'éthanol associés aux
vasculites auto-immunes: un marquage granulaire diffus du cytoplasme du neutrophile avec une plus grande
intensité interlobulaire (C-ANCA) et un marquage compacté de la zone périnucléaire du cytoplasme
(P-ANCA).

Dans certains cas, le schéma de marquage de P-ANCA observé dans les neutrophiles fixés avec de I'éthanol
peut étre di a des anticorps antinucléaires (ANA). Ces résultats devront étre confirmés en analysant
I'échantillon dans des neutrophiles fixés avec du formol.

Dans les neutrophiles fixés avec du formol, il n'existe qu'un aspect de marquage associé aux vasculites auto-
immunes: C-ANCA.

Outre ces deux aspects de marquage, il est possible d'en identifier d'autres moins fréquents, comme X-ANCA
(ou P-ANCA atypique), avec un marquage étendu non homogene périnucléaire. Il peut étre accompagné d'un
marquage cytoplasmique diffus sans accentuation interlobulaire. Pour une visualisation adéquate de cet
aspect, il est recommandé d'utiliser des neutrophiles fixés avec du méthanol.

Les échantillons positifs peuvent étre fitrés. Le titre est défini comme la plus grande dilution qui donne un
résultat positif.

Lorsque I'on n'observe aucun des marquages spécifiques décrits, le résultat est négatif pour les autoanticorps
indiqués.

CONTROLE DE QUALITE

Le Controles Positifs (CONTROL+) et le Contréle Négatif (CONTROL-) fournis avec les kits cod 50053 doivent
étre testés ensemble sur des échantillons de patients afin de vérifier la performance du test.

Le Controles Positifs (CONTROL+) doit donner les marquages spécifiques décrits ci-dessus.

Le Controle Négatif (CONTROL-) ne doit donner aucun marquage spécifique.

Chaque laboratoire doit établir ses propres protocoles et méthodes de Controle de Qualité interne afin
d'apporter les modifications nécessaires en cas de dépassement des tolérances.

CARACTERISTIQUES DU TEST

Le conjugué IgG FITC/Evans est calibré par rapport & I'Etalon International de 'OMS d’anti-immunoglobulines
humaines de brebis conjuguées avec FITC.



— La spécificité du controle positif C-ANCA est vérifiée par rapport au sérum humain de référence
PR3-ANCA #16 de la CDC. La spécificité du contrdle positif P-ANCA est vérifiée par rapport au sérum
humain de référence MPO-ANCA #15 de la CDC.

— Le schéma de coloration de C-ANCA chez les neutrophiles fixés avec de I'éthanol est le résultat de I'union
des anticorps principalement & I'antigéne protéinase 3. Chez les neutrophiles fixés avec du formol, ce
schéma de coloration est d{i a 'union des anticorps a la myéloperoxidase.

— Le schéma de coloration de P-ANCA chez les neutrophiles fixés avec de I'éthanol est le résultat de 'union
des anticorps a la myéloperoxidase.

CARACTERISTIQUES DIAGNOSTIQUES

Il existe une trés forte association entre la granulomatose de Wegener et I'apparition du marquage C-ANCA
associé a PR3. Cet aspect de marquage est pratiquement exclusif des patients atteints de cette maladie et sa
spécificité diagnostique est supérieure a 90 %. La sensibilité dépend du stade de la maladie, mais peut se
situer autour de 66 %@. L'aspect P-ANCA associé a MPO peut étre observé en cas de vascularite
idiopathique nécrosante, notamment en cas de polyangéite microscopique, de glomérulo-néphrite rapidement
progressive idiopathique, de syndrome de Churg-Strauss, de périartérite noueuse et de granulomatose de
Wegener. Les sensibilités de P-ANCA pour la polyangéite microscopique et le syndrome de Churg-Strauss
sont de 58 % et de 74,5 %, respectivement, alors que les spécificités sont de 81 % et de 95 % ©4). L'aspect
X-ANCA est associé au diagnostic de maladies inflammatoires de lintestin, comme la colite ulcéreuse
(50-70 %) et la maladie de Crohn (10-30 %), en plus d'autres maladies auto-immunes non vasculitiques(®).

Le diagnostic clinique ne doit pas se baser exclusivement sur le résultat de ce test, mais doit intégrer les

données cliniques et de laboratoire.

NOTES

1. Eviter de toucher les cellules fixées dans les puits tout au long de la procédure.

2. Utiliser une une pipette pour laver les lames, en évitant les contaminations entre les échantillons adjacents.
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ANCA-Etanol z
Imunofluorescéncia Indirecta NEUTROFILOS HUMANOS E
H
COD 50053 10 x 6 det. COD 50054 10 x 12 det.
$6 para uso in vitro no laboratério clinico A;,ME,!‘JQELN'
UTILIZAGAO PREVISTA

Reagentes para a determinagdo qualitativa de anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) em soro
humano pelo método de imunofluorescéncia indirecta.

FUNDAMENTO DO METODO

Os anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) do soro s&o unidos aos seus correspondentes antigénios
presentes nos neutréfilos humanos. Uma vez unidos, os anticorpos manifestam-se por meio de incubagéo
com um anticorpo contra as imunoglobulinas humanas conjugado com fluoresceina e sdo visualizados por
microscopia de fluorescéncia’.

CONTEUDO
COD 50053 COD 50054
Laminas 10 x 6 det. 10 x 12 det.
PBS (10x) 1x100 mL -
CONTROL Contr. Posit. P-ANCA 1x1mL -
CONTROL Contr. Posit. C-ANCA 1x1mL -
Controlo Negativo 1x1mL -
1gG FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
[COVER[SLD| | Lamelas 1x12 -
COMPOSIGAO
SLIDE Neutréfilos humanos fixados em etanol.
PBS Fosfato de sédio 112,5 mmol/L, fosfato de potéssio 30 mmoliL, cloreto sddico 1,15 mollL,

azida de sodio 0,95 g/L, pH7,2.

CONTROL+. P-ANCA: Soro humano com anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “padrdo
perinuclear’, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL+. C-ANCA: Soro humano com anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “padrdo
citoplasmatico”, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL-. Soro humano, azida de sédio 0,95 g/L.

CONJUGATE Anticorpos de cabra anti-imunoglobulinas IgG humanas conjugados com isotiocianato de
fluoresceina (FITC), azul de Evans 0,01 g/L, azida de sodio 0,95 g/L

MOUNT Meio de Montagem: Mowiol 1%, Glicerol 87%, Tris 20 mmol/L, azida de sédio 0,95 g/L.

Os soros humanos utilizados na preparagéo do controlo negativo e o controlo positivo eram negativos para o

antigeno HBs e para os anticorpos anti-HCV e anti-HIV. Ndo obstante, os controlos devem ser tratados com

precaugado como potencialmente infecciosos.



CONSERVAGAO

Conservar a 2-8°C.

Os reagentes s&o estaveis até a data de caducidade indicada na etiqueta sempre que se conservem bem

fechados e se evite a contaminag&o durante o seu uso.

Indicagdes de deterioragao:

— Componentes liquidos: Presenga de particulas, turvagéo.

— Laminas: Roturas no pacote contentor, defeitos macroscopicos como raladuras ou descolagens no cultivo

das células.

REAGENTES AUXILIARES

PBS PBS (10x).

CONJUGATE  1gG FITC/Evans.

MOUNT Meio de Montagem.

CONTROL+.  P-ANCA: Soro humano com anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “padrdo
perinuclear”, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL+.  C-ANCA: Soro humano com anticorpos anti-citoplasma de neutréfilos (ANCA) “padrdo
citoplasmatico”, azida de sodio 0,95 g/L.

CONTROL-.  Controlo Negativo.

PREPARAGAO DOS REAGENTES

PBS: Efetuar uma diluigéo a 1/10 do PBS com &gua destilada. Estavel 1 més a 2-8°C se for conservado a
temperatura recomendada, bem fechado e tendo cuidado para evitar contaminagdes durante a sua utilizagao.
Os outros componentes estéo prontos a utilizar.

EQUIPAMENTO ADICIONAL

— Cémara humida

— Cuvete de lavagem

— Microscapio de fluorescéncia equipado com filtros de excitagéo de 495 nm e de emisséo de 525 nm para
a visualizagdo do FITC.

AMOSTRAS

Soro ou plasma recolhidos através de procedimentos standard. Estavel uma semana a 2-8°C.

Diluir as amostras 1/20 em PBS (ver Preparagao dos Reagentes) antes do ensaio.

Para a titulagdo de uma amostra positiva, realizar diluigées duplas em PBS a partir da 1/40.

No entanto, cada laboratério devera estabelecer o seu proprio exemplo de dilugdo baseado nas
caracteristicas da populagéo.

PROCEDIMENTO

. Temperar os reagentes e as amostras a temperatura ambiente.

2. Depositar uma gota (25 ulL) da amostra diluida ou dos Controlos nos pogos da lamina, tentar cobrir
perfeitamente (Nota 1).

. Incubar a lamina na cdmara humida durante 30 minutos & temperatura ambiente (15-30°C).

. Eliminar as gotas das amostras inclinando a lamina e dar golpes suavemente. Evitar a mistura de soros.

. Eliminar o soro restante na lamina lavando-a com PBS (ver preparagéo do Reagente). (Nota 2).

. Lavar a lamina submergindo-a numa cuvete com PBS durante 5 minutos. Substituir o PBS e repetir a
lavagem.

. Secar cuidadosamente a lamina utilizando o papel absorvente fornecido. El substrato deve permanecer
sempre humido.

. Depositar uma gota do Conjugate em cada pogo. Colocar a lamina numa cémara himida e incubar a
temperatura ambiente (15-30°C) durante 30 minutos.
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9. Lavar (ver passo 6) e secar (ver passo 7).
10. Depositar varias gotas do Mounting Medium sobre a ldmina e colocar uma lamela evitando a formagéo de
bolhas de ar.

LEITURA

Examinar as células com um microscopio de fluorescéncia (250-400x). E recomendavel realizar a leitura
imediatamente. Para realizar a leitura, seleccionar os campos de observagéo da zona indicada no esquema,
entre o centro e a periferia do pogo. Seleccionar os campos com distribuigdo de células e intensidade de
fluorescéncia uniformes. A intensidade da marcagao da periferia ou do centro do pogo néo é representativa da
preparagao.

pogo campo seleccionado

A observagédo de marcagéo fluorescente especifica descrita seguidamente indica um resultado positivo com a
diluigao recomendada.

Ha dois padrées de marcacdo principais em neutréfilos fixados com etanol associados a vasculites
autoimunes: uma marcagéo granular difusa do citoplasma do neutréfilo com maior intensidade interlobular
(C-ANCA) e uma marcagéo compactada da zona perinuclear do citoplasma (P-ANCA).

Em alguns casos, o padrdo de marcagdo P-ANCA observado em neutrdfilos fixados com etanol pode ser
devido a anticorpos antinucleares (ANA). Estes resultados devem ser confirmados ensaiando a amostra em
neutrofilos fixados com formalina.

Em neutréfilos fixados com formalina, existe unicamente um padrdo de marcacéo associado a vasculites
autoimunes: C-ANCA.

Além destes dois padrdes de marcagéo, é possivel identificar outros menos frequentes como X-ANCA (ou
P-ANCA atipico) com marcagéo extensa ndo homogénea perinuclear. Pode ser acompanhado de marcagao
citoplasmatica difusa sem acentuagdo interlobular. Para uma visualizagdo adequada deste padréo,
recomenda-se utilizar neutréfilos fixados com metanol.

As amostras positivas podem ser tituladas. O titulo é definido como a diluigdo maior com resultado positivo.

Quando n&o for observada qualquer das marcagdes especificas descritas, o resultado é negativo para os
autoanticorpos indicados.

CONTROLO DE QUALIDADE

O Controles Positivos (CONTROL+) e o Control Negativo (CONTROL-) fornecidos com os kits cod 50053
devem ser ensaiados junto com as amostras dos pacientes para verificar a funcionalidade do procedimento
de ensaio.

O Controles Positivos (CONTROL+) deve proporcionar a marcagao especifica descrita no item anterior.

O Control Negativo (CONTROL-) néo deve proporcionar nenhuma marcagao especifica.

Cada laboratério deve estabelecer o seu prprio programa de Control de Qualidade interna, assim como os
procedimentos de correcgdo no caso em que os controlos ndo cumpram com as tolerancias aceitaveis.

CARACTERISTICAS DO ENSAIO

Os conjugados IgG FITC/Evans estdo calibrados face ao Padrdo Internacional da OMS de anti-
imunoglobulinas humanas de ovelha conjugadas com FITC.



A especificidade do Controlo Positivo C-ANCA esta verificada em comparagdo com um soro humano de
referéncia PR3-ANCA N.° 16 da CDC. A especificidade do Controlo Positivo P-ANCA esta verificada em
comparagéo com um soro humano de referéncia MPO-ANCA N.° 15 da CDC.

O padréo de coloragdo de C-ANCA em neutrdfilos fixados em etanol é o resultado da unido dos anticorpos,
principalmente, ao antigénio proteinase 3. Nos neutréfilos fixados em formalina, este padréo de coloragao
deve-se a unido dos anticorpos a mieloperoxidase.

O padréo de coloragéo de P-ANCA em neutréfilos fixados em etanol € o resultado da uni&o dos anticorpos &
mieloperoxidase.

CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS

Ha uma muito forte associagéo entre a granulomatose de Wegener e o aparecimento de marcagdo C-ANCA
associado a PR3. Este padréo de marcag&o é praticamente exclusivo de pacientes com esta doenca e a sua
especificidade diagnostica é superior a 90%. A sensibilidade depende do estadio da doenga, mas pode situar-
se em torno dos 66%(. O padrao P-ANCA associado a MPO pode ser encontrado em vasculites idiopaticas
necrotizantes como a poliangite microscopica, a glomerulonefrite crescente idiopatica, a sindrome de Churg-
Strauss, a poliarterite nodosa e a granulomatose de Wegener. As sensibilidades de P-ANCA para poliangite
microscopica e para a sindrome de Churg-Strauss sdo 58% e 74,5%, respetivamente, enquanto as
especificidades sdo 81% e 95%(4. O padrdo X-ANCA estd associado ao diagnéstico de doengas
inflamatdrias do intestino como a colite ulcerosa (50-70%) e a doenga de Crohn (10-30%), além de outras
doengas autoimunes n&o vasculiticas ().

O diagnéstico clinico ndo se deve basear exclusivamente no resultado deste ensaio, sendo que deve integrar
os dados clinicos e de laboratorio.

NOTAS

1. Evitar tocar as células do pogo durante todo o procedimento.
2. Utilizar um frasco de lavagem ou uma pipeta para esta lavagem, evitando a possivel contaminagéo com as
amostras adjacentes.

BIBLIOGRAFIA

1. Melnicoff MJ. Immunfluorescence Methods for Microscopic Analysis. En: Howard GC ed. Methods in
Nonradioactive Detection. Appleton & Lange, 1993.

2. Rao JK, Weinberger M, Oddone EZ, Allen NB, Landsman P, Feussner JR The Role of Antineutrophil
Cytoplasmic Antibody (c-ANCA) Testing in the Diagnosis of Wegener Granulomatosis: A Literature Review
and Meta-analysis. Ann Intern Med. 1995;123(12):925-932.

3. Hagen EC, Daha MR, Hermans J, Andrassy K, Csernok E, Gaskin G, Lesavre P, Liidemann J,
Rasmussen N, Sinico RA, Wiik A, van der Woude FJ. Diagnostic value of standardized assays for anti-
neutrophil cytoplasmic antibodies in idiopathic systemic vasculitis. EC/BCR Project for ANCA Assay
Standardization. Kidney Int. 1998; 53 (3): 743-53

. Sinico RA, Di Toma L, Maggiore U, Bottero P, Radice A, Tosoni C, Grasselli C, Pavone L, Gregorini G,
Monti S, Frassi M, Vecchio F, Corace C, Venegoni E, Buzio C. Prevalence and clinical significance of
antineutrophil cytoplasmic antibodies in Churg-Strauss syndrome. Arthritis Rheum. 2005;52(9):2589-93.

o~

5. Savige J, Dimech W, Fritzler M, et al. Addendum to the international Consensus Statement on Testing and
Reporting of Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies. Am J Clin Pathol 2003;120:312-318.



C ANCA- AiBavoAn i
<
Eppeoog AvooogpBopiopdg ANOPQIMINA OYAETEPODIAA ]
Kkwd 50053 10 x 6 Tpoadiopiapoi Kkwd 50054 10 x 12 mpoadiopicpoi
— AMENARINI
Mévo yia in vitro xpfipn o€ kAIVIKS EpyaoTrpio diagnostics
POBAEMOMENH XPHZH

Ta avriowyara évavtl Tou KutrapotAdopaTog Twv oudetepopidwv (ANCA) oe avBpwrivo opd e éupeao
avooopBopIapo.

APXH MEOOAOY

Ta avriowpara évavti Tou kuttapomAdopatog Twv oudetepo@idwv (ANCA) Tou opol evivovtal pe Ta
avrigroiga avriyéva Toug, mapdvia ota avBpwmiva oudetepd@iha. Metd Ty évwon, Ta avTiowyara
ekOnAWvovTal PE ETTWAON ME €va avTiowpa katd g avBpwmivng avoooo@alpivng GUJEUYEVO e
@Bopieakivn kai eival opard dia pikpoakoTTiag @Bopiauou .

NEPIEXOMENO
COD 50053 COD 50054
MAakidio 10 x 6 mpo. 10 x 12 mpo.
PBS (10x) 1x100mL -
CONTROL OeTIk6C EAeyyog P-ANCA 1x1mL -
CONTROL ©enkog Aeyxog C-ANCA 1x1mL -
[[CoNTROLT—] | Apvmikég éAeyxog 1x1mL -
1gG FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Kahupa 1x12 -
ZYNGEZH
SLIDE AvBpwmiva oudetepdpiAa aTabBepotroinuéva e aiBavon.
PBS Dwogopikd varpiou 112.5 mmol/L, guwogopikd kahiou 30 mmol/L, xAwpioUyo varpio 1.15

mol/L, agidio vatpiou 0.95 g/L, pH 7.2.

CONTROL+ P-ANCA: AvBpwivog opdg avTiowuara évavT Tou KUTTApOTIAGOOTOS Twv oudeTepo@idwv
(ANCA) “meprmrupnviké mpdtuto”, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA: AvBpwmivog 0pdg avTIGWyaTa vavTl ToU KUTTapOTIAGOATOG Twv OUBETEPOPIAWY
(ANCA) “kuttapotrAacparikd mpdTumo”, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONTROL-  AvBpwrrivog opdg, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONJUGATE Avriowpara aiyég avBpwrivng avti-avocooaipivng IgG ouleuypéva pe 1008eiokuavikn
@pBopieakivng (FITC), kuavé Tou Evans 0.01 g/L, agidio varpiou 0.95 g/L

MOUNT Méao (edgng: Mowiol 1%, Mukepivn 87%, Tris 20 mmol/L, agidio varpiou 0.95 g/L.

Or avBpwmivor opoi mou xpnoipomoIBnkav oty mpoeTolpaaia Tou apvnTIKoU Kai Tou BeTikoU eAéyyou frav
apvnrikoi yia 10 avryévo HBs kai yia ta avriowpara avri-VCH kai avri-VIH. MapoAa autd, or éAeyxor 6a
TIETIEI vVa XpnoiIoToIoUvTal e TIPOOOXT TTPOS aToQUYr EVOEXOUEVWY UOAIVOEWY.

OYAASH

®uUAagn aToug 2-8°C.



Ta avidpacTipia gival aTaBepd PéxP! TV avaypa@opevn atny TikéTa nuepopnvia Afgng, étav uAdcoovtal
KaAd kAeiopéva kar Oev emmpoAGvovTal KaTd Tn didpkela TG Xpriang Toug.

Evdeigeig aAoiwang:

- Yyp@ ouatarika: Epgdvion pikpoowpatdiakol uAikou, BoAepotnra.

— MNAakidio: IXIOUEG OTN CUOKEUODID, PAKPOOKOTTIKG EAATTWHATA OTTWG XAPGEEIS 1) aTTOKOAACEIG OTV
KAANIEPYEIT TWV KUTTAPWVY.

BOHOHTIKA ANTIAPAZTHPIA

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Méoo evgng.

CONTROL+ P-ANCA: AvBpwmivog 0pdg avTiowuara €vavl Tou KUTTApoTTAGopaTog Twv oudeTepopiAwyv
(ANCA) “mepiTrupnviké mpétuTio”, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA: AvBpwTivog 0p6g avTIoWHaTA €VaVTI TOU KUTTAPOTIAGOATOS TwV OUSETEPOPIAWV
(ANCA) “kuttapomrAacparikd mpdTumo”, agidio varpiou 0.95 g/L.

CONTROL-  Apvnrikdg éAeyxog.

NPOETOIMAZIA ANTIAPAZTHPIQN

PBS: Apaiwote To PBS oe avahoyia 1/10 pe ameataypévo vepd. ETabepd yia 1 priva o€ Bepuokpaaia 2-8°C,
€pooov QUAGOTETal OTN oUVIOTWPEVN Beppokpaaia, KaAd KAeloTo, kai SoBei n déouoa TPOCOXN WOTE val
amoTpaei TU6V pOAuvan kard ) dIApKEID TG XpProNg.

Ta uméAoITTa GUCTATIKG TIApEXOVTaI £TOINA TTPOG XPAGN.

MPOZOETOZ EZOMNAIZMOZ

— Yypdg Bahapog

— Kuyehida mAuong

— Mikpookémio gBopiopol pe @iktpa Sigyepng Twv 495 nm kai ékAuong Twv 525 nm yia v oTTIKA
Tapouaiacn Tou FITC.

AEIFMATA

Opog rf TAaopa Tou GUMEyovTal Pe TIg ouvrBeig Sladikaoieg. Z1abepd pia eBdoudda aToug 2-8°C.
Apaiwote Ta deiypata 1/20 o PBS (BA. MpoeToipacia Aviidpagmpiwy) Tpiv amd my egEtaon.

TMa my TiTAoTroinan evog BeTikou deiyuarog, TpayuaToToIRoTe apaloelg SITAEG ot PBS mavw amd 1/40.

KaBe epyaotipio 6pwg, Ba mpétel va opioel 1o Sikd Tou Tapadelyua apaiwong Baciouévo oTa XapaktnpIoTIKG Tou
TAnBuopoU.

AIAAIKAZIA

1. Oépre Ta avmidpaoTipia Kai Ta deiypata ot Beppokpaaia dwyariou.

2. Pigre pia oTayéva (25 ul) Tou apaiwpévou Seiyparog A Twv EAEyxwv oTig koIAGTNTEG Tou TTACKIBioU, OKETTGgovVTag
70 eviehws (Maparrpnon 1).

3. Emwaore 1o mAakidio ot uypd Bakapo yia 30 Aetd o€ Beppokpaaia dwyariou (15-30°C).

4. AmoppiyTe TIg oTay6veG Twv BEIYUATWY YépvovTag To TIAGKIBIO Kal XTUTIWVTaG To eAappd. ATOQUYETE TNV avapign
Opuwv.

5. Amoppiyte Ta uToAeiupata opol amd 1o mAakidio EemAévovtdg o pe PBS (BA. mpoetolyacia Avridpaatnpiou).
(Maparipnon 2).

6. MAbvere 1o TAakiSio BuBigovtdg To o€ pia kuweida pe PBS yia 5 Aerrré. ANGGe To PBS kai emavaAdBare mv
TAOON.

7. ZTEYVWOTE TIPOCEKTIKA TO TACKISIO pe TO EIBIKG amoppo@nTIko Xapti. To UTGOTpWHA TTPETEI Vel TTAPAWEVET TTAVTa
uypo.



8. Pigre pia otayéva Conjugate o€ kaBe kolAdmTa. TomoBeraTe 10 TAAKidIO O€ €vav uypd BAAaNO Kal EMWACTE OF
Beppokpaaia dwpariou (15-30°C) yia 30 Aetrrd.

9. MAOvere (BA. Brpa 6) kal ateyviaTe (BA. Bripa 7).

10. Pigre pepikég atayéveg Mounting Medium mavw oTo Aakidio kai ToTroBeTaTe éva KAAUpHA TTPOTEXOVTAG Val N
OXNUaTIOTOUV QUOCAIDES.

ANATNQZH

E¢eraote 1o KkOTTApa pe éva  pikpookomio  gBopiopol (250-400x). ZuvioTaral no avayvwon va
TIpayparoToleital auéowg. MNa va TpayuaroToinoeTe TNV avdyvwan, emAETE Tedia Taparipnang g
TIEPIOKNAG TIOU UTIOJEIKVUETAI OTO OXAHA, PETAEU TOU KEVTPOU Kal TNG TEPIGEPEIAgG TG KOIAGTNTaG. ETrAESTE
Tedia Pe OpOIOUOPPN KATAVOP KUTTAapWY Kai éviaan Bopiauol. H éviaan g xpwong g TEPIGEPEIAg 1

KoINOTNTa ETMIAEVLEVO TTEDIO

H maparfpnon mg edIkAG xpwang pBopiopoU Tou TepIypageTal O ouvéxela uTodeikvUel éva BeTIKO
amoTéAeopa aTO GUVIOTWHEVO DIGAUpaL.

Yméipxouv dUo KUPIEG EVIATEIS XpWwang ae oudetepd@iAa aTabepotoinuéva e aiBavoAn oxeTI(Opeveg e
autodvooeg ayYeimdeg: pia BIAXUTN KOKKWONG XPWon TOU KUTTAPOTTAGOWATOG TOU OUBETEPOPIAOU HE
peyaAUTepn pecoAdPia éviaon (C-ANCA), kai pia gupmayfig éviaomn g TeEPIMUpNVIKAG {wvng Tou
kuttapotrAdaparog (P-ANCA).

Ye Kkamoleg TEPITTWOEIG, n €éviaon g xpwong P-ANCA mou Tapatnpeital oe  oudetepdQIAa
oTaBepotroinuéva pe aiBavoAn pmopei va o@eiletal oe avTi-Tupnvika avriowpata (ANA). Autd Ta
amoteAéapara Ba mpémel va emBePaiwbolv dokipagovrag To deiypa oe oudeTePOPIAT OTABEPOTITTOINUEV PE
QOPHOAN.

Ze oudetepdpiAa aTaBepoTTOINEVA e QOPUOAN, UTIAPYXEI HOVO pIOr EvTaON XPWONG OXETICOMEVEG HE
autoavooeg ayyeiimdeg: C-ANCA.

Népa amé autég Tig dUo evidoelg xpwong, PTTopolv €mmiang va TautomoinBolv kai GAAeg, Aiy6Tepo OUXVEG,
omwg X-ANCA (1) drutro P-ANCA), pe eKTeTapévN L OHOIOYEVH TIEPITIUPNVIKN Xpwaor. Mmopei va guvodeUetal
amé dIayuTn KUTTAPOTTIAQGHATIKY XPWan Xwpig HETOAGBIO Toviauo. Ma Ty katdAAnAn Taparhpnan authg g
£V100NG XPWoNG 0OG GUVIOTOUKE VO XPNOIUOTIONNOETE 0UdETEPOPIA OTaBEPOTIOINpEVT HE PEBAVOAN.

Ta Betika deiypara pmopolv va TiThoroinBouv. Qg Tithog TiBetar n uynAdTepn apaiwan Tou divel BeTIkG
amotéAeaua.

Orav dev mapampeital kapid amd TIg Tapamavw €1BIKEG XPWOEIG,TO aTTOTEAEOUA €ival apvnTiké yia Ta
UTTODEIKVUOPEVT QVTIOWHATA.

MOIOTIKOZ EAEFX0X

O ©Oerikdg EAeyxog (CONTROL+) kai o ApvnTikdg EAeyxog (CONTROL-) Tou Trapéxovral padi pe Ta Kt Kwd
50053 Ba mpéme va eAéyxoval TapaAnAa pe Ta Seiypata Twv aoBeviv yia T emaAiBeuan Tng ykupdTnTag
NG avaAuang.

O Oerikdg EAeyxog (CONTROL+) Ba mpémel va Tapouaiddel TN GUYKEKPIPEVT XPWON TIOU TIEPIYPAPETal
avwTépw.

O Apvnrikdg EAeyxog (CONTROL-) dev Tipémel va TTaipoudiadel Kapia GUYKEKpIPEVN Xpuwan.

Kabe epyaaipio Ba mpémel va kabiepwael To dikd Tou OXApa eowtepIkoU MoloTikoU EAEyxou, kaBwg kai
€mdIopBwTIKEG SladIKATES yia TNV TEPITITWON TTOU 01 EAeyx01 dev BpioKovTal EVIOG TWV CTTODEKTWV Opiwv.



ANAAYTIKA XAPAKTHPIZTIKA

O1 aulelteig IgG FITC/Evans eival BaBuovopnuéveg oUp@uva pe o Aigbvég Mpdtutto Tou MOY avBpwmmiviwv
avTl-avoooa@aipivwy popdarou ouleuypéveg pe FITC.

H eidikémra Tou Oetikol EAéyxou C-ANCA emaAnBeleral évavtl evog eowrepikol avBpwivou opol
avagopdg PR3-ANCA #16 g CDC. H idikétnta Tou OetikoU EAéyxou P-ANCA emaAnBeletar évavti evog
€0wTEPIKOU avBpuwTIvou opol avapopds MPO-ANCA #15 g CDC.

H diaragn xpwaong C-ANCA oe oudetepdgiAa aTabepotroinpéva pe aiBavoAn eivar To amotéAeapa Tng évwang
TWV QVTIOWHATWY KUpiwg pE To aviyévo Tpwreivaong 3. Z1a oudetepdpiAa atabepotroinpéva pe opualivn,
auTh N d1aTagn XpWong OPEiAETal OTNV EVwaT TwV AVTICWHATWY e TN HueAOTIEPOEEIBATT.

H diaragn xpwaong P-ANCA ot oudetepd@iAa ataBepotroinuéva e aibavoAn eivar To amotéAeapa Tng évwang
TWV QVTIOWHATWY PE TN puehoTepogeiddon.

AIATNQZTIKA XAPAKTHPIZTIKA

YTapye! évag eSaIpeTIKA 10XUPOS CUOXETIONOG HETAgD TG KokKiwpdTwong Tou Wegener kai TG epaviong
g xpwong C-ANCA cuaoyetiopévng pe 10 PR3. AutA n éviaon xpwong eival TTPAKTIKG aTOKAEITTIKY Twv
aoBeviwv autig TG vOoou Kai n dlayvwaoTikr g egeidikeuon umrepBaivel 1o 90%. H euaiobnaia efaprarar
amé ™ gaon g vooou, PTopei uwg va TotoBeTnBei Tepi To 66% ). H éviaan P-ANCA ouayeTiopévn e To
MPO pmopei va BpeBei oe 1510madEig VEKPWTIKEG ayYEITTOEG, OTTWG N WIKPOCKOTTIK TToAuayyelimda, n
avgouoa 1310mabrg amelpapaToveppiTida, To auvdpopo Churg-Strauss, n ofwdng moAuapmpiida kai n
Kokkopartiwan Tou Wegener. O1 euaioBnaieg Tou P-ANCA yia Tn pikpookoTTikiy TToAuayyeiimda kai yia 1o
oUvdpopo Churg-Strauss eival 58% kai 74,5%, avriotoixa, evi ol egeidikedoeig eivar 81% kar 95% (4. H
éviaon X-ANCA ouayeriferal pe T Sidyvwaorn @AeyHovwdwv vOowv Tou eviépou, OTwg N eAKwANG KoAiTISa
(50-70%) kai n véaog Tou Crohn (10-30%), mépa ammd GAAEG auToavoooug pn ayyelakég voaougd).

H kAivikiy Sidyvwon dev Ba Tpémel va Baailetar ato amotéAeaua piag povo egETaong, aMda va CUVEKTIPA
1600 Ta KAIVIKG 600 Kal Ta epyacTnpiaka dedopéva.

MAPATHPHZEIZ

1. Mnv ayyidete Ta kOTTApa TG KOIAGTNTAG KAB' OAN TN dicipKela G diadikaaiag.
2. Xpnoiporoleite @IGAn TAUONG / TITIETTA yia auT TRV TTAUGN, ammo@edyovTag Ty iBavi) empdAuvan amod
Ta TTApaKeipeva deiypara.
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C ANCA-Ethanol z
Indirekte Immunfluoreszenz HUMAN-NEUTROPHILE E
H
COD 50053 10 x 6 Bestimmungen COD 50054 10 x 12 Bestimmungen
In-vitro-Diagnostikum fiir das klinische Labor A;,'}QE,!";;'{ELN'
VERWENDUNGSZWECK

Testreagenzien qualitativen zur Bestimmung von Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikdrper (ANCA) in
Humanserum mittels indirekter Inmunfluoreszenz verwendet werden.

METHODENPRINZIP

Die Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikorper (ANCA) des Serums verbinden sich mit den entsprechenden
Antigenen, die in den Human-Neutrophilen vorhanden sind. Nach der Verbindung werden die Antikorper durch
die Inkubation mit gegen humanes Immunglobulin gerichteten Fluorescein-markierten Antikdrpern
nachgewiesen und mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht.!

INHALT
COD 50053 COD 50054
Objekttrager 10 x 6 Best. 10 x 12 Best.
PBS (10x) 1x100 mL -
CONTROL . P-ANCA Posit. Kontrolle 1x1mL -
CONTROL C-ANCA Posit. Kontrolle 1x1mL -
Negative Kontrolle 1x1mL -
1gG FITC/Evans 1x5mL -
Mounting Medium 1x5mL -
Deckglaschen 2x12 -
ZUSAMMENSETZUNG
SLIDE Humane Ethanol-fixierte neutrophile Granulozyten.
PBS Sodium phosphate 112.5 mmol/L, potassium phosphate 30 mmol/L, sodium chloride 1.15 mol/L, sodium

azide 0.95g/L, pH7.2.

CONTROL+  P-ANCA: Humanserum mit Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikdrpern (ANCA), ,perinukledres Muster”,
Natriumazid 0.95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA: Humanserum mit Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikérpern (ANCA), ,zytoplasmatisches
Muster”, Natriumazid 0.95 g/L.

CONTROL-  Humanes Serum, sodium azide 0.95 g/L.

CONJUGADO Ziege-Anti-humanes IgG Konjugat mit Fluorescein Isothiocyanate (FITC), Evans blue 0.01 g/L, sodium
azide 0.95 g/L.

MOUNT Eindeckmedium: Mowiol 1%, Glycerol 87%, Tris 20 mmol/L, sodium azide 0.95 g/L.

Alle Seren humanen Ursprungs, die fiir die Herstellung von Negativ- oder Positivkontrollen benutzt wurden, sind auf

Vorhandensein von HIV Antikdrpern, HCV Antikérpern und HBs Antigen getestet worden und als negativ bewertet

worden. Dennoch sollten alle Kontrollen als potentiell infektiés behandelt werden.



LAGERUNG

Lagerung bei 2-8°C.

Die Reagenzien sind bis zum auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar, wenn sie gut verschlossen

gelagert werden und keine Verunreinigung wéhrend des Gebrauchs auftritt.

Hinweise zum Nichtgebrauch:

— Flissige Bestandteile: Triibung oder Vorhandensein von Niederschlégen.

— Objekttrager: Risse in der versiegelten Verpackung, makroskopisch sichtbare Defekte in der Zellkultur wie

Kratzer oder Ablosen der Zellschicht.

ZUSATZREAGENZIEN

PBS PBS (10x).

CONJUGATE IgG FITC/Evans.

MOUNT Eindeckmedium.

CONTROL+ P-ANCA: Humanserum mit Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikdrpern (ANCA), ,perinukledres
Muster”, Natriumazid 0.95 g/L.

CONTROL+ C-ANCA:  Humanserum  mit  Anti-Neutrophilen-Zytoplasma-Antikdrpern ~ (ANCA),
,Zytoplasmatisches Muster*, Natriumazid 0.95 g/L.

CONTROL-  Negative Kontrolle.

REAGENZIENVORBEREITUNG

PBS: Stellen Sie eine Verdiinnung der PBS 1/10 mit destilliertem Wasser her. Diese ist 1 Monat lang stabil,
falls sie immer bei 2-8°C gelagert, dicht verschlossen gehalten und wenn sorgféltig darauf geachtet wird,
jegliche Kontamination wahrend des Gebrauchs zu vermeiden.

Alle anderen Reagenzien sind gebrauchsfertig.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

—  Feuchte Kammerr

—  Wasch-Kivette

—  Fir das Sichtbarmachen der FITC Markierung wird ein Fluoreszenz Mikroskop mit einem Anregungsfilter von 495
nm und einem Emissionsfilter von 525 nm bendtigt.

PROBEN

Fiir den Test kann Serum oder Plasma eingesetzt werden. Diese sollten innerhalb einer Woche verwendet werden und

bei 2-8°C gelagert werden.

Die Proben werden 1/20 in PBS (siehe Vorbereitung der Reagenzien) vorverdiinnt bevor sie in den Test eingesetzt
werden. Fiir die weitere Titration positiver Proben, diese in zweifachen Verdiinnungsschritten, ausgehend von 1/40 in
PBS weiterverdiinnen.

Jedes Labor muss jedoch ein eigenes Verdinnungsverhéltnis ermitteln, das die Besonderheiten der
Bevélkerungsstruktur beriicksichtigt.

VERFAHREN

1. Alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur bringen.

2. Von den verdiinnten Proben oder Kontrollen je einen Tropfen (25 L) auf ein Feld des Objekttragers tropfen. Es ist
wichtig, dass das Feld vollstandig bedeckt ist (Anmerkung 1).

. 30 min in der Feuchtkammer bei Raumtemperatur (15-30°C) inkubieren.
. Uberschiissige Tropfen vorsichtig abschiitteln, dabei Kreuz-Kontamination der Seren vermeiden.
. Den Objekttrager vorsichtig mit PBS (siehe Vorbereitung der Reagenzien) abspiilen (Anmerkung 2).

. Den Objekttrager in einer mit PBS gefiilten Wasch-Kivette 5 min waschen. Das PBS wechseln und das Waschen
wiederholen.
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7. Den Objekttrager mit Hilfe des mitgelieferten Blotting Papiers vorsichtig trocknen. Das Substrat darf nicht
austrocknen

8. Einen Tropfen von Conjugate auf jedes Feld auftragen. Den Objekttrager dann fiir 30 min bei Raumtemperatur (15-
30°C) in der Feuchtkammer inkubieren.

9. Wiederum waschen (Punkt 6) und trocknen (Punkt 7).

. Einige Tropfen von Mounting Medium auf den Objekttrédger geben und mit einem Deckglas abdecken, dabei das
Bilden von Luftblasen vermeiden.

AUSWERTUNG

Den Objekttrager mit einem Fluoreszenzmikroskop (250-400x) auswerten. Um optimale Ergebnisse zu erreichen sollte
der Objekttrager sofort abgelesen werden. Der Bereich, der zum Ablesen herangezogen werden sollte, ist in der
Zeichnung verdeutlicht. Es sollte sich um einen Bereich zwischen Zentrum und Rand handeln. Die Fluoreszenz im Rand
oder Zentrumsbereich gilt nicht als reprasentativ.
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Auftragsfeld Ausgewahlter Ausschnitt

Die Beobachtung der in der folgenden beschriebenen spezifischen Fluoreszenzmarkierung zeigt ein positives
Ergebnis mit der empfohlenen Verdiinnung.

Es gibt zwei Hauptmarkierungsmuster bei ethanolfixierten Neutrophilen, die mit Autoimmunvaskulitiden assoziert sind:
eine diffuse kérnige Markierung des Neutrophilen-Zytoplasma, mit hohere interlobuléren Intensitét (C-ANCA) und eine
verdichtete Markierung im perinukledren Raum des Zytoplasmas (P-ANCA).

In einigen Féllen, kann das in ethanolfixierte Neutrophile beobachtetes Markierungsmuster P-ANCA auf antinukleére
Antikérper (ANA) zurlickzufiihren sein. Diese Ergebnisse miissen durch eine Untersuchung des Musters auf
formalinfixierten Neutrophile bestétigt werden.

Auf formalinfixierten Neutrophilen gibt es nur ein Autoimmunvaskulitiden assoziertes Markierungsmuster: A-ANCA.
Neben diesen beiden Markierungsmuster, ist es méglich andere nicht so haufige Markierungsmuster zu identifizieren,
wie X-ANCA (o atypische P-ANCA), mit weiteren und ungleichméssigem perinukledren Markierungsmuster. Es kann mit
difusse zytoplasmatische Markierung, ohne interlobuldre Auspragung begleitet werden. Um eine richtige Beobachtung
dieses Musters zuvollziehen, ist es empfehlenswert methanolfixierte Neutrophile zu verwenden.

Die positiven Proben konnen fitriert werden. Man beschreibt den Titer als die hochste Verdiinnung mit einen positiven
Ergebnis.

Wenn man keine von den spezifischen beschriebene Markierungen beobachtet, ist das Ergebnis positiv fiir die
angezeigten Autoantikdrper.

QUALITATS KONTROLLE

Die im Testkit cod 50053 enthaltende positive (CONTROL+) und negative Kontrolle (CONTROL-) sollten zusammen mit
den Patientenseren angesetzt werden, um die Durchfiihrung als gliltig zu bezeichnen.

Die positive Kontrolle (CONTROL+) sollte die oben beschriebene spezifische Fluoreszenz liefern.

In der negativen Kontrolle (CONTROL-) sollte keine spezifische Farbung zu sehen sein.

Jedes Labor sollte sein eigenes internes Labor Qualitasschema fiir die korrekte Durchfiihrung aufstellen, falls Kontrollen
nicht in der angegebenen Zeit reagieren sollten.

TEST CHARAKTERISIERUNG
Die FITC-markierten Reagenzien IgG FITC/Evans sind gegeniiber dem internationalen Standard der WGO fiir FITC-
markierte Human-Immunglobine vom Schaf geeicht.

Die Spezifitét der C-ANCA-Kontrolle positiv wurde gegentiber einem humanen Referenzserum PR3-ANCA#16 der CDC
Uberprift. Die Spezifitit der P-ANCA-Kontrolle positiv wurde gegeniiber einem humanen Referenzserum MPO-
ANCA#15 der CDC uberpriift.



Das C-ANCA Farbungsmuster, das sich in Granulozyten die mit Ethanol fixiert sind, ist das Ergebnis der Bindung von
Antikérpern, vorwiegend mit den Antigen Proteinase 3. In Granulozyten, die mit Formalin fixiert werden, ergibt sich
dieses Farbungsmuster als Resultat der Bindung von Antikérpern mit der Myeloperoxidase.

Das P-ANCA Farbungsmuster, das in Granulozyten, die mit Ethanol fixiert wurden, hervorscheint ist das Ergebnis der
Bindung der Antikdrper an die Myeloperoxidase.

DIAGNOSTISCHE EIGENSCHAFTEN

Es gibt eine feste Verbindung zwischen Wegeners Granulomatose und die Erscheinung von C-ANCA-Markierung
verbindet mit PR-3. Diese Markierungsmuster findet man fast ausschliesslich bei Patienten mit dieser Krankheit und
seine diagnostische Spezifizitét liegt iber 90%. Die Sensibilitat hangt von der Krankheitsphase ab, aber mit einen
Mittelwert von 66%(2). Man kann das mit MPO assoziierte P-ANCA Muster bei der nekrosierenden idiopathischen
Vaskulitis, wie im mikroskopische Polyangittis, idiopatische sichelférmige glomerulonephritis, Churg-Strauss Syndrom,
Polyarteritis nodosa und im Wegener’s Granulomatose beobachten. Die Sensibilitaten von P-ANCA fiir mikroskopische
Polyangiitis und Churg-Strauss Syndrom sind jeweils 58% und 74.5%, die Spezifitéten sind hingegen von 81% und 95%
(4, Das X-ANCA Muster ist mit der Diagnostik von inflammatorischen Erkrankungen des Darmes, wie Colitis ulcerosa
(50-70%) und Crohn Krankheit (10-30%) verbindet, neben anderen nicht vaskulitischen Autoimmunerkrankungen ©.

Die klinische Diagnose darf sich nicht allein auf das Ergebnis dieses Tests berufen, sondern muss alle klinischen und
laboranalytischen Daten einbeziehen.

ANMERKUNGEN

1. Die fixierten Zellen auf dem Objekttrager wahrend der Durchfiihrung nicht berihren.

2. Beim Waschen der Objekttrager eine Spritzflasche oder eine Pipette verwenden, um Kreuzreaktionen der
benachbarten Felder zu vermeiden.
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