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SISTEMA DE DETECCION DE ANCA-L

Para uso diagnéstico in vitro
Para El Uso Profesional
Numero de catalogo: 10070-L-11, 10140L-11, 10350L-11, and 10700L-11

USO PREVISTO: Se trata de una determinacion indirecta por inmunofluorescencia para la deteccion
semicuantitativa de autoanticuerpos citoplasmicos antineutréfilos (ANCA) en suero humano. Este sistema de
anélisis ha de emplearse como ayuda en la deteccién de anticuerpos asociados a las vasculitis autoinmunitarias.

RESUMEN Y EXPLICACION DE LA PRUEBA

Los autoanticuerpos citoplasmicos antineutrofilos (ANCA) son un grupo de anticuerpos que reaccionan con los
antigenos citoplasmicos de los neutréfilos humanos. Aunque aparecieron por primera vez en un informe de 1964
(1), su primera vinculacion con enfermedades aparecié en 1982, cuando Davies y cols. informaron de su presencia
en ocho pacientes con glomerulonefritis necrotizante segmentaria (2). En 1984, se informé de otros cuatro
pacientes con vasculitis y glomerulonefritis. En 1985 van der Woude y cols. demostraron que los ANCA tenian una
elevada asociacion a la granulomatosis de Wegener, y que el titulo de anticuerpos se correlacionaba con la
actividad de la enfermedad (3). En 1988, Falk y Jenette publicaron que los ANCA tenian mas de una especificidad
antigénica (4). En un informe ulterior se comunic6 que la especificidad de los ANCA se correlacionaba con las
caracteristicas anatomopatolégicas de las vasculitis (5).

En el analisis de ANCA por inmunofluorescencia se pueden observar varios patrones de tincion celular. Se han
descrito dos principales; han sido bien caracterizados con neutrdéfilos fijados en etanol, y se emplean en la
deteccion de ANCA por inmunofluorescencia. Los autoanticuerpos que muestran un patron citoplasmico granular
fino, denominados C-ANCA, suele ir dirigidos contra una serina proteasa, la proteinasa 3 (PR3). Se ha demostrado
que estos autoanticuerpos presentan un elevado grado de asociacion a la granulomatosis de Wegener. El otro
patrén de tincion importante, el perinuclear o P-ANCA, que se suele deber a autoanticuerpos dirigidos con la
mieloperoxidasa (MPO), se ha asociado a las vasculitis sistémicas y a la glomerulonefritis necrotizante idiopatica y
con semilunas (4). El patrén P-ANCA es un artefacto inducido por el uso de etanol como fijador (4). Si los
neutréfilos se fijan con formol la mieloperoxidasa (el principal antigeno responsable del patrén P-ANCA en células
fijadas con etanol) sigue asociado a los granulos primarios (alfa), y muestra una distribucién citoplasmica granular.
La proteinasa 3 (PR3) sigue asociada a los granulos primarios (alfa) tanto si se emplea etanol como fijador como si
se emplea formol.

Anticuerpos Antinucleares (ANA) presentes en la muestra pueden tedir el nucleo del neutréfilo. En algunos casos,
especialmente en anticuerpos anti-DNA, El tefido puede parecerce al patron P-ANCA. Por esa razén, normas
actuales recomiendan correr un ANA cuando un P-ANCA o un ANCA atipico esta presente (6).

PRINCIPIO DE LA PRUEBA

El analisis de autoanticuerpos citoplasmicos antineutréfilos (ANCA) de Immuno Concepts emplea la técnica
indirecta de deteccién de anticuerpos por inmunofluorescencia (IFA) descrita por primera vez por Weller y Coons
(7). Se incuban muestras de pacientes diluidas con neutréfilos humanos, que se fijan en portaobjetos de vidrio
para permitir la union especifica de los ANCA. Si hay ANCA, los autoanticuerpos se unen a los antigenos de los
neutrofilos.
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Tras el lavado para retirar los anticuerpos unidos de forma inespecifica, se incuba el sustrato con IgG antihumana
conjugada con fluoresceina. Si los resultados son positivos se forma un complejo estable con tres partes: el
anticuerpo antihumano fluorescente unido al ANCA humano, unido a su vez al antigeno localizado en las células.
Este complejo se puede visualizar con la ayuda de un microscopio de fluorescencia. Las muestras positivas para
C-ANCA mostraran una tincion citoplasmica granular de los neutrdéfilos caracteristica, tanto en los portaobjetos
fijados con etanol como en los fijados con formol. En las muestras positivas para P-ANCA se observara un patrén
de tincidn difusa o periférica de los neutrdéfilos en las células fijadas con etanol, y una tincién granular del
citoplasma en las fijadas con formol. Si la muestra es negativa para ANCA, los neutréfilos no se tefiiran de forma
especifica.

Si es que hay interferencia de anticuerpos antinucleares en la muestra, el ndcleo de los linfocitos mostrara tefido.
Con un patron ANA homogéneo, el nucleo normalmente mostrara un tenido sélido.

COMPONENTES DEL SISTEMA - MATERIALES
SUMINISTRADOS

Utilizacién: Todos los componentes se entregan listos para su empleo, sin necesidad de fragmentarlos ni
prepararlos (excepto el tampon PBS, que debe ser disuelto en agua desionizada o destilada antes de utilizarlo).

Conservacion: Todos los componentes deben conservarse en refrigerador a 2-10°C. Una vez preparado, el
tampdén PBS debe conservarse en envases con tapén de rosca, en refrigerador a 2-10°C durante cuatro semanas
como maximo, hasta que aparezcan signos de contaminacidn u otros cambios visibles.

Estabilidad: Todos los componentes son estables al menos durante 12 meses a partir de la fecha de fabricacion.
No utilice los componentes pasada la fecha de caducidad.

REACTIVOS

Portaobjetos con sustrato ANCA: Laminas que contienen neutréfilos y linfocitos son estabilizadas y fijadas
directamente en los pozos de lamina. El exclusivo disefio de los fosos del portaobjetos reduce al minimo la
contaminacion cruzada de los pocillos durante la prueba. La bolsa que contiene el portaobjetos se rellena con un
gas inerte no téxico que contribuye a la estabilidad de las células. Si la bolsa no esta inflada al sacar el
portaobjetos del kit, significa que la bolsa se ha estropeado y el portaobjetos no debe ser utilizado.

Disolvente para muestras ANCA: Numero de catalogo 10100 (100 ml) Disolvente para muestras tamponado
patentado, para disolver las muestras de los pacientes.

Control positivo C-ANCA: N° de catalogo 10021-12. Vial con cuentagotas listo para usar, que contiene 1,0 ml de
suero de control humano positivo C-ANCA. Este suero muestra una tincion granular del citoplasma entre los
segmentos nucleares de los neutréfilos, tanto en los portaobjetos fijados con etanol como en los fijados con
formol.

Control positivo P-ANCA: N° de catalogo 10021-11. Vial con cuentagotas listo para usar, que contiene 1,0 ml de
suero de control humano positivo P-ANCA. Este suero muestra una tincién nuclear difusa o periférica de los
neutréfilos en los portaobjetos fijados con etanol, y una fluorescencia citoplasmica granular en los fijados con
formol.

Control titulable C-ANCA: N° de catdlogo 10026-12. Vial con cuentagotas listo para usar, que contiene 0,25 ml de
suero de control humano positivo C-ANCA estable liquido. Este control debe ser tratado como muestra de paciente
no diluida. Véase la informacion sobre titulos medios en la ficha técnica.

Control titulable P-ANCA: N° de catalogo 10026-11. Vial con cuentagotas listo para usar, que contiene 0,25 ml de
suero de control humano positivo P-ANCA estable liquido. Este control debe ser tratado como muestra de paciente
no diluida. Véase la informacion sobre titulos medios en la ficha técnica.

Control negativo: N° de catalogo 10031. Vial con cuentagotas listo para usar, que contiene 1,0 ml de suero de
control humano negativo ANCA. Este suero muestra una fluorescencia de color verde mate inespecifico de baja
intensidad de los neutrdfilos.

Reactivo fluorescente para anticuerpos especifico de la IgG: Numero de catalogo 10009 (9ml). IgG antihumana
de cabra, conjugada con fluoresceina isotiocianato (FITC). Este reactivo contiene azul de Evans como
contratinciéon. El reactivo se presenta en frascos con cuentagotas de precision listos para usar.



ELEMENTOS NO REACTIVOS

Tampoén PBS: N° de catalogo 1011. Polvo tampdn salino con fosfato (0,01 M, pH 7,4 + 0,2). Cada bolsa contiene
polvo tampdn suficiente para formar 1 litro. (Los kits de analisis completos llevan una bolsa de polvo tampdn por
cada cinco portaobjetos).

Preparacion: Disuelva una bolsa de polvo tampén en 1 litro de agua desionizada o destilada y consérvelo en
refrigerador a 2-10°C durante 4 semanas como maximo, o hasta que aparezcan signos de contaminaciéon u
otros cambios visibles.

Medio de montaje semipermanentes: N° de catalogo 1111. Vial con cuentagotas listo para usar, que contiene 5
ml de medio para preparaciones microscoépicas a base de glicerol.

Cubreobjetos: Numero de catalogo 1042. Cada envase contiene diez cubreobjetos de vidrio n° 1 de 24 x 64 mm.

OTROS MATERIALES NECESARIOS - PERO QUE NO SE
SUMINISTRAN

Pipetas volumétricas para dispensar volumenes de 20-25 pl
Jarras Coplin o platillos de tincion

Frasco para exprimir o pipetas de Pasteur

Pipetas seroldgicas

Envases de un litro (para el tampén PBS)

Agua desionizada o destilada

Probetas para preparar series de diluciones opcionales
Papel secante o toallas de papel

Camara de incubacion

Guantes desechables

Crondémetro

Microscopio de fluorescencia equipado con un filtro excitador de 495 nm y un filtro de barrera de 515 nm

PRECAUCIONES

1. Todos los materiales de procedencia humana utilizados en este producto han sido analizados en busca de
anticuerpos con el virus de la inmunodeficiencia humana-1 (VIH-1), el virus de la inmunodeficiencia humana-2
(VIH-2), el virus de la hepatitis C (VHC) y el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBSAG) con métodos
aprobados por la FDA, obteniendo resultados negativos (no reactivos en varias ocasiones) en todos los casos.
Pero no existe ningun método de anélisis que pueda garantizar por completo la ausencia de VIH-1, VIH-2,
hepatitis C, hepatitis B u otros agentes infecciosos. Por eso, todos los sueros de control deben ser
manipulados como si fueran infecciosos.

2. Todas las muestras de paciente deben ser manipuladas segun el nivel 2 de bioseguridad, segun se
recomienda en el manual de los Centers for Disease Control/National Institutes of Health para toda muestra de
suero o sangre humana potencialmente infecciosa: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,
1999 Edition.

3. La disolucion de los componentes o su sustitucién por otros distintos de los suministrados con el sistema
puede arrojar resultados incoherentes.

4. Se emplea azida sédica (0,09%) como conservante. La azida sddica puede reaccionar con el plomo o con las
conducciones de cobre y formar sales de azidas metalicas explosivas. Al eliminar los reactivos, lavar con
grandes volumenes de agua del grifo para evitar que queden residuos en las tuberias. La azida sédica es
venenosa y puede ser toxica en caso de ingestién.

5. Este kit es para uso diagnéstico in vitro.

6. El suero de control titulable debe utilizarse para controlar la reproductibilidad entre lotes y entre ciclos. No esta
concebido para medir la sensibilidad o la especificidad generales del ensayo.

7. Esta prohibido fumar, comer o beber en las zonas de manipulacion de las muestras o los reactivos del kit.

8. Evite salpicaduras y la generacion de aerosoles en todo momento.

9. Si los tiempos de incubacion y las temperaturas no son los especificados, los resultados pueden ser erréneos.

10. La contaminacién cruzada de los reactivos o de las muestras puede dar resultados falsos.

11. Los elementos de vidrio reutilizables deben ser lavados y enjuagados a fondo para eliminar los detergentes

antes de su uso. Todos los elementos de vidrio deben estar limpios y secos antes de su uso.

12. Todos los reactivos, portaobjetos y muestras deben estar a temperatura ambiente (18-24°C) antes de su uso.

13. Para manipular las muestras y los reactivos debe utilizar guantes desechables, y cuando acabe debera lavarse
bien las manos.

14. La contaminacién microbiana de los reactivos o de las muestras puede dar resultados falsos.

15. No pipetée nunca con la boca y evite el contacto de los reactivos y las muestras con la piel y las mucosas. En
caso de contacto, lavese con un jabon germicida y agua abundante.

3



OBTENCION DE MUESTRAS

Obtencion: La muestra ideal es suero. Se obtendran aproximadamente 5 ml de sangre por venipuncion aséptica,
con un tubo de vacio estéril u otro sistema de obtenciéon adecuado. Deje que la sangre coagule a temperatura
ambiente (18-24°C). Se separaréa el suero del coagulo cuanto antes, para que no se produzca hemodlisis.

Sustancias que interfieren: No se utilizaran sueros que muestren grados elevados de hemdlisis, ictericia, lipemia
0 crecimiento microbiano, pues en todas esas circunstancias se pueden producir una reduccion el titulo de
anticuerpos en muestras positivas. Las muestras con niveles de lipidos muy elevados pueden presentar una
pelicula fluorescente inespecifica sobre el sustrato celular. Este problema se puede eliminar utilizando muestras
tomadas en ayunas o aclarandolas por ultracentrifugado. Si la muestra presenta particulas visibles, éstas deben
ser eliminadas por centrifugado antes de la prueba.

Conservacion: Los sueros se pueden conservar a 2-10°C durante una semana como maximo. Si el analisis se
posterga, los sueros deben conservarse congelados a una temperatura de —20°C o inferior. No se utilizaran
refrigeradores ni congeladores con sistema “auto-frost” (eliminacion automatica de la escarcha).

PRECAUCION: Si las muestras son sucesivamente congeladas y descongeladas, se pueden obtener resultados
falsos positivos y negativos.

INTERPRETACION DE LOS RISULTADOS

CONTROL DE CALIDAD

Para el control de calidad se dispondran los controles positivo, negativo y vacios en los pocillos al efecto que se
encuentran en todos los portaobjetos. El control positivo C-ANCA debe dar una tincién citoplasmica granular
fluorescente de color verde manzana brillante entre los segmentos nucleares de los neutrdfilos, tanto en los
portaobjetos fijados con etanol como en los fijados con formol. EI control positivo P~ ANCA muestra una tincién
nuclear difusa o periférica de color verde manzana brillante los neutréfilos en los portaobjetos fijados con etanol, y
una fluorescencia citoplasmica granular en los fijados con formol. El control negativo no debe mostrar fluorescencia
verde brillante. En el control negativo se puede observar una fluorescencia de color verde mate inespecifica y baja
intensidad. El control vacio se emplea para observar la tincion inespecifica del reactivo de anticuerpos, y no debe
dar fluorescencia verde. La contratincion que se facilita con el conjugado puede tefir las células de color rojo
mate. Si los controles no se ven como se ha descrito, la prueba no es valida y debe repetirse.

CONTROL TITULABLE OPCIONAL

Para interpretar los titulos, muchos laboratorio empiezan por el pocillo que contiene la muestra mas diluida, y van
“hacia atras” hasta la dilucion 1:20. El primer pocillo en el que se aprecie un patron discernible de tincion del
citoplasma corresponde al titulo que se considera como criterio de valoracion. Recomendamos utilizar esta técnica
para determinar los criterios de valoracién de los titulos.

El titulo medio y el rango de titulos (+ una dilucion a cada lado de la media) determinados para cada numero de
lote han sido establecidos en nuestro laboratorio, y se consideran la norma. Este control se facilita para que cada
laboratorio pueda evaluar la reproductibilidad (precisién) de sus analisis de ANCA. Como quiera que este control
no ha sido disefiado como indicador de la exactitud de la titulacién, cada laboratorio debera establecer su propio
criterio de valoracién del titulo medio para cada muestra, utilizando esta informacién para evaluar la
reproductibilidad (precision) de unos ciclos a otros.

Mediante la reiterada evaluacion de este control titulable utilizando el sistema de analisis de ANCA por
inmunofluorescencia de Immuno Concepts, se ha establecido un titulo medio para cada numero de lote. EI nimero
de lote, el titulo medio y el rango de titulos (x una dilucion doble a cada lado de la media) figuran en la etiqueta
del vial y deben servir como guia para el funcionamiento del sistema de analisis.

Puede que los valores obtenidos en nuestro laboratorio difieran de los suyos. He aqui algunos de los muchos
factores que pueden afectar a sus resultados:

1. Tipo de fuente de luz: Las fuentes de luz de mercurio producen una energia de excitacion a 495 nm mayor
que las de cuarzo/halégenas. Las fuentes de luz de mercurio de 50, 100 y 200 vatios difieren poco en la
energia de excitacion a 495 nm. Las fuentes de luz de cuarzo/halégenas de 100 vatios producen una energia
de excitacion a 495 nm superior a la proporcionada por las de cuarzo/halégenas de 50 vatios.

2. El estado de la fuente de luz y su edad: Esto es especialmente cierto para las fuentes de luz de mercurio, que
suelen experimentar una reduccion gradual de la energia de excitacion a 495 nm antes de agotarse. Esta
gradual reduccién de la energia de excitacion puede producir una pérdida significativa de la sensibilidad en un
plazo de semanas. El problema se puede evitar con un registro cronolégico. Para que los resultados sean
o6ptimos, cambie las bombillas de mercurio de 500 vatios cada 100 horas, y las de 100 6 200 vatios cada 200
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horas. Por lo general, las fuentes de luz de cuarzo/halégenas no experimentan una reduccion gradual de la
energia de excitacidon antes de agotarse.

3. El tipo de filtro excitador utilizado: Los filtros excitadores por interferencia proporcionan mayor sensibilidad en
una longitud de onda mucho menor que los filtros excitadores por absorcién. Si desea mas informacion,
consulte el manual de su microscopio de fluorescencia, o con su delegado de ventas.

4. Correcta alineacion del haz de luz del microscopio. Consulte las instrucciones del manual del microscopio de
fluorescencia.

5. La apertura numérica del objetivo. Si se emplea fluorescencia por luz incidente (Epi), la fluorescencia aumenta
exponencialmente con la apertura numérica (NA) del objetivo. Asi, puede que un objetivo de 40X con una
apertura de 0,65 interprete una o mas diluciones como inferiores a las determinadas con un objetivo de 40X
con una apertura numérica de 0,85. La apertura numérica va impresa a un lado del objetivo. La apertura
numeérica no afecta a la sensibilidad del microscopio de luz fluorescente transmitida.

6. Filtros de supresion. Los filtros de supresién reducen longitudes de onda de excitacion concretas, y se pueden
utilizar para reducir la sensibilidad. Si desea mas informacién, consulte el manual de su microscopio de
fluorescencia, o con su delegado de ventas.

7. Precision y exactitud de la técnica de dilucién, del equipo y de la realizacion de los procedimientos de analisis.

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DEL PACIENTE
Para ver los neutréfilos se recomienda un aumento total de 400X.

Negativos: Se considera que un suero es negativo para ANCA si a una dilucion de 1:20 la tincion fluorescente
verde de las células es igual o inferior a la del pocillo de control negativo. En los neutréfilos se puede observar una
tincion de fondo inespecifica, debida a los anticuerpos heteréfilos o a los autoanticuerpos.

Positivos: Se considera que un suero es positivo para ANCA si a una dilucion de 1:20 las células de todos los
campos muestran fluorescencia citoplasmica granular similar a la observada en el control C-ANCA, tanto en los
portaobjetos fijados con etanol como en los fijados con formol. Por otro lado, se considera que un suero es
positivo para ANCA si a una dilucién de 1:20 las células muestran fluorescencia nuclear difusa o periférica similar a
la observada en el control P-ANCA en los portaobjetos fijados con etanol.

Interferencia del anticuerpo antinuclear: Anticuerpos antinucleares pueden interferir con la interpretacion de
ANCA. El tefiido de los linfocitos no sefala la presencia de ANA. Tefiido en el citoplasma o en la superficie del
linfocito no indica la interferencia por ANA. Si una interferencia por ANA esta presente, el ANCA por
inmunofluorescencia no podra ser interpretado.

N OTIFICACION DE LOS RESULTADOS

Seleccion: Se indicara si el resultado es positivo o negativo a la dilucién 1:20.

Patrones de tincion: Muchos autoanticuerpos puede tefiir el citoplasma y/o el nucleo de los neutréfilos. Hay dos
patrones principales de tincién especificos:

C-ANCA (tincién clasica o citoplasmica): La tincion de los granulos alfa (primarios) del citoplasma muestra un
patrén de tincidn citopldsmica moteada homogéneo, a menudo con una concentracion de la tincion en los I6bulos
del nucleo. ElI moteado citoplasmico se observa tanto en los neutréfilos fijados con etanol como en los fijados con
formol.

P-ANCA (tincién perinuclear): Tincién lisa u homogénea de los nucleos multilobulados, a menudo con una
notable tincién periférica de los lobulos nucleares de los neutréfilos fijados con etanol. En los neutréfilos fijados
con formol estos anticuerpos muestran una tincién citoplasmica granular.



Iterferencia del anticuerpo antinuclear: El tefiido del nucleo de los linfocitos indica la presencia de ANA. El
nacleo del neutréfilo frecuentemente se asemejaran al patron P-ANCA, especialmente con el patron homogéneo
de ANA.

Titulacion opcional: Los resultados se notificaran como la inversa de la dilucién del ultimo pocillo en el que se
observa reaccién positiva.

LIMITACIONES DEL ANALISIS

1. No es posible hacer un diagnéstico basandose sélo en la deteccién de anticuerpos citoplasmicos
antineutrofilos. EI médico debe interpretar estos resultados en el contexto de la historia y los sintomas del
paciente, los hallazgos fisicos y otros procedimientos diagnosticos.

2. No se debe iniciar un tratamiento basandose exclusivamente en un resultado positivo del analisis de
anticuerpos citoplasmicos antineutréfilos. Antes de iniciar un tratamiento hay que tener en cuenta las
indicaciones clinicas, otros hallazgos de laboratorio y la impresién clinica del médico.

3. Anticuerpos antinucleares presentes en las muestras de pacientes pueden reaccionar con el sustrato de las
células de neutrdfilos. Los linfocitos que estan intercalados entre los neutréfilos indicaran la presencia de
ANA. Si ANA esta presente, los nucleolos de los linfocitos se mostraran tefidos. En este caso, la prueba
ANCA deberia ser reportada como ”indescifrable”, y un método alternativo se tendra que usar para la
determinacion del estatus ANA del paciente. La prueba ANCA de Immuno Concepts no esta estandarizada
para reportar anticuerpos antinucleares y no debe ser usada como un sustituto de una prueba estandar ANA
por inmunofluorescencia que usa células HEp-2 o HEp-2000®.

4. Como quiera que existen muchas opciones en los microscopios de fluorescencia, se recomienda estandarizar
las fuentes de luz, los filtros y los medios 6pticos para comparar los titulos de los pacientes obtenidos en
diferentes laboratorios.

5. Los resultados de esta prueba, junto con la informacion obtenida de la evaluacién clinica y otros
procedimientos diagndsticos, serviran para determinar la situacién clinica del paciente.

VALORES ESPERADOS

El valor previsto en la poblacion normal es negativo a la dilucién 1:20 utilizada para la seleccién. En pacientes con
enfermedades, se han notificado valores de hasta 1:640 (8).



CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

MUESTRAS NORMALES

Se analizaron en paralelo muestras de suero de 497 donantes de sangre (247 varones y 250 mujeres) con el kit
ANCA de Immuno Concepts y otro kit comercializado. Todas las muestras que dieron positivo en portaobjetos
fijados con etanol en esta poblacion también fueron sometidas a la deteccidon de anticuerpos antinucleares (ANA)
mediante el sistema de analisis de ANA HEp-2 de Immuno Concepts.

Entre las muestras normales, 22 dieron positivo para ANA y fueron consideradas no interpretables para ANCA. Las
demas muestras discrepantes fueron sometidas a la deteccion de anticuerpos anti MPO y PR3 mediante ELISA
para determinar la situacién real de los anticuerpos.

SUEROS ANTERIORMENTE DETERMINADOS COMO POSITIVO PARA ANCA POR INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

Las muestras de suero que fueron consideradas positivas para ANCA mediante prueba IFA locales se obtuvieron
de laboratorios de referencia de los Estados Unidos, el Reino Unido y Australia. En esta parte del estudio se
examino un total de 383 suero, que esperabamos que dieran positivo para ANCA. Estas muestras fueron
evaluadas en paralelo con el kit ANCA de Immuno Concepts y otro kit comercializado. Las muestras discrepantes
fueron sometidas a la deteccién ANA con el sistema de analisis de ANA HEp2 de Immuno Concepts y de
anticuerpos anti MPO y PR3 mediante ELISA.

Combinando los resultados de la poblacién normal con los de la anédmala, obtuvimos los siguientes datos en la
comparacion inicial para el sistema de analisis de ANCA de Immuno Concepts con neutréfilos humanos fijados con
etanol (tabla 1):

Método de comparacion

Posititvo | Negativo
Etanol IC Posititvo 324 94
ANCA Negativo 124 316

Estos datos arrojan la siguiente estadistica de comparacion:

Sensibilidad relativa: 72,3%
Especificidad relativa: 77,1%
Concordancia general: 74,6%

En la comparacion inicial para el sistema de analisis de ANCA de Immuno Concepts con neutréfilos humanos

fijados con formol obtuvimos los siguientes datos (tabla 2):

Método de comparacion

Posititvo | Negativo
Formol IC Posititvo 255 52
ANCA Negativo 45 528

Estos datos arrojan la siguiente estadistica de comparacion:

Sensibilidad relativa: 85,0%
Especificidad relativa: 91,0%
Concordancia general: 89,0%

Muchos autoanticuerpos pueden reaccionar con los neutréfilos humanos, ademas de los asociados a las vasculitis
autoinmunitarias (9). Para confirmar que los anticuerpos detectados por cualquier prueba de ANCA por
inmunofluorescencia son clinicamente significativos, se recomienda encarecidamente realizar andlisis de
confirmacion con ELISA para la MPO y la PR3 (10).

Todas las muestras discrepantes de las tablas anteriores fueron sometidas a analisis de anticuerpos antinucleares
y de anticuerpos contra MPO y PR3. Teniendo en cuenta los resultados de estas pruebas, en la tabla 3 se
recogen los resultados generales para el sistema de analisis de ANCA de Immuno Concepts con neutrofilos
humanos fijados con etanol:

Método de comparacion

Posititvo | Negativo
Etanol IC Posititvo 380 32
ANCA Negativo 6 434




Estos datos arrojan la siguiente estadistica de comparacion:
Sensibilidad relativa: 98,4%
Especificidad relativa: 93,1%
Concordancia general: 95,5%

En la tabla 4 se recogen los resultados generales del sistema de analisis de ANCA de Immuno Concepts con
neutrofilos humanos fijados con formol:

Método de comparacion

Posititvo | Negativo

Formol IC Posititvo 292 13
ANCA Negativo 5 548

Estos datos arrojan la siguiente estadistica de comparacion:
Sensibilidad relativa: 98,3%
Especificidad relativa: 97,7%
Concordancia general: 98,6%

MUESTRAS DE SUERO DE PACIENTES CON VASCULITIS CONOCIDA

Se analizaron muestras de 102 pacientes con vasculitis clinicamente caracterizadas utilizando el sistema de
analisis de ANCA de Immuno Concepts con neutréfilos humanos fijados con etanol y el de neutréfilos fijados con
formol. Los resultados de la comparacion se recogen en la tabla 5:

Tabla 5
. e .- . . Patron de tincion
Diagnésiticoclinico Numero Positivo (fijados con etanol)
Granulomatosis de Wegener 30 26 (86,7%) todo C-ANCA
Poliarteritis nudosa 12 8 (66,7%) todo P-ANCA
Poliarteritis microscopica 20 18 (90,0%) todo P ANCA
Sindrome de Churg-Strauss 3 2 (66,7%) un P-ANCA;
otro P-ANCA y C-ANCA
Glomerulonefritis por 15 10 (66,7%) todo P-ANCA
Immunocomplejos con semilunas
Enfermedadinflamatoria intestinal 22 17 (77,3%) todo P-ANCA atipicos

REACTIVIDAD CRUZADA

Se evaluaron sueros de 57 pacientes con diversos trastornos autoinmunitarios con el sistema de analisis de ANCA
de Immuno Concepts con neutréfilos humanos fijados con etanol y con el sistema de analisis de ANCA de Immuno
Concepts con neutréfilos humanos fijados con formol. Tres de las muestras dieron una tincién nuclear atipica,
parecida a la P-ANCA, en los neutrdfilos fijados con etanol. Las tres pertenecian a pacientes con LES, dieron
positivo para anticuerpos anti-ADN y mostraron ANA positivo con patron homogéneo. Otra muestra presentd un
moteado citoplasmico en los neutrofilos fijados con etanol, pero dio negativo en los neutrdfilos fijados con formol y
en la prueba de ANA. Se consideré que en esta muestra se habia producido una reaccion inespecifica. Todos los
demas sueros de esta poblacion dieron negativo tanto con los neutréfilos fijados con etanol como con los fijados
con formol. Como quiera que muchos autoanticuerpos pueden reaccionar de forma inespecifica con los neutréfilos
humanos (8), las pruebas de inmunofluorescencia positiva deben ser confirmadas siempre con otras especificas de
los anticuerpos asociados a los ANCA.

REPRODUCTIBILIDAD

Se realizaron estudios intra-ensayo, entre dias y entre lotes para demostrar la reproductibilidad del sistema de
analisis de ANCA de Immuno Concepts con neutréfilos humanos fijados con etanol y del sistema de analisis de
ANCA de Immuno Concepts con neutréfilos humanos fijados con formol. Los sueros utilizados en este estudio
incluyeron tres muestras positivas P-ANCA (una con tincién intensa, otra moderada y otra débil) y tres muestras
positivas C-ANCA (una con tincion intensa, otra moderada y otra débil). También se utilizaron seis muestras
negativas para ANCA. En el estudio intra-ensayo se evaluaron 12 sueros en seis pocillos por duplicado. Para la
reproductibilidad entre dias y entre lotes estos 12 sueros se analizaron con tres kits con niumeros de lote diferentes
y en tres ocasiones distintas. Las seis muestra negativas dieron negativo en todos los portaobjetos analizados, y
las muestras positivas dieron positivo en todos, con intensidades similares de fluorescencia.
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PROCEDIMIENTO DE ANALISIS DE ANCA-L

PREPARACION DEL TAMPON (PBS)

Disuelva el contenido de una bolsa de tampén en un litro de agua
desionizada o destilada. Tape y conserve en refrigerador a 2-10°C
durante 4 semanas como maximo, o hasta que aparezcan signos de
contaminacion u otras alteraciones visibles.

DILUCION DE LAS MUESTRAS DE PACIENTE

Seleccion: Disuelva las muestras de pacientes a 1:20 afiadiendo 0,05
ml (50 pl) de suero a 0,95 ml (950 pl) de disolvente de muestras.
Titulaciéon semicuantitativa: Para preparar series de diluciones dobles
de las muestras de seleccion (p. €j., 1:20, 1:40, 1:80...1:640), saque 0,5
ml de la dilucién 1:20 y mézclelos con 0,5 ml de disolvente de
muestras para obtener una dilucion 1:40, y asi para las sucesivas
diluciones.

DILUCION DEL CONTROL TITULABLE OPCIONAL

Considere que el control titulable opcional es una muestra de paciente
no diluida. Diluya el control a 1:20 afiadiendo 0,05 ml (50 pl) del suero
de control a 0,95 ml de disolvente de muestras. Prepare diluciones
dobles del control titulable como se ha descrito.

PREPARACION DE LOS PORTAOBJETOS CON SUSTRATO (20-
25 pl/pocillo)

Saque los portaobjetos de las bolsas y disponga los sueros de control
en los pocillos de control, como se indica: Invierta el frasco
cuentagotas de control y apriete hasta que se vea una gota en la punta.
Toque suavemente el pocillo de control con la gota, evitando que la
punta del cuentagotas entre en contacto directo con la superficie del
portaobjetos. Afiada una gota (20-25 pl) de muestra de paciente diluida
a los pocillos numerados.

PRECAUCION: S| LA PUNTA DEL CUENTAGOTAS TOCA
DIRECTAMENTE LA SUPERFICIE DEL PORTAOBJETOS, SE
PUEDE DANAR EL SUSTRATO DE ANTIGENO.

INCUBACION DE LOS PORTAOBJETOS (30+5 minutos a
temperatura ambiente, es decir, entre 18 y 24°C)

Ponga los portaobjetos en una cdmara cubierta y himeda (bastara con
una placa de Petri con una toalla de papel humedecida). Incube con la
tapa puesta durante 30 minutos (+5 minutos) a temperatura ambiente
(18-24°C).

ENJUAGUE CON PBS

Saque los portaobjetos de la bandeja de la incubadora y aclarelos un
poco con PBS utilizando una jeringa o una pipeta de Pasteur o
serologica. No utilice la jeringa directamente sobre los pocillos.
NOTA: Para evitar la contaminacion cruzada de los portaobjetos con
10 pocillos, dirija el chorro de PBS a la linea media del portaobjetos,
inclinandolo primero hacia los pocillos 1-3 y luego hacia los pocillos 4-
6.

LAVADO CON PBS (10 minutos)

Lave los portaobjetos con PBS durante 10 minutos, en una placa de
tincion de portaobjetos o en una jarra Coplin. Este lavado puede durar
hasta 30 minutos sin que varien los resultados finales. Una vez
utilizada, tire la solucién de lavado PBS.

8. REACTIVO FLUORESCENTE PARA DETECTAR ANTICUERPOS
(cubra los pocillos con 10-12 gotas)
Saque los portaobjetos del PBS de uno en uno y sumérjalos 3-5 veces
en agua desionizada o destilada. Pase un papel secante o una toalla de
papel por el borde del portaobjetos para retirar el agua sobrante. Vuelva
a colocar de inmediato el portaobjetos en la camara de incubacion y
cubra los pocillos por completo con el reactivo fluorescente para
detectar anticuerpos; empiece por poner una gota en cada pocillo.
Repita la operacién en cada portaobjetos. El reactivo fluorescente para
detectar anticuerpos ha sido titulado para compensar el agua
desionizada o destilada residual que queda en el portaobjetos tras el
enjuague.
NOTA: Es importante que los pocillos del portaobjetos no se sequen
durante este procedimiento, pues se podria dafiar el sustrato.
NO SEQUE EL PORTAOBJETOS NI DEJE QUE PASEN MAS DE 15
SEGUNDOS SIN ANADIR EL REACTIVO.

9. INCUBACION DE LOS PORTAOBJETOS (305 minutos a
temperatura ambiente, es decir, entre 18 y 24°C)
Ponga la tapa de la cdmara de incubacion y cubrala con una toalla de
papel para impedir la exposicién a la luz, si la cdmara no es opaca.
Deje que los portaobjetos se incuben 30 minutos (5 minutos) a
temperatura ambiente (18-24°C).

10. ENJUAGUE CON PBS

Retire los portaobjetos de la bandeja de la incubadora y enjuaguelos un

poco con PBS. No utilice la jeringa directamente sobre los pocillos.

11. LAVADO CON PBS (10 minutos)
Lave los portaobjetos con PBS durante 10 minutos, en una placa de
tincion de portaobjetos o en una jarra Coplin. Este lavado puede durar
hasta 30 minutos sin que varien los resultados finales.

12. PREPARACION DE LOS CUBREOBJETOS

Saque los portaobjetos del PBS de uno en uno y sumérjalos 3-5 veces
en agua desionizada o destilada. Pase un papel secante o una toalla de
papel por el borde del portaobjetos para retirar el agua sobrante.

NO SEQUE EL PORTAOBJETOS NI DEJE QUE PASEN MAS DE 15
SEGUNDOS SIN PONER EL CUBREOBJETOS. Afiada 4-5 gotas de
medio de preparacién semipermanente en la linea media de cada
portaobjetos. Coloque el cubreobjetos con cuidado, evitando que se
formen bolsas de aire, haciendo bajar suavemente el cubreobjetos de
un lado del portaobjetos al otro.

NOTA: Si pone demasiado medio de preparacion puede que la
fluorescencia de fondo sea elevada debido a la diseminacién de la luz,
o que la resolucion de las células no sea clara (imagen borrosa). Si ha
puesto demasiado medio de preparacion, puede retirarlo del
portaobjetos secando suavemente el cubreobjetos con papel secante o
para lentes, evitando cualquier movimiento directo del cubreobjetos.

ASISTENCIA TECNICA: +1-916-363-2649
o correo electronico: technicalsupport@immunoconcepts.com
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