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Imuno-CON ANCA

IMPORTANCIA CLINICA

As Vasculites Sistémicas sdo um grupo de doengas distintas com
grande dificuldade de diagnostico e classificagdo. O quadro clinico é
polimorfico e em geral grave. A freqliente sobreposicdo dos achados
clinicos e histoldgicos dificultam o diagnéstico, podendo acarretar
graves conseqliéncias.

Aassociacdo entre anticorpos anti-citoplasma de neutrofilos (ANCA) e
certas formas de vasculites sistémicas tornou-se o principal exame
laboratorial no estudo dessas doencas. A granulomatose de Wegener
€ uma grave vasculite sistémica, que é fatal se néo tratada. A classica
triade de Wegener generalizada é caracterizada por vasculite
granulomatosa necrotizante do pulmé&o e de vias aéreas superiores,
associada a glomerulonefrite.

Os ANCA sdo auto-anticorpos dirigidos contra constituintes dos
neutréfilos. Dois padroes de ANCA podem ser observados pela
imunofluorescéncia indireta quando os neutréfilos (substrato) séo
fixados em etanol: padréo citoplasmatico (c-ANCA), dirigido contra
uma serina protease existente nos granulos primarios (azuréfilos) dos
netrofilos, a Proteinase 3, que apresenta uma fluorescéncia granular
difusa, tipica no citoplasma dos neutrdfilos, e padrdo perinuclear (p-
ANCA), dirigido contra a proteina mieloperoxidase existente nos
granulos primarios (azurdfilos) dos neutréfilos, mostrando
fluorescéncia perinuclear.

O padrao c-ANCA ¢é predominantemente associado com
granulomatose de Wegener, e p-ANCAtem sido associado com varias
formas de vasculites sistémicas, como poliarterite microscépica ativa
(80%), glomerulonefrite necrozante rapidamente progressiva, etc.;
bem como associada com outras condi¢cdes clinicas tais como:
retocolite ulcerativa, arterite de células gigantes, policondrite crénica
atrofiante, infeccdo pelo virus HIV. Entretanto, nas vasculites
sistémicas o p-ANCA correlaciona-se com doenga renal em cerca de
90 % dos casos.

ANCA ocorre em mais de 90% dos pacientes com vasculites



sistémicas ativas e em 67% com vasculite limitada ativa. A incidéncia
de ANCA varia em pacientes em remisséo clinica. Pacientes com
granulomatose de Wegener podem ocasionalmente ser ANCA
negativos. A correta interpretacdo dos resultados obriga o
conhecimento dos achados clinicos no paciente.

O Kit ImunoCon-ANCA da WAMA utiliza neutrofilos (substrato) fixados
com etanol para técnica de imunofluorescéncia indireta, a qual é
atualmente o Unico teste padronizado internacionalmente para
deteccéo destes anticorpos.

PRINCIPIO DO METODO

Quando anticorpos anti-citoplasma de neutrdéfilos estdo presentes no
soro, eles se ligam ao substrato ( preparagéo otimizada de neutrofilos
humanos). Anticorpos néo ligados sédo removidos por lavagem. Os
anticorpos especificos ligados, de classe IgG, séo revelados por uma
antigamaglobulina G humana  marcada com isotiocianato de
fluoresceina. As reagdes sdo observadas sob um microscopio de
fluorescéncia equipado com filtros apropriados. A presengca de ANCA é
demostrada por fluorescéncia granular difusa no citoplasma (c-ANCA)
ou perinuclear (p-ANCA).

AI?RESENTAQAO DOKIT

COD. 11241 - (24 determinagodes)

1. Ldminas com 6 areas reativas com substrato de neutréfilos
humanos (4 laminas)

2. Antigamaglobulina G humana marcada com isotiocianato de
fluoresceina (1 x 5ml)

3. Tampéao diluente (60ml)

4. Tampéo fosfato salino (PBS) (2x1g)

5. Glicerina tamponada (5ml)

6. Soro controle positivo (0,5ml)

7. Soro controle negativo (0,5ml)

8.Laminulas



9. Instrugdes de uso

ESTABILIDADE DOS REAGENTES

Laminas com neutréfilos (1): deixa-las atingirem em temperatura
ambiente por 15 minutos antes de retira-las do envelope. Estaveis em
geladeira (2-8°C) até a data do vencimento.

Antigamaglobulina humana (IgG) marcada (2): pronta para uso.
Estavel em geladeira (2-8°C). Proteger da luz. Contém azida sédica
0,1%. Estavel até a data do vencimento.

Tampao diluente (3): pronto para uso. Conservar em geladeira (2-
8°C). Contém azida sdédica 0,1%. Estavel até a data do vencimento.
Tampao Fosfato Salino (PBS) (4): dissolver o conteudo de 1 frasco
para 1 litro de agua destilada , obtendo-se uma solugédo com pH=7,2.
Conservar em geladeira (2-8°C) em recipiente limpo e fechado. E
estavel até a data do vencimento sem dissolver. Descartar se ocorrer
mudanga do pH ou turvagéo.

Glicerina tamponada (5): pronta para uso. Estavel em geladeira  (2-
8°C) até a data do vencimento. N&o conservar a temperatura inferior a
2°C para evitar cristalizagdo. Contém azida sodica 0,1%.

Soro controle positivo (6): pronto para uso. Contém azida sodica
0,1%. Estavel ate a data do vencimento.

Soro controle negativo (7): pronto para uso. Contém azida sddica
0,1%. Estavel até a data do vencimento.

MATERIAL NECESSARIO, MAS NAO FORNECIDO

Microscopio de fluorescéncia

Pipetas sorolodgicas

Jarra de Coplin ou similar

Agua destilada ou deionizada

Frasco para 1 litro

Camara de incubagao

Papel absorvente

AMOSTRAS

Somente utilizar amostras de soro livre de hemdlise e contaminagao



bacteriana. Em caso de necessidade as amostras podem ser
conservadas no freezer a -20°C, no maximo por 6 (seis) meses, ou
entre 2a8°C poruma semana.

PROCEDIMENTO

a. Teste Qualitativo (screening): para triagem e eliminagéo dos soros
naoregentes.

1. Diluir o soro de cada paciente a 1/10 com tampé&o diluente(3) (0,1ml
de soro + 0,9ml do tamp&o diluente)

2. Deixar a(s) lamina(s) atingir a temperatura ambiente por 15 minutos
antes de retird-la(s) do envelope. Remové-la(s) sem tocar no
substrato, rotula-la(s) e coloca-la(s) em camara umida.

3. Pingar 1 gota (5001) dos controles positivo (6) e negativo (7) , sem
diluir, nas areas 1 e 2 da(s) lamina(s), respectivamente. Evitar
transbordar as areas.

4. Pingar 1 gota (500Ql) dos soros desconhecidos diluidos 1/10 nas
areas restantes, evitando transbordar.

5. Incubar em camara Uumida por 30 minutos, em temperatura
ambiente.

6. Remover a(s) lamina(s) da camara umida. Segura-la(s) por uma
extremidade e lava-la(s) com tampéao fosfato salino (PBS) (4),
aproximadamente 10 ml. Usando uma pipeta dirigir o PBS pela borda
longitudinal da(s) lamina(s), tendo o cuidado de n&o atingir
diretamente as areas reativas, evitando com isso prejudicar o
substrato. Colocar a(s) Iamina(s) em uma jarra de Coplin ou similar e
lava-la(s) com PBS por 10 minutos, agitando suavemente o Coplin
algumas vezes.

7. Removera(s)lamina(s)do Coplin, uma de cada vez. Tirar o excesso
de PBS sacudindo-a sobre papel absorvente. Secar em torno das
areas reativas e ir IMEDIATAMENTE para etapa 8 para néo secar o
local dareagao.

8. Retornar a céamara umida. Pingar 1 gota (500l) da
antigamaglobulina marcada (2) em cada area da(s) lamina(s), tendo o
cuidado de recobri-las totalmente.



9. Incubar a(s) lamina(s) por 30 minutos em cémara umida, em
temperatura ambiente, protegendo do excesso de luz.

10. Remover a(s) lamina(s) da camara umida. Segura-la(s) por uma
extremidade e lava-la(s) com tampdo fosfato salino (PBS),
aproximadamente 10ml. Usando uma pipeta dirigir o PBS pela borda
longitudinal da(s) lamina(s), tendo o cuidado de n&o atingir diretamente
as areas reativas, evitando com isso prejudicar o substrato. Colocar
a(s) lamina(s) em uma jarra de Coplin ou similar e lava-la(s) com PBS
por 10 minutos, agitando suavemente o Coplin algumas vezes.
ATENGCAO: Lavagens inadequadas podem alterar a morfologia das
células polimorfonucleares (neutréfilos) e levar a um aumento da
fluorescéncia de fundo.

11. Remover a(s) lamina(s) do Coplin, uma de cada vez. Tirar o
excesso de PBS sacudindo-a(s) sobre papel absorvente. Secar em
torno das areas reativas e ir IMEDIATAMENTE para a etapa 12 para
nao secar o local dareagéo.

12. Pingar 3 a 4 gotas de glicerina tamponada (5) entre as areas
reativas. Cobrir a(s) lamina(s) com uma laminula evitando a formagao
de bolhas. Secar o excesso da glicerina com papel absorvente. Limpar
odorso da(s) lamina(s). !

13. Ler em microscopio de fluorescéncia. E conveniente fazer a leitura
no mesmo dia. Entretanto, no caso de néo ser possivel, conserva-la(s)
em geladeira (2-8°C) protegida da luz e lé-la(s) no dia seguinte. A
glicerina nao deve secar. Se isto ocorrer colocar mais glicerina.

b. Teste Semi-Quantitativo. (Titulag&o): para determinar o titulo do
anticorpo dos soros positivos no teste Qualitativo (screening).

1. Partindo da diluicdo 1/10, diluir os soros positivos em tampéao
diluente (3)a 1/20, 1/40, 1/80 ou mais.

2. Deixar a(s) lamina(s) atingir a temperatura ambiente por 15 minutos
antes de retira-la(s) do envelope. Remové-la(s) sem tocar no
substrato, rotula-la(s) e coloca-la(s) em camara umida.

3. Pingar 1 gota (5001) dos controles positivo (6) e negativo (7) , sem
diluir, nas éareas 1 e 2 da(s) lamina(s), respectivamente. Evitar
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transbordar as areas.

4. Pingar 1 gota (5001) dos soros diluidos nas areas restantes usando
uma areas para cada dilui¢cdo. Evitar transbordar as areas.

5.Seguir as etapas de 5 a 13 do teste de triagem (screening).
RESULTADO DAS LEITURAS.

Reacdo Negativa: AUSENCIA de fluorescéncia verde-maca
caracteristica. Comparar com o controle negativo. A imagem da
amostra deve ser sempre igual ao controle negativo.

Reagdo Positiva: PRESENCA de fluorescéncia verde-maga
caracteristica no citoplasma (c-ANCA) ou perinuclear (p-ANCA).

INTERPRETAGAO

Os resultados dos testes deverdo ser reportados como Nao
Reagentes (inferior a 1/10) ou Reagentes com o titulo
correspondente.

Soros que mostrarem fluorescéncia até a diluigdo 1/80 serdo
reportados como Reagente maior ou igual a 1/80, ou,
preferencialmente, a maior diluicdo que apresentar reagdo positiva,
informando sempre a tipo de fluorescéncia, se citoplasmatica ou
perinuclear.

Soros ANA (Anticorpo Antinuclear) positivos podem acarretar reagoes
positivas semelhantes as reagoes p-ANCA.

Os titulos de c-ANCA estdo frequentemente relacionados com
atividades da doenca, e decrescem quando a terapéutica
imunossupressora é introduzida.

LIMITAGOES DO METODO

Algumas vezes, soros muito fracos ou com excesso de anticorpos
(Fenémeno de prozona) podem resultar resultados negativos.

Em alguns casos de presenca de dois ou mais anticorpos podem
resultar em resultados errados, levando a impossibilidade na deteccédo
de ANCA ou a supresséao de seu titulo se o anticorpo tem um titulo
maior que o anti-ANCA. A causa mais comum de interferentes nos



testes de imunofluorescéncia para ANCA é a presenca de ANA
positivo.

Alguns pacientes com granulomatose de Wegener podem apresentar
teste de imunofluorescéncia negativo.

Soros de ANA positivos podem ser confundidos com p-ANCA. Na
duvida, tais soros deverao ser testados para ANA com substrato de
Hep-2, ou corte de tecido, ou testado com substrato ANCA fixado em
formalina, no qual o ANA sera negativo.

PRECAUGOES E ADVERTENCIAS

1. Reagentes somente para uso diagnostico “in vitro”.

2. Como se emprega azida sédica 0,1% como conservante nos
controles, conjugado, tampao diluente e glicerina tamponada, o
descarte dos reativos deve ser acompanhado de grandes volumes de
agua para evitar acumulo de residuos de azida nos encanamentos,
pois esta pode reagir com chumbo ou cobre formando sais altamente
explosivos. Além disso, azida é toxica quando ingerida.

3. Todos os materiais humanos usados na preparagéo dos controles
foram testados, com resultados negativos, para antigeno de superficie
da hepatite B (HBsAg), HIV-1 e 2, HCV e HTLV-1. Porém, como
nenhum método diagnostico oferece completa seguranga da auséncia
destes e de outros agentes infecciosos, recomenda-se tratar os soros
controles humanos como materiais potencialmente infecciosos.

4. Seguir boas praticas laboratoriais (BPLs) na conservagédo,
manuseio e descarte dos materiais.

5. Seguir exatamente as instrugdes de uso para que os resultados
sejam validos.

6. Nao substituir componentes deste kit com o de outros fabricantes,
nem usar componentes de lotes e codigos diferentes.

7.Nao usarreagentes apds a data de validade.

INCIDENCIA DE ANTICORPOS ANTI-CITOPLASMA DE
NEUTROFILOS



Condigiio Clinica % de Positivos
Granulomatose de Wegener

Generalizada
Ativa 9
Remissdo parcial 71
Remissio completa 41
Recorréncia local R
Localizada
Ativa 67
Remussiio parcial 34
Remissfio completa 32
Doenga Inflamatéria Intestinal
Colite ulccrativa 70
Colangite csclerosante primaria 82
Daenca de Crohn (freglientemente titulo baixo) 27
Controle de Doenga
Doadores de sangue 0
Daengas auteimune do tecide conjuntivo 0
Doenga granulomatosa 0
Doenga renal primaria 1

SIMBOLOGIA

@ O conteudo é suficiente
para ( n) testes

Produto diagndéstico in vitro

Limite de temperatura

Consultar instrugdes para uso

Data limite de utilizagéo

Numero do catalogo

Numero do lote

ZX| Proteger do calor
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TERMO DE GARANTIA

A WAMA Diagnéstica garante a troca deste conjunto diagndstico,
desde que o mesmo esteja dentro do prazo de validade e que seja
comprovado por sua assessoria técnica que nao houve falhas na
execugao, manuseio e conservagao deste produto. A WAMA e seus
distribuidores nao se responsabilizam por falhas no desempenho do kit
sob essas condicoes.
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