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ANCA

1. PRZEZNACZENIE

AESKUSLIDES® ANCA to oznaczenie z wykorzystaniem metody immunofluorescencji posredniej
stuzgce do wykrywania przeciwciat przeciwko cytoplazmie neutrofilbw (ang. anti-neutrophil
cytoplasmic autoantibodies, ANCA) w surowicy ludzkiej.

Oznaczenie to jest narzedziem do diagnostyki réznicowej zapalen naczyh krwionosnych
zwigzanych z ANCA (ang. ANCA-associated vasculitides, AAV), takich jak ziarniniakowatos¢
z zapaleniem naczyn (ziarniniakowato$¢ Wegenera)!, mikroskopowe zapalenie naczyn i zespdt
Churga-Strauss.

2. ZASTOSOWANIE KLINICZNE

Akronim  ANCA (Anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies) opisuje grupe przeciwciat
skierowanych przeciwko roznym sktadnikom monocytow i granulocytow obojetnochtonnych. Do tej
pory uznang metodg wykrywania ANCA byt test metodg immunofluorescencji posredniej neutrofilow
utrwalonych etanolem. Okazato sie, ze niektore ANCA (zwane C-ANCA) dajg cytoplazmatyczny
wzorzec fluorescencyjny, podczas gdy inne dajg wzorzec okotojgdrowy (P-ANCA) w neutrofilach
utrwalonych etanolem. Poniewaz oba wzorce moga wystepowaé¢ dla wielu antygendw,
immunofluorescencja nie wystarcza do satysfakcjonujgcej diagnostyki réznicowej zapalenia
naczyn; dlatego kazdy test immunofluorescencyjny (ang. immunofluorescence test, IFT) nalezy
weryfikowa¢ swoistymi testami ELISA23,

Niektére ANCA dajg nietypowy wzorzec fluorescencyjny (A-ANCA), ktéry moze by¢ technicznie
trudny do odrdznienia od wzorca generowanego przez przeciwciata przeciwjgdrowe (ang. anti-
nuclear antibodies, ANA) w neutrofilach utrwalonych etanolem. Aby pomd6c w ich rozréznieniu,
stosuje sie utrwalanie neutrofiléw formaling. ANCA, ktére powodujg barwienie P-ANCA/A-ANCA
w neutrofilach utrwalonych etanolem, bedg wykazywaé wzorzec cytoplazmatyczny, gdy substratem
sg neutrofile utrwalone formaling. W przypadku, gdy wzorzec wybarwienia staje sie negatywny,
nalezy przeprowadzi¢ badanie na obecno$¢ ANA przy uzyciu komorek Hep2.#

Mieloperoksydaza (MPQO) zostata zidentyfikowana jako gtéwny antygen P-ANCA (MPO-ANCA).
Jednak inne sktadniki komérek, takie jak laktoferyna, katepsyna G, lizozym i elastaza, rowniez
powodujg barwienie okotojgdrowe i dlatego sg zaliczane do grupy P-ANCA. Nie sg one jednak
swoiscie zwigzane z AAV imogg odgrywaé¢ role w diagnostyce roznicowej innych chordb
niezwigzanych z zapaleniem naczyni®.

1 Falk RJ, Gross WL, Guillevin L, Hoffman GS, Jayne DR, Jennette JC et al. Granulomatosis with Polyangiitis (Wegener's):
An alternative name for Wegener's Granulomatosis. Arthritis Rheum 2011, 63: 863-864.
2 Savige J, Gillis D, Benson E, Davies D, Esnault V, Falk RJ et al. International Consensus Statement on Testing and
Reporting of Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies (ANCA). Am J Clin Pathol 1999; 111: 507-513.
3 Savige J, Dimech W, Fritzler M, Goeken J, Hagen EC, Jennette JC et al. Addendum to the International Consensus
Statement on testing and reporting of antineutrophil cytoplasmic antibodies. Quality control guidelines, comments, and
recommendations for testing in other autoimmune diseases. Am J Clin Pathol 2003; 120: 312-318.
4 Csernok E, Holle JU. Twenty-eight years with antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA): how to test for ANCA —
evidence-based immunology? Autoimmun Highlights 2010; 1: 39-43.
5 Wiik A, Stummann L, Kjeldsen L, Borregaard N, Ullman S, Jacobsen S et al. The diversity of perinuclear antineutrophil
cytoplasmic antibodies (pANCA) antigens. Clin Exp Immunol 1995; 101 Suppl 1: 15-17.
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Natomiast proteinaza 3 jest gldbwnym antygenem docelowym C-ANCA (PR3-ANCA)®. Innym
antygenem, ktéry moze wytwarza¢ C-ANCA, jest BPI (biatko bakteriobdjcze / zwiekszajgce
przepuszczalnosc¢)’.

ANCA s3g czesto wykrywane u pacjentow z mikroskopowym zapaleniem naczyn (60% MPO-ANCA,
30% PR3-ANCA) oraz u pacjentéw z zespotem Churga-Strauss (30% MPO-ANCA, 30% PR3-
ANCA)2. Autoprzeciwciata przeciwko PR3 sg swoistym markerem serologicznym ziarniniakowato$ci
Z zapaleniem naczyn (ziarniniakowatosci Wegenera). W tym przypadku od 50% (choroba
miejscowa) do 95% (choroba uogdlniona) pacjentéw wykazuje PR3-ANCA®.

Przeciwciata przeciwko innym antygenom istotnym dla ANCA, takim jak laktoferyna, katepsyna G,
elastaza i BPI, byly zwigzane z wieloma réznymi chorobami. Jednak istotnosc kliniczna jest tutaj
nadal przedmiotem badan®. W przypadku przeciwciat przeciwko elastazie wykazano korelacje ze
zmianami destrukcyjnymi linii posrodkowej wywotanymi kokaing (ang. cocaine-induced midline
destructive lesions, CIMDL)?,

Charakterystyka antygenu: Ludzkie neutrofile (granulocyty) utrwalone etanolem albo formaling.

Reaktywnos¢ krzyzowa: Jak opisano w rozdziale dotyczacym zastosowan klinicznych, obecnosc¢
ANA moze powodowac powstawanie wzordéw fluorescencji, ktére mozna pomyli¢ z P-ANCA/A-
ANCA. Poza tym reaktywnosc¢ krzyzowa nie wystepuje.

Wykrywanie przeciwciat opiera sie na zasadzie oznaczenia immunofluorescencji posredniej (IIFA).
Szklane szkietka mikroskopowe sg pokrywane wycinkami tkanek lub komoérkami (komérki HEp-2
(ANA), granulocytami (ANCA) lub Crithidia luciliae (nDNA)). Jesli surowica pacjenta zawiera swoiste
przeciwciata, ulegng one zwigzaniu podczas pierwszej inkubacji. Po usunieciu niezwigzanego
materialu podczas etapodw piukania zwigzane przeciwciata sg wykrywane przez sprzezone
z fluoresceing przeciwciata przeciwko ludzkim immunoglobulinom podczas drugiej inkubacji.
Specyficzne zielone barwienie fluorescencyjne kompleksu antygen-przeciwcialo mozna
wizualizowa¢ za pomocg mikroskopu fluorescencyjnego.

6 Gross WL, Csernok E, Helmchen U. Antineutrophil cytoplasmic autoantibodies, autoantigens, and systemic vasculitis.
APMIS 1995; 103: 81-97.
7 Zhao MH, Jones SJ, Lockwood CM. Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) is an important antigen for anti-
neutrophil cytoplasmic autoantibodies (ANCA) in vasculitis. Clin Exp Immunol 1995; 99: 49-56.
8 Bosch X, Guilabert A, Font J. Antineutrophil cytoplasmic antibodies. Lancet 2006; 368: 404-418.
9 Holle JU, Csernok E, Gross WL. Wegener Granulomatosis. 2008; In: Diagnostic Criteria in autoimmune Diseases,
Shoenfeld Y, Cervera R, and Gershwin ME, eds. Humana Press, pp. 99-102.
10 wiesner O, Russell KA, Lee AS, Jenne DE, Trimarchi M, Gregorini G et al. Antineutrophil cytoplasmic antibodies reacting
with human neutrophil elastase as a diagnostic marker for cocaine-induced midline destructive lesions but not autoimmune
vasculitis. Arthritis Rheum 2004; 50: 2954-2965.
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3. PROCEDURA DLA ZESTAWU TESTOWEGO

Szczegotowe instrukcje znajdujg sie w punkcie 12 instrukcji zatytutowanym Procedura
oznaczenia. W przypadku zestawéw ANCA nalezy stosowac nastepujgce parametry:

= Czas barwienia kontrastowego: 30-90 sekund
= Zalecane miano przesiewowe:

» 1:20

4. INTERPRETACJA

Przeciwciata przeciwko cytoplazmie neutrofilbw (ANCA) majg duze znaczenie kliniczne w ocenie
zaburzen naczyniowych u pacjenta.

Odpowiednie miano koncowe to takie, w ktérym surowica pacjenta wykazuje prostg dodatnig
fluorescencje. Staba fluorescencja z mianami od 1:20 do 1:80 lub niejasnosci w odniesieniu do
wynikéw klinicznych powinny by¢ sprawdzane poprzez monitorowanie kontroli. W takim przypadku
prébki powinny by¢ pobierane co okoto 3 tygodnie i badane w podobny sposéb.

1:20 25yl surowicy + 475 pl buforu probki

1:40 20 yl surowicy  + 780 pul buforu probki (odpowiednio 1:2 rozcienczenia ,,1:20”)
1:80 10 pl surowicy  + 790 ul buforu probki (odpowiednio 1:2 rozcienczenia ,1:40”)
1:160 10 pl surowicy + 1590 pl buforu prébki (odpowiednio 1:2 rozciehczenia ,1:80”)

itd.

Klasyczny wzorzec C-ANCA przedstawiajgcy ziarniste, jednorodne barwienie cytoplazmatyczne
z minimalnym zabarwieniem obszaru jgdrowego.

Wzorzec P-ANCA z ostro zarysowanym barwieniem okotojagdrowym (neutrofile utrwalone etanolem)
lub wzorzec cytoplazmatyczny C-ANCA (neutrofile utrwalone formaling).

5. CHARAKTERYSTYKA SKUTECZNOSCI SWOISTEJ

5.1. Czutoscé/swoistosc

Produkty AESKUSLIDES® ANCA Ethanol i ANCA Formalin poréwnano z innymi dostepnymi

w handlu systemami testow metodg immunofluorescencji posredniej neutrofiléw utrwalonych
etanolem i formaling. 132 surowic pochodzgcych od pacjentéw ze zdiagnozowanym zapaleniem
naczyn zwigzanym z ANCA oraz 375 surowic od pacjentow z innymi schorzeniami (probki
kontrolne pochodzgce od oséb ze schorzeniami) poddano analizie recznej i ocenie przez dwoch
diagnostow. Do okreslenia, ktére probki sg dodatnie, wykorzystano rozcienczenie odciecia 1:20.
Prébki kliniczne pochodzity od osdb z chorobami autoimmunologicznymi z petnego spektrum.

3/15
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W poréwnaniu uzyskano nastepujgce wyniki dla produktu ANCA Ethanol:

Predykat

Dodatni Ujemny tacznie
Dodatni 145 34
Ujemny 71 257 328
tacznie 216 291 507

AESKUSLIDES®
ANCA Ethanol

Czulo$¢ =145/216 =67,1% (95 % Cl: 60,6—73,0 %)
Swoisto$¢ = 257/291 =88,3% (95 % Cl: 84,1-91,5 %)

W poréwnaniu uzyskano nastepujace dane dla produktu ANCA Formalin:

Predykat
Dodatni Ujemny tacznie
66 35 101
16 390 406
82 425 507

Dodatni
Ujemny
tacznie

AESKUSLIDES®
ANCA Formalin

Czuto$¢ =66/82 =80,5% (95 % CI: 70,6-87,6 %)
Swoistos¢ =390/425 =91,8% (95 % CI: 88,8-94,0 %)

Przedziaty ufnosci 95 % sg wyliczone zgodnie z metodg Wilsona'®.

5.2. Odtwarzalnosé¢ i precyzja

Przeprowadzono badania dotyczgce odtwarzalnosci wynikdw uzyskanych przy uzyciu produktéw
AESKUSLIDES® ANCA Ethanol i ANCA Formalin w ramach laboratorium, pomiedzy laboratoriami
oraz pomiedzy partiami. Przy uzyciu produktu AESKUSLIDES® ANCA Ethanol wykonano
oznaczenia dla o$miu probek surowicy. Dla produktu AESKUSLIDES® ANCA Formalin
przetestowano dziesie¢ probek. Zbiodr probek obejmujacy prébki ujemne, stabo dodatnie, srednio
dodatnie oraz silnie dodatnie, reprezentujgce dwa rézne wzorce (P-ANCA i C-ANCA) przetworzono
recznie oraz przy uzyciu systemu HELIOS® Automated IFA System; oceny dokonato dwdch
diagnostow. Do celow oceny w ramach laboratorium i pomiedzy laboratoriami probki testowano
przez pie¢ dni, z dwoma przebiegami dziennie i trzema replikatami na przebieg, w trzech osrodkach
badawczych. Aby wykazac¢ zmiennos$¢ pomiedzy partiami, probki oznaczano przy uzyciu produktéw
AESKUSLIDES® ANCA Ethanol i ANCA Formalin w dziesieciu replikatach z uzyciem trzech
roznych partii zestawu. Zgodnos$¢ wynikow dodatnich i ujemnych wynosita = 90 %. We wszystkich
testowanych studzienkach dla probek odnotowano spojne wzorce i intensywnosci fluorescencji.

1 wilson, E. B. (1927). Probable Inference, the Law of Succession, and Statistical Inference. Journal of the American
Statistical Association, 22(158), 209-212. https://doi.org/10.2307/2276774
4715
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6. ARKUSZ INTERPRETACJI DANYCH

ANCA

Data:

PARTIA:

Nr szkietka:

Operator:

Utrwalenie

etanol: [] formalina:[_]

Nr Identyfikator  [Wspotczynnik F.l.
studzienki rozcienczenia

nukleoplazma

cytoplazma

autoprzeciwciata

uwagi

1

2

3

10

11

12
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7. STANDARDOWA ZAWARTOSC ZESTAWU

SZKIELKA KONIUGAT KONTROLA DODATNIA

Nr kat. Opis zestawu Nr kat. |Studzie| Czym pokryte Nr kat. Opis Nr kat. Opis
zestawu nKki

19G z niebieskim korkiem: Wzorzec ANCA — kontrola C-ANCA
roztwor o lekko PC54.100 Z czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
trofile ludzkie niebieskim zabarwieniu. ' Zawiera: surowiceg ludzkg (rozcier'\czopa),
54100 ANCA Ethanol S| a2 neu T cs4.100 Zawiera: BSA, Tween, 1x azydek sodu <0,1% (Srodek konserwujgcy) 1x
: (12 studzienek) : (utrwalone : przeciwciato przeciwko 4,8 ml Wzorzec ANCA — kontrola P-ANCA 0,5ml
etanolem) ludzkiej immunoglobulinie PC54.101 Z czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
19G znakowane ’ Zawiera: surowice ludzka (rozcienczong),
fluoresceing (FITC) azydek sodu <0,1% ($rodek konserwujacy)
IgG z niebieskim korkiem: Wzorzec ANCA - kontrola C-ANCA
roztwor o lekko PC54.100 Z czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
irofile ludzkie niebieskim zabarwieniu. ' Zawiera: surowiceg ludzkg (rozciehczo_na),
54101 ANCAFormalin oo, 0 1, neu 10 Csa101 Zawiera: BSA, Tween, 1x azydek sodu <0,1% (srodek konserwujacy) 1x
: (12 studzienek) ' (utrwalone : przeciwciato przeciwko 4,8 ml Wzorzec ANCA — kontrola P-ANCA 0,5ml
formaling) ludzkiej immunoglobulinie pCsa 101 Zczerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
IgG znakowane ' Zawiera: surowice ludzkg (rozcienczong),
fluoresceing (FITC) azydek sodu <0,1% ($rodek konserwujgcy)
1gG z niebieskim korkiem: Wzorzec ANCA - kontrola C-ANCA
roztwor o lekko PC54.100 Z czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
' . niebieskim zabarwieniu. ' Zawiera: surowice ludzkg (rozcienczong),
ANCA Ethanol TR Zawiera: BSA, Tween, 1x azydek sodu <0,1% (Srodek konserwujacy) 1x
SnibE (6 studzienek) S0 € (utrwalone L Cen s przeciwciato przeciwko 2,4 ml Wzorzec ANCA — kontrola P-ANCA 0,5 ml
etanolem) ludzkiej immunoglobulinie pCs4.101  Z.Czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
1gG znakowane ' Zawiera: surowice ludzkg (rozcienczong),
fluoresceing (FITC) azydek sodu <0,1% ($rodek konserwujgcy)
IgG z niebieskim korkiem: Wzorzec ANCA - kontrola C-ANCA
roztwor o lekko PC54.100 Z czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.
) . niebieskim zabarwieniu. ' Zawiera: surowice ludzkg (rozcienczong),
ANCA Formalin neutrofile ludzkie Zawiera: BSA, Tween, 1x azydek sodu <0,1% (Srodek konserwujacy) 1x
54.051 (6 studzienek) 554.051 6 (utrwalone 10 €54.051 przeciwciato przeciwko 2,4 m| Wzorzec ANCA — kontrola P-ANCA 0,5 ml
formaling) ludzkiej immunoglobulinie PC54.101 Z czerwonym korkiem: bezbarwny roztwor.

IgG znakowane Zawiera: surowice ludzkg (rozcienczong),
fluoresceing (FITC) azydek sodu <0,1% (Srodek konserwujgcy)

UWAGA: Zawartosé pozostatych sktadnikéw zestawéw, tj. odczynnikéw wspdélnych (kontrola ujemna, srodek do osadzania preparatu itp.) opisano ponizej w punkcie 8 ZAWARTOSC
WSPOLNYCH ODCZYNNIKOW.

6/15



R4 AESKU,DIAGNOSTICS e s o

Nr wydania instrukciji 017: 2025-05-19

8. ZAWARTOSC WSPOLNYCH ODCZYNNIKOW

a. Wspolne odczynniki

. llosé . Gotowy do
SeeaA JORIvioss

Z zielonym korkiem: bezbarwny roztwor.
NCANCA Kontrola ujemna 1x 0,5ml = Zawiera: surowice ludzkg (rozcienczong), azydek sodu TAK
<0,1 % (srodek konserwujgcy)
Z biatym korkiem: niebieski roztwor.
Zawiera: sol fizjologiczng buforowang fosforanami, btekit

* EBIFA B*ekg Exnsa ix  15ml Evansa. NIE
’ Rozcienczyc¢ bfekit Evansa 0,2% w stosunku 1:3000
w 1x WBIFA
G o Zatwierdzony do uzytku z HELMED®
rodek do . S .
MMIEA osadzania 1x 8 mi Z biatym korkiem: bezbarwny roztwor. TAK
preparatu Zawiera: sdl fizjologiczng buforowang fosforanami,
gliceryne.
Z biatym korkiem: bezbarwny roztwor.
: Rozcienczyc¢ stezony bufor w stosunku 1:10 woda
Bufor do ptuk
WBIFA uror (fOF))()u ana 1x 100 ml destylowang (np. 100 ml + 900 ml). Zawiera: sol NIE

fizjologiczng buforowang fosforanami, azydek sodu
(Srodek konserwujacy).
Z biatym korkiem: bezbarwny roztwor.
do rozcienczania surowic pacjentéw.

Zawiera: BSA, PBS, azydek sodu (srodek
konserwujgcy).

SBIFA Bufor prébki (1x) 1x 70 ml TAK

llosci podane sg dla zestawu. (*) nalezy zaméwié osobno.

b. Materialy wymagane, ale niedotagczone

Woda destylowana

Probéwki do rozcienczania prébek
Kolba pomiarowa

Pipeta wolumetryczna

Minutnik

Mikroskop fluorescencyjny z systemem FITC (filtr wzbudzenia 490 nm, filtr barierowy 510 nm)
Tacka inkubatora

Naczynie do barwienia

. Koncowki pipet

10. Szkietka nakrywkowe (24 x 60 mm)
11. Butelka tryskawka do mycia

©CoNoGhkwDN P

Jesdli informacje o produkcie, wtym etykieta, sa wadliwe lub nieprawidiowe, nalezy
skontaktowac sie z producentem lub dostawca zestawu testowego.

7115



53 AESKU.DIAGNOSTICS o s

Nr wydania instrukciji 017: 2025-05-19

9. PRZECHOWYWANIE | OKRES TRWALOSCI

Wszystkie odczynniki nalezy przechowywac¢ w temperaturze 2—-8 °C/35,6—46,4 °F, chronigc przed
intensywnym dziataniem Swiatta. Data waznosci kazdego skfadnika jest podana na odpowiedniej
etykiecie. Nie nalezy uzywac odczynnikéw po uptywie terminu waznosci.

Przechowywac¢ wszystkie odczynniki i szkietka w temperaturze 2—-8 °C/35,6—46,4 °F w oryginalnych
pojemnikach. Po przygotowaniu rekonstytuowane roztwory zachowujg stabilnoS¢ przez co najmnie;j
jeden tydzien w temperaturze 2-8 °C/35,6-46,4 °F. Odczynniki i szkietka nalezy zuzy¢
w terminie waznosci wskazanym na kazdym elemencie.

10. SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE STOSOWANIA

c. Dane dotyczace zagrozen dla zdrowia

PRODUKT JEST PRZEZNACZONY WYLACZNIE DO DIAGNOSTYKI IN VITRO. W zwigzku z tym
test przy uzyciu tego zestawu moze wykonac¢ tylko wykwalifikowany personel specjalnie
przeszkolony w zakresie metod diagnostyki in vitro. Chociaz ten produkt nie jest uwazany za
szczegOlnie toksyczny ani niebezpieczny w warunkach uzytkowania zgodnie z przeznaczeniem,
w celu zapewnienia maksymalnego bezpieczenstwa nalezy zapozna¢ sie z ponizszymi
informacjami:

Zalecenia i srodki ostroznosci

Ten zestaw zawiera potencjalnie niebezpieczne elementy. Chociaz odczynniki zestawu nie sag
sklasyfikowane jako draznigce dla oczu i skéry, zalecamy unikanie kontaktu z oczami i skérg oraz
noszenie jednorazowych rekawiczek.

Caty ludzki materiat zrédtowy (kontrole itp.) uzyty w niektérych odczynnikach tego zestawu zostat
przetestowany zatwierdzonymi metodami i okazat sie ujemny pod katem HbsAg, wirusowego
zapalenia watroby typu C iHIV. Zaden test nie moze jednak zagwarantowaé catkowite]
nieobecnosci czynnikdw wirusowych w takim materiale. W zwigzku z tym nalezy obchodzi¢ sie
z kontrolami zestawu i probkami pacjentow tak, jakby byty zakazne, zgodnie z wymogami
krajowymi.

Zestaw zawiera materiat pochodzenia zwierzecego (BSA, immunoglobuliny), jak okreslono w spisie
zawartosci; postepowac zgodnie z wymogami krajowymi.
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d. Ogdlne wskazéwki dotyczace uzytkowania

1. Nie pipetowac¢ ustami. Podczas manipulowania zestawem nie wolno pali¢ tytoniu, je$¢ ani pic.

2. Nie mieszac ani nie zastepowac¢ odczynnikow o réznych numerach partii. Moze to prowadzi¢
do réznic w wynikach.

3. Po uzyciu wszystkie kolby powinny zosta¢ szczelnie zamkniete, aby unikng¢ zanieczyszczenia
bakteriami.

4. Wszystkie roztwory nalezy zawsze pipetowaé przy uzyciu nowych, sterylnych koncéwek do
pipetowania.

5. Nigdy nie wystawia¢ elementow na dziatanie temperatur wyzszych niz 37 °C/98,6 °F
(z wyjatkiem MMIFA).

6. Podczas catej procedury nie wolno dopuséci¢ do wyschniecia studzienek na szkietkach.

7. Nigdy nie zamraza¢ szkietek.

Kazde laboratorium powinno ustali¢ swoje metody kontroli w oparciu o wtasne techniki,
kontrole, sprzet i populacje pacjentow, zgodnie z wtasnymi ustalonymi procedurami.

Jednoznaczna diagnoza kliniczna nie powinna opieraé sie wylacznie na wynikach
wykonanego testu, ale powinna by¢ postawiona przez lekarza po ocenie wszystkich wynikéw
klinicznych i laboratoryjnych.

Jesli wartosci dla kontroli nie spetniajg kryteriow, wynik jest niewazny itest nalezy powtérzycé.
Nalezy sprawdzi¢ nastepujgce kwestie techniczne: daty waznosci (przygotowanych) odczynnikéw,
warunki przechowywania, pipety, urzadzenia, fotometr, warunki inkubaciji i metody ptukania. Je$li
dla testowanych elementow wykazano nieprawidtowe wartosci lub odchylenia lub jeS$li kryteria
walidacji nie sg spetnione z niewyjasnionych powoddéw, nalezy skontaktowac¢ sie z producentem lub
dostawcg zestawu testowego.

11. POBIERANIE PROBEK, POSTEPOWANIE Z NIMI | ICH
PRZECHOWYWANIE

Przygotowanie prébek: najlepiej uzywac swiezo pobranych probek surowicy. Krew nalezy pobrac
zgodnie z wymogami krajowymi. Prébki krwi pobiera¢ w sposob aseptyczny.

Prébki lipemiczne, zo6ttaczkowe, zhemolizowane lub skazone mikrobiologicznie mogg powodowac
zakitécenia.

Surowice zawierajgce czgstki nalezy oczysci¢ przez wirowanie z niskg predkoscig (<1000 x g).
Prébki krwi nalezy pobiera¢ do czystych, suchych i pustych probowek. Po oddzieleniu probki
surowicy nalezy zuzy¢ w ciggu pierwszych 8 godzin lub przechowywaé szczelnie zamkniete
w temperaturze 2-8 °C/35,6-46,4 °F do 48 godzin badz zamrozone w temperaturze -20 °C/-4 °F
przez dtuzszy czas. Unika¢ wielokrotnego mrozenia i rozmrazania.
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12.

PROCEDURA OZNACZENIA

e. Przygotowanie przed pipetowaniem

Odczekac¢ przed uzyciem, az wszystkie elementy osiggnhg temperature pokojowg (20-26 °C/68—
78,8 °F), dobrze wymieszaé i postepowac zgodnie z zalecanym schematem inkubacji w celu
optymalnego przeprowadzenia testu.

1.

w

Przygotowanie buforu do plukania: rozcienczy¢ stezony bufor w stosunku 1:10 wodag
destylowana.

Rozciehczanie prébek: Rozcienczyé surowice pacjenta (wcelu okreslenia miana
przesiewowego, patrz punkt Procedura dla zestawu testowego powyzej, zgodnie z numerem
katalogowym uzywanego produktu) za pomocg 1x buforu prébki. Réznig sie one miedzy
zestawami HEp-2, nDNA, rLKS, EMA itp.

Kontrole sg gotowe do uzycia.

Przygotowac protokot: szczegétowe informacje na temat czasu inkubacji znajdujg sie w punkcie
Procedura dla zestawu testowego powyzej, zgodnie z numerem katalogowym uzywanego
produktu.

W przypadku zwiekszonej lepkosci lub nieprzezroczystosci przed uzyciem srodek do osadzania
preparatu (MMIFA) podgrza¢ w kapieli wodnej przez 15 minut w temperaturze 56 °C/132,8 °F,
a nastepnie pozostawi¢ do osiggniecia temperatury pokojowej (20-26 °C/68-78,8° F). Po tej
procedurze podgrzany odczynnik moze by¢ uzywany przez maksymalnie 21 kolejnych dni, pod
warunkiem, ze jest przechowywany w temperaturze 2-8 °C/35,6-46,4 °F, jak okreslono na
etykiecie odczynnika i w instrukcji uzycia.
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f.

Procedura testu

Opis kroku

1.

Wyja¢ niezbedne szkietka z torebek ioznaczy¢ je. Nie dotyka¢ studzienek. Nie dopusci¢ do
wyschniecia szkietek.

Przygotowanie tacki inkubatora: Umiesci¢ niewielkg ilos¢ wody dejonizowanej lub destylowanej na
tacce inkubatora i umiesci¢ szkietka na wspornikach na tacce inkubatora.

Inkubowa¢ szkietka przez 30 minut + 10 minut w temperaturze pokojowej na wilgotnej tacce
inkubatora. Stosowac¢ spdéjne czasy inkubaciji dla koniugatu.

Pierwsza inkubacja: Odmierzy¢ pipeta odpowiednig objeto$¢ kazdej rozcienczonej surowicy
i kontroli (gotowych do uzycia) do odpowiednich studzienek; unikaé bezposredniego kontaktu pipety
z powierzchnig szkietka.

Upewni¢ sie, ze kazda studzienka jest catkowicie pokryta odpowiednig surowicg. Istotne jest, aby
uzyc tyle materiatu testowego, ile potrzeba do catkowitego pokrycia studzienki. Nalezy jednak unika¢
rozlewania sie materiatu na sgsiednie studzienki, poniewaz moze to prowadzi¢ do nieprawidtowych
wynikow.

Ptukanie: Po inkubacji wyja¢ szkietka z tacki inkubatora i krotko przeptukaé buforem do ptukania za
pomocg butelki tryskawki do ptukania. Nie rozpylaé¢ buforu bezposrednio na studzienki.

UWAGA: Aby zapobiec zanieczyszczeniu krzyzowemu, przechyli¢ szkietko najpierw w kierunku
jednego rzedu i ostroznie przeprowadzi¢ strumien buforu do ptukania wzdtuz linii Srodkowej szkietka,
tak aby bufor sptynat z dolnej krawedzi szkietka. Nastepnie przechyli¢ szkietko w kierunku drugiego
rzedu i powtérzy¢ te procedure, tak aby bufor do ptukania sptynat z dolnej krawedzi szkietka. Ptukaé
szkietka przez 10 minut buforem do ptukania w naczyniu do barwienia szkietek. Unikac
bezposredniego kontaktu elementéw statych z substratem. Aby uzyska¢ optymalne wyniki, zmienié¢
roztwor buforu raz po 5 minutach.

Wyjaé szkietka z naczynia do barwienia i ostroznie usung¢ nadmiar buforu do ptukania.

UWAGA: Istotne jest, aby studzienki na szkietka nie wyschly podczas procedury, poniewaz moze to
spowodowaé uszkodzenie substratu. Nie nalezy osuszac szkietka w zaden sposéb ani pozostawiac
go bez odczynnika przeciwciata fluorescencyjnego na dtuzej niz kilka sekund.

Druga inkubacja: Po zakonczeniu procedury ptukania natychmiast umiescic¢ szkietko z powrotem na
tacce inkubatora, pokry¢ kazdg studzienke odpowiednig objetoscig koniugatu FITC i upewni¢ sie, ze
studzienki sg catkowicie pokryte.

Inkubowa¢ szkietka przez 30 minut + 10 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.

Ptukanie: Po inkubacji wyjg¢ szkietka z tacki inkubatora i krotko przeptuka¢ buforem do ptukania za
pomoca butelki tryskawki do ptukania. Nie rozpyla¢ buforu bezposrednio na studzienki. Ptukac
szkietka przez 10 minut buforem do ptukania w naczyniu do barwienia szkietek. Aby uzyskac
optymalne wyniki, zmieni¢ roztwdr buforu raz po 5 minutach.

*Opcjonalne barwienie kontrastowe: Rozcienczy¢ barwnik kontrastowy (btekit Evansa) w stosunku
1:3000 buforem do ptukania i dobrze wymieszac¢. Przechyli¢ naczynie z barwnikiem kontrastowym
nad naczyniem do barwienia i inkubowa¢ w nim szkietka. Szczegotowe informacje na temat czasu
inkubacji znajdujg sie w punkcie Procedura dla zestawu testowego powyzej, zgodnie z numerem
katalogowym uzywanego produktu. Btekit Evansa obejmuje niespecyficzng fluorescencije tta.

Po inkubacji wyjg¢ szkietka i krotko przeptuka¢ buforem do ptukania. Usungé nadmiar buforu do
ptukania. Nie osuszac¢ szkietka w zaden sposob.

Srodek do osadzania preparatu: Dodaé odpowiednig objetosé $rodka do osadzania preparatu
wzdtuz linii Srodkowej kazdego szkietka. Ostroznie umiesci¢ szkietko nakrywkowe na miejscu,
unikajgc pozostawiania pecherzykoéw powietrza.

Odczyt: Natychmiast obejrze¢ szkietka pod mikroskopem fluorescencyjnym przy catkowitym
powiekszeniu 400-800 x. (filtr wzbudzenia 490 nm, filtr barierowy 510 nm).
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g. Przebieg czynnosci

Kontrole / wstepnie rozcienczone

30 + 10 min

probki WASHB
OO

WASHB

n
|

2 X 5min

30 + 10 min

CONJ WASHB WASHB

2 X 5min

DYE WASHB

N0

3 -5 min
*30-90 sec

SEAL

12/15




AESKU.DIAGNOSTICS

Nr produktu

54 .xxx

Opis produktu

ANCA

Nr wydania instrukciji

017: 2025-05-19

13.

ROZWIAZYWANIE PROBLEMOW

BLAD MOZLIWE PRZYCZYNY ROZWIAZANIE

Niska gestos¢
komorek

Nierobwnomierna
fluorescencja

Obraz
rozproszony

Niska
fluorescencja lub
jej brak

Fluorescencja tta

e Liza komorek po diuzszym
kontakcie z wodg dejonizowang.

o Bufor rozpylany bezposrednio na
substrat w studzience.

Enzymy proteolityczne zaatakowaty
substrat.

Surowica wyschta  w studzience,
fluorescencja silniejsza na krawedzi.

Surowica nie  pokrywa
studzienki testowe;j.

dobrze

Reakcja krzyzowa miedzy
studzienkami.
Zaznaczenie szkietka kredkag

woskowg tworzy na nim btone.

Nieprawidtowo
mikroskop.

wyregulowany

Szkietko inkubowane w chfodziarce
bez szkietka nakrywkowego.

Immunofluorescencja. Mikroskop jest

brudny. Mozliwe zadrapania na
obiektywie.
Koniugat iszkietka rozmrozone

i zamrozone ponownie.
Kontrole rozciennczone.

e Skazenie bakteriami surowic lub
koniugatu.

o Mikroskop
wyregulowany.

e Zbyt niska wartos¢ pH buforu do
ptukania (wartos¢ pH 7,4 + 0,2).

Koniugat FITC wystawiony na
dziatanie sSwiatta

nie zostat

o Nieprawidtowo wyptukane.
e Szkietko wyschto.

e Surowice
hemolityczne.

e Btad mikroskopu.

lipemiczne,

Postepowa¢ zgodnie z zalecang
procedurg ptukania.

Dezaktywowaé surowice.

Zawsze inkubowa¢  w wilgotnym
Srodowisku.

Natozy¢ odpowiednig ilos¢ materiatu
testowego.

Unika¢ przelewania materiatu miedzy
studzienkami przy pierwszej inkubaciji.

Uzy¢ zwyktego otdwka (nie woskowej
kredki).

Sprawdzi¢ ustawienia lampy UV.

Uszczelnic szkietko lakierem do
paznokci lub woskiem parafinowym.
Wyczyscié
Z instrukcja.

mikroskop zgodnie

Koniugat i szkietka przechowywane
w temperaturze 2—-8 °C/35,6-46,4 °F.

Sprawdzi¢ instrukcje, uzy¢ gotowego
do uzycia zestawu kontroli.

Sprawdzi¢ warunki.

Przechowywa¢ koniugat,
przed swiattem

chronigc

e Sprawdzi¢ instrukcje ptukania.
e Nie dopusci¢é do wyschniecia
szkietka.

e Stosowac
surowice.

e Sprawdzi¢, czy filtr/obiektyw jest
prawidtowy.

wytgcznie  sSwiezg
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14.

SYMBOLE REGULACYJNE

IVD

- Diagnosi in vitro

- For in vitro diagnostic use

- Pour diagnostic in vitro

- Para uso diagnostico in vitro

- In-vitro-Diagnostikum

- In Vitro AlayvwoTiko Héco

- Para uso Diagndstico in vitro

- For in vitro diagnostic use

- Numero d’ordine

- Cataloge number

REF

- Référence Catalogue

- Numéro de catalogo

- Katalognummer

- ApIBudG napayyeAiag

- Nimero de catélogo

- Cataloge number

LOT

- Descrizione lotto - Lot

- Lot - Lote

- Chargen Bezeichnung - XapakTnpiopog napTidag
- Lote - Lot

UDI

- Identificatore univoco del dispositivo

- Unique device identifier

- Identifiant unique de I'appareil

- Identificador Unico del dispositivo

- eindeutige Produktidentifizierung

- Movadikd avayvwpIoTIKO GUOKEUNG

- Identificador Unico do dispositivo

- Unique device identifier

Ce

- Conformita europea

- EC Declaration of Conformity

- Déclaration CE de Conformité

- Declaracion CE de Conformidad

- Europaische Konformitat

- Eupwnaikn oup@wvia

- Declaragdo CE de conformidade

- EC Declaration of Conformity

- Rispettare le istruzioni elettroniche per I'uso

- See electronical instructions for use

elfy - Voir les instructions d'utilisation électronique - Siga las instrucciones electrénicas de uso
WW C,O‘\‘\ - Elektronsiche Gebrauchsanweisung beachten - AKOAOUBNOTE TIG NAEKTPOVIKEG 0dNYIEG XPNONG
W.AESKU. - Seguir as instrugdes electrénicas de utilizagdo - See electronical instructions for use

- Da utilizzarsi entro - Use by

- Utilise avant le - Utilizar antes de

- Verwendbar bis - Xpnan péxpl

- Utilizar antes de - Use by

o - Conservare a 2-8°C (35.6-46.4°F) - Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)
+8°C - Conserver a 2-8°C (35.6-46.4°F) - Conservar a 2-8°C (35.6-46.4°F)
+2°C - Lagerung bei 2-8°C (35.6-46.4°F) - ®uhaooetal oToug 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Conservar entre 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)

wl

- Prodotto da

- Manufactured by

- Fabriqué par

- Fabricado por

- Hergestellt von

- Kataokeualeral ano

- Fabricado por

- Manufactured by

DYE

- Colorante Blue-Evans

- Evans-Blue Dye

- coloration au Bleu Evans

- Colorante Azul de Evans

- Evans-Blue Farbelosung

- Evans Blue

- Evans Blue

- Evans-Blue Dye

- Controllo positivo

- Positive Control

CONTROL| +

- Controle Positif

- Control Positivo

- Positiv Kontrolle

- OETIKOG 0POG EAEYXOU

- Controlo positivo

- Positive Control

- Controllo negativo

- Negative Control

CONTROL| -

- Contrble Négatif

- Control Negativo

- Negativ Kontrolle

- ApvNTIKOG 0pOG EAEYXOU

- Controlo negativo

- Negative Control

SEAL

- Mezzi di montaggio

- Mounting media

- milieu de montage

- Medio de montaje

- Mounting Medium

- Mégo povipgonoinong

- Meio de montagem

- Mounting media

<=

- Coniugato - Conjugate

- Conjugé - Conjugado
CO N J - Konjugat - S0Ceuypa

- Conjugado - Conjugate

- Vetrino per microscopio - Microscope slide

- lame de microscope - Portaobjetos

- Objekttrager

- AVTIKEINEVO(POPO NAAKiSIO

- Lamina

- Microscope slide

- Tampone di lavaggio

- Wash Buffer

WASHB [10x

- Tampon de Lavage

- Solucién de lavado

- Waschpuffer

- PuBpioTIkO didAupa nAlong

- Solucdo de lavagem

- Wash Buffer

SB [1x

- Tampone di campione

- Sample Buffer

- Tampon de Echantillons

- Solucién de muestras

- Probenpuffer

- PuBpIOTIKO BlAAupa SelypaTwv

- Solugdo para amostras

- Sample Buffer
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- Numero di determinazioni

- Number of determinations

- Nombre de déterminations

- Numero de determinaciones

- Anzahl der Prifungen

- ApIBUOG NPoadiopITHOV

- Nimero de determinagdes

- Liczba oznaczen

- Non riutilizzare

- Do not reuse

- Ne pas réutiliser

- No reutilizar

- Nicht wiederverwenden

- Mnv enavaypnaoigonoleite

- N&o reutilizar

- Nie uzywaé ponownie

- Proteggere dall'esposizione alla luce

- Protect from exposure to light

[l : - . -
8 - Protéger de I'exposition a la lumiére - Proteger de la exposicion a la luz
A - Vor Sonnenlicht schiitzen - MpooTacia anod Tnv €kBean 0To PwWG
. - Proteger da exposigdo a luz - Chroni¢ przed swiattem
. “‘4‘ - Conservare all'asciutto - Store dry

- Stocker au sec

- Almacenar en seco

- Trocken aufbewahren

- AnoBnkeuoTe &npa

- Armazenar em local seco

- Przechowywaé w suchym miejscu

- Non utilizzare se la confezione & danneggiata e
consultare le istruzioni per I'uso

- Do not use if package is damaged and consult

instructions for use

- Ne pas utiliser si I'emballage est endommagé et
consulter le mode d'emploi.

- No utilizar si el envase esta dafiado y consultar las

instrucciones de uso

- Nicht verwenden, wenn die Verpackung beschadigt ist,
und Gebrauchsanweisung beachten

- Mnv XpnoIUONOIEITE €GV N CUOKEUACIa €XEI UNOOTEI

{nu1d kal oUPBOUAEUTEITE TIG 08nYieg Xpnong.

- N&o utilizar se a embalagem estiver danificada e
consultar as instrugdes de utilizagdo

- Nie uzywad, jesli opakowanie jest uszkodzone

i zapoznac sie z instrukcjg obstugi
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