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SISTEMA DE TESTE RELISA® PR3-ANCA PARA ANTICORPOS ANTI-
PROTEINASE 3

Para uso em diagnéstico in vitro
Para uso profissional
Numero de Catalogo: 7096-16

USO PRETENDIDO: Este é um sistema de imunoensaio enzimatico para detecgdo de anticorpos anti-proteinase 3
(PR3) em soro humano. Este sistema de teste deve ser usado como auxiliar na detec¢do de anticorpos associados com
granulomatose com poliangiite e outras vasculites.

REsSUMO E EXPLICACAO DO TESTE

Os autoanticorpos anticitoplasma de neutréfilos (ANCA) sdo um grupo de anticorpos que reagem com antigenos do
citoplasma de neutréfilos humanos. Embora esses anticorpos tenham sido relatados pela primeira vez em 1964 (1), o
primeiro relato que os ligou a doenga apareceu em 1982, quando Davies et al. relataram os anticorpos em oito
pacientes com glomerulonefrite necrosante segmentar (2). Em 1984, foram relatados mais quatro pacientes com
vasculite e glomerulonefrite. Em 1985, van der Woude et al. mostraram que o ANCA tinha alta associagdo com a
granulomatose com poliangiite, e que o titulo de anticorpos correlacionou-se com a atividade da doenga (3). Em 1988,
Falk e Jennette relataram que o ANCA tem mais que uma especificidade para antigeno (4). Um relato subsequente
mostrou que a especificidade do ANCA correlacionava-se com as caracteristicas patolégicas da vasculite (5).

A triagem de ANCA é, em geral, realizada com um ensaio imunofluorescente indireto. Nesse teste, varios padrdes de
coloragéao celular podem ser encontrados. Dois importantes padrdes de coloragdo foram descritos e bem
caracterizados quando os neutréfilos fixados em etanol sdo usados no teste imunofluorescente para ANCA. Os
autoanticorpos que mostram fino padréao citoplasmatico granular, denominados C-ANCA, em geral s&o direcionados
contra a serina protease, Proteinase 3 (PR-3). Esses autoanticorpos demonstraram ter alta associagdo com a
granulomatose com poliangiite. Ou outro padrao de coloragao importante, o perinuclear, ou padrdo P-ANCA, que
normalmente se deve a anticorpos direcionados contra mieloperoxidase (MPO), foi associado a vasculite sistémica e
glomerulonefrite necrosante idiopatica e glomerulonefrite em crescente (4). Todas as amostras que apresentam teste
imunofluorescente indireto positivo devem ser confirmadas como MPO-ANCA ou usando imunoensaio enzimatico (EIA)
para PR3-ANCA. Alguns autores acham que as amostras de pacientes com suspeita clinica devem ser testadas por
EIA, uma vez que 5% das amostras sao positivas apenas por EIA (6). Embora os PR3-ANCA sejam mais comuns em
pacientes com granulomatose com poliangiite (até 85% dos pacientes), eles ndo sdo especificos para essa doenga,
porque também podem ser vistos em uma porcentagem menor de pacientes com glomerulonefrite necrosante e em
crescente idiopatica. Da mesma maneira, os MPO-ANCA s&o associados a glomerulonefrite necrosante em crescente
em até 65% dos pacientes, mas também podem ser vistos em uma porcentagem menor de pacientes com
granulomatose com poliangiite. Tanto o MPO-ANCA quanto o PR3-ANCA podem ser vistos na poliangeite
microscoépica, cada uma deles, em aproximadamente 45% dos pacientes (7, 8, 9).
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PRINCiPIO DO TESTE

Este teste € um EIA indireto semiquantitativo. Os antigenos PR3 humanos estabilizados foram usados para revestir a
superficie dos micropogos, visando servir como substrato antigénico nesse sistema. As amostras diluidas dos
pacientes sdo colocadas nos micropogos e incubadas, permitindo que os anticorpos especificos da amostra reajam
com o antigeno na fase sélida. Depois de lavagem para remover os anticorpos n&o-ligados e outras proteinas do soro,
0s pogos sao incubados com anticorpos anti-humanos de cabra marcados com horseradish peroxidase. A preparagao
de anticorpo conjugado a horseradish peroxidase que é incluida no sistema de teste é especifica para IgG de cadeias
gama.

Depois da incubag&o com o conjugado HRP, forma-se um complexo estavel de trés partes se os resultados forem
positivos. Este complexo consiste no anticorpo anti-humano conjugado com HRP ligado aos anticorpos anti-PR3, que é
ligado ao antigeno estabilizado na superficie de plastico.

Apos outra etapa de lavagem, esse complexo é detectado adicionando-se uma solugéo de tetrametilbenzidina (TMB) e
H,0, como substrato cromogénico. O grau de desenvolvimento de cor em cada pogo € proporcional a concentragédo de
anticorpos anti-PR3 em cada amostra de soro. Cada micropogo € lido em um espectrofotdmetro em 450 nm.

COMPONENTES DO SISTEMA - MATERIAIS FORNECIDOS

Armazenamento: Todos os componentes podem ser armazenados em refrigeragdo de 2 °C a 10 °C. N&o congelar.

Estabilidade: Todos os componentes continuam estaveis por pelo menos 12 meses a partir da data de fabricagdo. Nao
utilize qualquer componente depois de sua data de validade.

REAGENTES REATIVOS
Tiras de micropogos RELISA® revestidos com PR3 |[PLATEJ: No do Catalogo 7008-16. Um suporte de micropogos

com 12 tiras de 8 pogos revestidos de PR3 humano. Essas tiras sdo codificadas na cor verde. Se forem necessarios
menos de oito pogos para o teste, os pogos podem ser destacados. As tiras ndo utilizadas podem ser recolocadas na
bolsa de papel aluminio com a bolsa de agente dessecante, vedada com o fecho tipo ziper e refrigerada por até 45
dias.

Diluente da amostra RELISA® [SOLN|DIL}: Numero de Catéalogo 7100 (100 ml). Diluente tamponado de amostra
patenteado para diluir amostras de pacientes.

Reagente de anticorpo enzimatico RELISA® - Especifico para IgG humana |CONJ|HRPJ|: Niumero de Catalogo
7009-16 (14 ml). 1gG anti-humana (cadeia gama especifica) conjugada a horseradish peroxidase (HRP). O reagente
vem pronto para usar.

Soros padrées PR3 RELISA® [CAL|: Numeros de Catalogo 7261-16, 7262-16, 7263-16, 7264-16, 7265-16 (2 ml cada).
Soros humanos que contém anticorpo anti-PR3. O valor desse ensaio para cada um desses soros é informado na
etiqueta do frasco. Esses soros estdo na diluicdo de trabalho e estdo prontos para o uso.

Controle positivo RELISA® PR3 [CONTROL| + |: Numero de Catalogo 7021-16 (2 ml). Soro humano de controle
positivo que contém anticorpos anti-PR3. Este soro esta na diluicdo de trabalho e é pronto para usar.

Controle negativo RELISA® [CONTROL| - |: Numero de Catalogo 7031 (2 ml). Soro humano de controle negativo que
nédo contém anticorpos anti-PR3. Este soro esta na dilui¢do de trabalho e é pronto para usar.

Controle positivo testado RELISA® opcional para PR3 [OPT+: Numero de Catalogo 7022-16 (0,25 ml). Soro
humano de controle positivo que contém anticorpos anti-PR3. Tratar este controle positivo como soro n&o diluido. O
valor do ensaio para este soro esta declarado na etiqueta do frasco.

Solugio de substrato RELISA® @ @ : Nimero de Catalogo 7035 (14 ml). Solugéo de substrato
enzimatico especifico para HRP, contendo 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidina (TMB) estabilizada e perdxido de hidrogénio
(H20;). O reagente vem pronto para usar. PERIGO: Inflamavel. Este reagente contém menos de 25% de metanol e
acetona. Mantenha fora do alcance de criangas. Em caso de contato com os olhos, lavar imediatamente e
abundantemente com agua e consultar um médico.



Reagente de parada RELISA® [SOLN|STOP ‘ C : Numero de Catalogo 7033 (14 ml). Reagente de parada

patenteado para sistemas de testes EIA da Immuno Concepts. O reagente vem pronto para usar. PERIGO: Corrosivo.
Esse reagente contém acido cloridrico e acido sulfurico e devem ser manuseados com cuidado. Manter fora do
alcance das criangas. Em caso de contato com os olhos, enxague imediata e completamente com agua e consulte um
médico. Nunca adicione agua a esse reagente.

COMPONENTES NAO-REATIVOS
Suporte para os micropogos

Solugao tampao de lavagem:

Tampao PBS : Numero de Catalogo 1011. Solugao salina tamponada com fosfato em pé (0,01 M, pH 7,4
+ 0,2). Cada bolsa contém pé de tampao suficiente para fazer 1 litro. (Para cada placa de 96 micropogos séo fornecidas
duas bolsas de tamp&o em p6 no kit completo do teste).

Concentrado de solugédo tampao de lavagem [SOLN|WASH|: Nimero de Catalogo 1031 (10 ml). Solugédo Tween 20
a 5% para ser usada como tampao de lavagem. (Para cada placa de 96 micropogos sao fornecidos dois frascos de
tamp&o concentrado no kit completo do teste).

Preparagéo: Dissolver uma bolsa de tamp&o em p6 em um litro de agua desionizada ou destilada. Adicionar todo o
conteudo de um frasco de Concentrado de solugdo tampao de lavagem ao PBS dissolvido. Misturar bem e
armazenar entre 2°C e 25°C por até quatro semanas ou até que ocorram sinais de contaminagéo ou outras
alteragdes visiveis. A solugao tampéao de lavagem deve estar em temperatura ambiente (18 °C a 25 °C) antes do
uso.

MATERIAIS ADICIONAIS NECESSARIOS - POREM NAO
FORNECIDOS

Pipetadores de precisao volumétrica para dispensar volumes de 25-1000 ul
Almotolia para dispensar solugdo tampéao de lavagem nos micropogos ou sistema de lavagem automatica dos
micropogos

Recipiente de um litro para solugdo tampao PBS de lavagem

Agua desionizada e destilada

Espectrofotdmetro de leitura de placa capaz de ler absorbancia em 450 nm
Tubos de ensaio para preparar diluicbes de soro

Papel absorvente ou papel-toalha

Pipetadores multicanais capazes de dispensar em 8 pogos

Luvas descartaveis

Temporizador de laboratério

PRECAUCOES

1. Todos os materiais de origem humana usados neste produto foram testados e foram negativos (ndo-reativos
repetidamente) para anticorpos para o virus da imunodeficiéncia humana-1 (HIV-1), virus da imunodeficiéncia
humana-2 (HIV-2), virus da hepatite C (HCV) e para o antigeno de superficie da hepatite B (HBsAg), segundo
métodos aprovados pela FDA. Contudo, nenhum método de teste pode oferecer garantia total de que HIV-1, HIV-2,
hepatite C, hepatite B ou outros agentes infecciosos estejam ausentes. Assim, todos os materiais do kit devem ser
manuseados da mesma maneira que materiais com potencial infeccioso.

2. Todas as amostras de pacientes devem ser manuseadas no nivel de Biosseguranga 2, conforme as
recomendagdes para amostras de soro ou sangue humano com potencial infeccioso constantes no Manual dos
Centers for Disease Control/National Institutes of Health: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories,
1999 Edition.

3. A diluicdo dos componentes ou a substituicdo dos componentes além dos fornecidos com o sistema podem gerar
resultados inconsistentes.

4. A azida sédica (0,09%) € usada como conservante. A azida sédica pode reagir com instalagdes hidraulicas de
chumbo ou cobre e formar sais de azida metalica explosivos. Ao descartar os reagentes, enxaguar com grandes
volumes de agua corrente para evitar possiveis residuos no encanamento. A azida sédica é um veneno e pode ser
téxica quando ingerida.

5. Este kit destina-se ao uso para diagnéstico in vitro.

6. Nunca pipetar com a boca e evitar o contato dos reagentes e amostras com a pele e a mucosa. Se ocorrer contato,
lavar com sabdo germicida e quantidade abundante de agua.
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N&o fumar, comer ou beber nas areas em que as amostras ou reagentes do kit sdo manuseados.

Evitar respingos ou geracao de aerossois todas as vezes.

Os tempos e temperaturas de incubacgéo além dos especificados podem gerar resultados erréneos.

0. A contaminagéo cruzada de reagentes ou amostras pode gerar resultados falsos. As amostras devem ficar

confinadas aos micropogos durante o teste.

11. A vidraria reutilizavel deve ser lavada e totalmente enxaguada, de modo a remover todo o detergente antes do uso.
Toda a vidraria deve ser limpa e seca antes do uso.

12. Deixar todos os reagentes, micropogos e amostras chegarem a temperatura ambiente (18 °C a 25 °C) antes de
usar.

13. Usar luvas descartaveis ao manusear amostras e reagentes, e lavar completamente as méaos depois.

14. A contaminag¢ao microbiana de reagentes ou amostras pode gerar resultados falsos.

15. O reagente de parada é corrosivo e pode causar queimaduras. Esse reagente contém acido cloridrico e acido

sulfurico e devem ser manuseados com cuidado. Manter fora do alcance das criangas. Em caso de contato com os

olhos, enxague imediata e completamente com agua e consulte um meédico. Nunca adicione agua a esse reagente.

COLETA DE AMOSTRA

Coleta: O soro é a amostra preferida. Cerca de 5 ml de sangue total devem ser coletados de modo asséptico, por
puncao venosa com tubo de coleta estéril e a vacuo ou com outro sistema de coleta adequado. Deixar o sangue
coagular em temperatura ambiente (18 °C a 25 °C). O soro deve ser separado do coagulo por centrifugagéo, assim que
possivel para minimizar a hemolise.

S ©®oN

Substancias interferentes: O soro que apresenta alto grau de hemdlise, bile, lipemia ou crescimento microbiano nao
deve ser usado porque essas condigbes podem ocasionar resultados aberrantes. As amostras que contém matéria
particulada visivel devem ser clareadas por centrifugagéo antes dos testes.

Armazenamento: O soro pode ser armazenado de 2 °C a 10 °C por até uma semana. Se os testes demorarem mais
que isso, o soro deve ser armazenado congelado a —20 °C ou menos. O soro ndo deve ser armazenado em
refrigerador ou freezer com autodescongelamento.

CUIDADO: O congelamento e descongelamento repetitivo das amostras dos pacientes podem gerar resultados falso-
positivos ou falso-negativos.

NoOoTAS GERAIS SOBRE O PROCEDIMENTO

1. E extremamente importante deixar todos os componentes do kit e as amostras de soro em temperatura ambiente
(18 °C a 25 °C) antes de usar. Um litro inteiro de tamp&o de lavagem pode demorar varias horas para aquecer até
20 °C depois de ser removido do refrigerador. As temperaturas de incubagéo acima ou abaixo da faixa determinada
podem causar resultados imprecisos. Recolocar as amostras e reagentes ndo usados no armazenamento
refrigerado.

2. Misturar bem os reagentes antes de usar, invertendo os frascos suavemente. Ndo usar vértex nem agitar os
reagentes. Evitar producéo de espuma.

3. Ao preparar diluicbes de amostra, as pontas da pipeta devem ser limpas primeiro, para dispensar o soro no diluente
da amostra. O excesso de amostra que adere ao lado externo da ponta da pipeta afeta os resultados.

4. O uso de pipetador multicanais é recomendado porque proporciona dispensacao do reagente, tempos de
incubacao e tempos de reagdo mais uniformes.

5. A lavagem apropriada dos pogos é de extrema importancia. Os pog¢os inadequadamente lavados apresentam
altos valores de fundo e pode mostrar valores falso-positivos. Na lavagem manual, aspirar o contetido dos pogos e,
a seguir, encher cada po¢o com solucédo tampéao de lavagem. Evitar a contaminagéo cruzada dos pogos, em
especial na primeira lavagem depois da aspiragao. Drenar todo o tampé&o de lavagem dos poc¢os invertendo-os e
impelindo o tamp&o de lavagem residual para fora dos pogos com movimento enérgico do punho. Repetir as
etapas de enchimento e drenagem até um total de 3 a 5 lavagens. Os pogos devem ser batidos vigorosamente
sobre papel-toalha ou material absorvente para remover todos os tragos de tampéao de lavagem residual. O uso de
sistema automatico de lavagem de micropogos garante a lavagem uniforme dos pogos e é recomendado.
NOTA: Devido aos varios tipos de técnicas de lavagem e de sistemas automaticos, o numero de lavagens deve ser
ajustado de modo a se obter os resultados ideais. Cada laboratério deve determinar o numero mais eficiente de
lavagens para seu sistema.

6. A remocéo imprépria de tampao de lavagem residual pode causar desenvolvimento irregular das cores. As tiras de
micropogos devem ser batidas e secas em papel absorvente ou toalhas para minimizar os residuos de tampao de
lavagem.



7. O tempo de todas as etapas é essencial. Todas as amostras de soro devem ser diluidas antes do inicio do
procedimento, e devem ser dispensadas nos micropogos no menor periodo de tempo possivel (ndo mais de cinco
minutos). O tamanho dos lotes deve ser definido de modo que a manipulagao das amostras possa ser realizada
confortavelmente dentro desse periodo. O uso de pipetador multicanais facilita o manuseio das amostras e dos
reagentes, e € recomendado.

8. Com excecéo da ultima incubacgao (solugao de substrato), o inicio de cada periodo de incubagéo ocorre no término
da dispensacdo da amostra ou do reagente. A incubacao da solugcéo de substrato deve ser exatamente 15 minutos
para cada pogo. Todas as amostras e reagentes devem ser dispensados na mesma sequéncia e em velocidade
constante.

INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

CALCULOS

1. Subtrair o valor de absorbancia para o pogo de solugéo de branco do reagente dos valores de absorbancia obtidos
nos pogos do soro padrao, de controle e da amostra do paciente. Calcular os valores de absorbancia média para
pogos duplicados.

2. Fazer o(gréfico do valor de absorbancia médio de cada padrao na Planilha de determinacao de padréo PR3
RELISA™. Desenhar a melhor linha de progresséo entre os pontos do padrao.

3. Obter o valor unitario de cada amostra de paciente pela interpolagédo de Linha de padrao.

METODO DE CALIBRAGAO DE PONTO UNICO OPCIONAL

1. Subtrair o valor de absorbancia para o pogo de solugéo de branco do reagente dos valores de absorbancia obtidos
nos pogos do soro padrao, de controle e da amostra do paciente. Calcular os valores de absorbancia média para
pogos duplicados.

2. A concentragdo de anticorpo especifico do Soro padréo n° 3 (declarada na etiqueta) é dividida pelo valor de
absorbancia média dos pocos de calibrador para se obter o fator de conversao.

3. Os valores de absorbancia de cada uma das amostras sdo multiplicados pelo fator de conversao para se obter a
concentracdo do anticorpo especifico em unidades.

4. A forma simplificada desses calculos pode ser expressa como:

Valor padrido n°3 (Unidades) x Absorbancia da amostra* = Valor unitario para a amostra
Absorbancia do Padrdo n° 3

*Se os padroes e as amostras forem executados em duplicata, usar a absorbancia média dos pogos com teste em
duplicata.

CONTROLE DE QUALIDADE

1. O valor de absorbancia média dos pocos de Padréo n° 3 deve ser pelo menos 0,400. Os valores de absorbancia
inferior a 0,400 indicam desenvolvimento inadequado da cor e, portanto, uma execugéo invalida. O
desenvolvimento de cor inadequada em geral se deve ao uso de reagentes resfriados ou de tempo incorreto em
uma ou mais etapas do ensaio. Deixar os reagentes aquecerem até a temperatura ambiente (18 °C a 25 °C), e
repetir a execugao prestando atencao especial para o tempo de todas as etapas.

2. O poco de controle de solugao de branco deve ter absorbancia inferior a 0,150. Os valores de absorbancia da
solugéo de branco superiores a 0,150 indicam lavagem inadequada ou contaminacéo dos reagentes, € uma
execugao invalida.

3. As amostras com valores de anticorpos especificos superiores ao limite superior do Padrdo n° 5 devem ser
relatadas como maiores que o valor unitario do Padr&o n° 5.

4. A Linha de padrdo deve ser desenhada para cada execucgéo (ou o fator de conversao deve ser calculado quando
se usa a calibragao de ponto simples opcional). Usar a Linha de padréo ou o fator de conversdo de uma execugéo
para outra invalida os resultados.

5. Cada laboratério deve estabelecer e manter seus préprios valores de referéncia (normal), com base na populagéo
de pacientes e em outros fatores locais.

6. O soro de controle positivo &€ soro humano que contém anticorpos anti-PR3. Esse é um controle qualitativo, que
deve produzir um resultado superior a 35 unidades.

7. O soro de controle negativo € uma mistura de soro humano que ndo contém anticorpos anti-PR3. Esse controle
deve produzir um resultado inferior a 35 unidades.

8. O soro de controle testado e nao diluido é soro humano que contém anticorpos anti-PR3. O valor do ensaio deste
controle, em unidades de PR3, esta indicado na etiqueta. Essa faixa foi estabelecida de modo a abranger 99% dos
valores esperados, devido a variagdo normal em termos estatisticos. Pequenos desvios ocasionais fora dessas
faixas sédo esperados. Cada laboratério deve estabelecer seus préprios critérios de aceitagéo ou rejeicdo com base
em sua experiéncia com este ensaio.



INTERPRETAGCAO DOS RESULTADOS DO PACIENTE

Este ensaio é semiquantitativo. Demonstrou-se que os niveis de anticorpos anti-PR3 elevam-se e caem conforme o
curso da doenga, mas a significaAncia de um nivel de anticorpo Unico ainda esta sendo estudada (9). Os valores
unitarios obtidos neste ensaio destinam-se simplesmente a separar os pacientes nos seguintes trés grandes grupos.
Os pocos de amostra do paciente que tém valores calculados inferiores a 35 unidades sao considerados positivos. Os
pocos de amostra do paciente que tém valores calculados inferiores a 35 unidades sdo considerados negativos. Cada
laboratério deve estabelecer sua prépria faixa de referéncia e valores de corte, com base na populagéo de pacientes
testados. Os valores unitarios sdo afetados por fatores do paciente, consideragbes mecéanicas (como preciséo e
correcao da pipetarem), e condi¢des do ensaio (como temperatura e tempo transcorridos nas etapas). As
determinacdes em série dos niveis de anticorpo em um paciente podem indicar a elevagao ou a queda desses niveis.

LAUDO DE RESULTADOS

Os resultados devem ser relatados como positivos ou negativos para anticorpos anti-PR3, com o valor unitario. Os
niveis de anticorpos encontrados em uma Unica amostra limitaram a significancia clinica. As determina¢des em série
dos niveis de anticorpo em um paciente podem indicar elevagao ou queda desses niveis, que comprovadamente
acompanham o curso da doenga.

LIMITACOES DO TESTE

1. O diagndstico ndo pode ser feito com base apenas na detecc¢ado de anticorpos anti-PR3-ANCA. O médico precisa
interpretar esses resultados em conjunto com a histéria, os sintomas e os achados fisicos do paciente e com outros
procedimentos de diagnostico.

2. O tratamento ndo deve ser iniciado com base unicamente em um teste positivo para anticorpos anti-PR3. As
indicagdes clinicas, outros achados laboratoriais e a impressao clinica do médico devem ser considerados antes de
iniciar qualquer tratamento.

3. Os resultados desse teste devem ser usados em conjunto com as informagdes obtidas na avaliagao clinica e em
outros procedimentos diagndsticos, para determinar o estado clinico do paciente.

VALORES ESPERADOS

Em uma populagédo normal, o valor esperado € menor que 35 unidades (negativo). Os PR3-ANCA s&o vistos em até
85% dos pacientes com granulomatose com poliangiite, 45% dos pacientes com poliangeite microscépica e em uma
porcentagem menor de pacientes com glomerulonefrite em crescente e necrosante idiopatica (9).

FAIXA DE REFERENCIA

A faixa de referéncia foi estabelecida testando-se soros de 500 doadores de sangue saudaveis, 239 mulheres e 261
homens, nenhum dos quais tinha histéria conhecida de doengas reumaticas. Com base em uma Curva de operador
receptor gerada desses dados, o valor de corte normal foi estabelecido como inferior a 35 unidades de PR3.

Devido a variabilidade inerente aos ensaios ELISA, os valores unitarios dentro de cinco unidades acima ou abaixo do
valor de corpo positivo/negativo (isto €, entre 30 e 40 unidades) devem ser interpretados com cuidado. Os achados
clinicos, sinais, sintomas, a impressao do médico e outros resultados de laboratério devem ser avaliados ao interpretar
os resultados deste ensaio.

CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO

O Sistema de teste RELISA® para PR3 da Immuno Concepts foi comparado com o sistema de teste ELISA para PR3,
que é encontrado no comércio. A populagao estudada consistiu em 173 amostras enviadas a laboratérios clinicos para
teste de ANCA, MPO e PR3, mas sem diagndsticos especificos, 10 amostras eram de pacientes com diagnéstico de
poliangeite microscépica, 15 amostras eram de pacientes com diagndstico de glomerulonefrite necrosante em
crescente, 12 amostras eram de pacientes com diagndstico de poliarterite nodosa, 7 amostras de pacientes com
granulomatose eosinofilica com poliangiite, 12 pacientes com diagnéstico de vasculite, 25 pacientes com diagndstico de
granulomatose com poliangiite, 261 amostras de doadores de sangue do sexo masculino e 239 amostras de doadores
de sangue do sexo feminino. Todas as amostras foram testadas em paralelo no dispositivo legalmente comercializado
e o dispositivo proposto. Com base nessas comparagdes, foram obtidos os seguintes dados, usando-se a curva de
calibragéo de cinco pontos:



Teste legalmente comercializado para anti-PR3

Immuno Concepts Positivo Negativo
RELISA® PR3 Positivo 179 8
Teste de anticorpo Negativo 4 563

Esses dados geraram a seguinte estatistica: sensibilidade relativa, 97,8%; especificidade relativa 98,6% e equivaléncia
geral, 98,4%.

Entre as 8 amostras “falso-positivas”, 2 mostraram padrao de P-ANCA por imunofluorescéncia, 4 mostraram padrao de
C-ANCA por imunofluorescéncia e 2 ndo demonstraram nenhum padrao imunofluorescente. Duas das amostras que
mostraram padrdo de C-ANCA por imunofluorescéncia e RELISA® positivo para PR3 eram de pacientes com
diagnéstico de granulomatose com poliangiite, e uma das amostras que mostrou padrdo de P-ANCA por
imunofluorescéncia e RELISA® positivo para PR3 foi de um paciente com diagnéstico de granulomatose eosinofilica
com poliangiite. Essas amostras podem, na verdade, representar resultados “falso-negativos” no dispositivo legalmente
comercializado.

Os seguintes dados foram obtidos usando-se um método de calibragdo de ponto simples opcional:

Teste legalmente comercializado para anti-PR3

Immuno Concepts Positivo Negativo
RELISA® PR3 Positivo 176 4
Teste de anticorpo Negativo 7 567

Esses dados geraram a seguinte estatistica: sensibilidade relativa, 96,2%; especificidade relativa, 99,3% e equivaléncia
geral, 98,5%.

REPRODUTIBILIDADE

A precisao do ensaio foi medida usando-se sete amostras que tinham valores de PR3-ANCA dentro da faixa da curva
de calibragdo. Essas amostras foram executadas em duplicada em trés niumeros de lotes diferentes de tiras de
micropogos revestidas com antigeno, em trés ocasides diversas por trés técnicos distintos. A preciséo intraensaio e
entre os ensaios € mostrada nas Tabelas seguintes:

PRECISAO INTRAENSAIO

n =21 Concentracido (unidades) DP %C.V.
Amostra 1 125 7 5
Amostra 2 97 8 8
Amostra 3 74 3 4
Amostra 4 65 4 6
Amostra 5 59 4 7
Amostra 6 117 6 5
Amostra 7 240 1 5
PRECISAO ENTRE ENSAIOS
n =3 Concentragao (unidades) DP %C.V.
Amostra 1 125 9 7
Amostra 2 97 7 8
Amostra 3 74 6 9
Amostra 4 65 10 15
Amostra 5 59 8 14
Amostra 16 117 6 14
Amostra 7 240 12 5
LINEARIDADE

Dentro da faixa da curva de calibragao, o ensaio € linear, como é demonstrado pelos métodos mostrados no NCCLS
Guideline, Evaluation of the Linearity of Quantitative Analytical Methods (10).



VALIDAGAO DE CALIBRAGAO DE UM SO PONTO

O uso de um calibrador de um sé ponto foi validado com o mesmo grupo de 754 soros que foi usado para a
comparagao com o dlsposmvo legalmente comercializado. A analise de regressdo dessa comparagdo mostrou
coeficiente de regresséo (r ) de 99,2%, e a analise de variancia (ANOVA) dos dados mostrou que n&o houve diferenga
estatisticamente significante entre os dois métodos. Do ponto de vista pratico, nessa comparagéo, vemos apenas trés
amostras (0,4%) que apresentaram discrepancias diagnoésticas entre o sistema de calibragdo de cinco pontos e o
sistema de calibragdo de um s6 ponto opcional. Todas essas amostras tinham valores unitarios de PR3 préximos do
ponto de corte de 35 unidades, variando de 31 a 40 unidades (10). Esse tipo de amostra constitui problema diagnéstico
em qualquer sistema de ensaio, e precisa ser considerado cuidadosamente pelos profissionais de laboratério que
analisam as amostras e interpretam os dados.

ESTUDOS DE REATIVIDADE CRUZADA

Um total de 40 amostras de soro que continham autoanticorpos diferentes de anti-PR3-ANCA foram testados com o
Sistema de teste RELISA® para PR3 da Immuno Concepts. Essas amostras incluiram padrées comuns de anticorpo
antinuclear, como anticorpos homogéneos, pontilhados e nucleolares, assim como anticorpos contra componentes
citoplasmaticos, como mitocdndrias, aparelho de Golgi e o citoesqueleto. Vinte das amostras contlnham fatores
reumatoides. Nenhuma dessas amostras produziu resultado positivo no Sistema de teste RELISA® para PR3 da
Immuno Concepts.
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PROCEDIMENTO DO TESTE RELISA® PARA ANCA-PR3

Todas as amostras, reagentes (inclusive a solugdo tampéao de lavagem) e os micropogos devem estar em temperatura
ambiente antes do uso.

PREPARAGAO DA PLANILHA

Etiquetar a planilha incluida no kit para indicar a localizagéo das

amostras nos micropogos. Testar os padrées em duplicata. Para

usar a curva de multiplos pontos, os cinco soros padrées devem

ser executados. Para o método de calibragéo de ponto simples 8.
opcional, executar apenas o Padréo n° 3 em duplicata. Um pogo é

usado para um branco de reagente. Recomendamos que cada

amostra de controle e de paciente seja testada em duplicada até

que uma preciséo aceitavel para o ensaio seja estabelecida em 9.
seu laboratorio.

PREPARAGAO DA SOLUGAO TAMPAO DE LAVAGEM (PBS-
Tween)

Dissolver o conteddo de uma bolsa de tampao PBS em um litro de
agua desionizada ou destilada. Adicionar todo o conteido de um
frasco de Concentrado de tampao de lavagem a um recipiente de

um litro de PBS dissolvido. Misturar bem. A solugao tampéo de 10.

lavagem pode ser tampada e armazenada de 2 °C a 25 °C por até
quatro semanas.

DILUIGAO DAS AMOSTRAS DO PACIENTE

Diluir as amostras do paciente até 1:40 adicionando 25 pl de soro
a 975 pl do diluente da amostra. Para usar o controle positivo para
PR3 nao diluido testado, dilui-lo da mesma forma que as amostras
do paciente. Misturar bem. O soro calibrador, o controle positivo e
o controle negativo sao fornecidos na diluigdo de trabalho e nao
requerem mais diluicdo.

PREPARAGAO DOS MICROPOGOS

Remover o nimero necessario de tiras de micropogos da bolsa e 11.

coloca-las no suporte. Os micropogos devem ficar firmemente
assentados nesse suporte. Pressionar firmemente os dois lados
das tiras, de modo que elas encaixem com seguranga no suporte.
Ao usar pogos individuais ou menos que uma tira completa de
pogos, certificar-se que cada pogo esteja firmemente assentado.
Os pogos adequadamente assentados nao caem quando o suporte
€ invertido. Se forem necessarios menos de oito pogos para o
teste, os pogos podem ser destacados. Os pogos ndo usados
podem ser recolocados na bolsa de papel aluminio, vedada com o

fecho tipo ziper e refrigerados por até 45 dias. 12.

DISPENSAGAO DE DILUIGOES DE SORO

Dispensar 100 pl dos calibradores, controles e amostras diluidas
do paciente nos pogos apropriados como indicado na planilha.
Dispensar 100 pl de diluente da amostra no pogo de branco do

reagente. 13.

INCUBAR LAMINAS (30 minutos em temperatura ambiente, isto
é,18°Ca25°C)

Incubar em temperatura ambiente por 30 minutos. As tiras devem
ser protegidas de correntes de ar ou mudancas de temperatura
durante a incubacdo. Caso se deseje, as tiras podem ser cobertas
com fita transparente ou com papel-toalha para protegé-las de

poeira e outros corpos estranhos. 14.

LAVAGEM DAS TIRAS (Ver Notas de Procedimentos Gerais 5 e
6)

Lavar os pogos 3 a 5 vezes com solugédo tampéo PBS-Tween de
lavagem. Na lavagem manual, aspirar o conteudo dos pocos e, a
seguir, encher cada pogo com solugéo tampéao de lavagem. Evitar
a contaminagao cruzada dos pogos, em especial na primeira
lavagem depois da aspiracdo. Drenar todo o tamp&o de lavagem
dos pogos invertendo-os e impelindo o tampé&o de lavagem
residual para fora dos pogos com movimento enérgico do punho.
Repetir as etapas de enchimento e drenagem até um total de 3 a 5

lavagens. Os pogos devem ser batidos vigorosamente sobre papel-
toalha ou material absorvente para remover todos os tragos de
tampéo de lavagem residual.

DISPENSAGAO DO REAGENTE DE ANTICORPO ENZIMATICO
Dispensar 100 pl de reagente de anticorpo enzimatico em cada um
dos pogos.

INCUBAR LAMINAS (30 minutos em temperatura ambiente, isto
é,18°Ca25°C)

Incubar em temperatura ambiente por 30 minutos. As tiras devem
ser protegidas de correntes de ar ou mudancgas de temperatura
durante a incubagdo. Caso se deseje, as tiras podem ser cobertas
com fita transparente ou com papel-toalha para protegé-las de
poeira e outros corpos estranhos.

LAVAGEM DAS TIRAS

Lavar os pogos 3 a 5 vezes com solugdo tampao PBS-Tween de
lavagem. Na lavagem manual, aspirar o conteudo dos pogos e, a
seguir, encher cada pogo com solugédo tampéao de lavagem. Evitar
a contaminagédo cruzada dos pogos, em especial na primeira
lavagem depois da aspiragao. Drenar todo o tampéo de lavagem
dos pogos invertendo-os e impelindo o tampé&o de lavagem
residual para fora dos pogos com movimento enérgico do punho.
Repetir as etapas de enchimento e drenagem até um total de 3 a
5 lavagens. Os pogos devem ser batidos vigorosamente sobre
papel-toalha ou material absorvente para remover todos os tragos
de tampéao de lavagem residual.

DISPENSAGAO DE SOLUGAO DE SUBSTRATO

Usando um temporizador para garantir intervalos iguais, dispensar
100 pl de solugédo de substrato a cada um dos pogos. A solugdo de
substrato deve ser adicionada aos pogos em velocidade constante,
de modo que cada um deles seja incubado exatamente pela
mesma extenséo de tempo (15 minutos). A solugdo de substrato
nos pogos incubados com amostras positivas fica azul e a solugéo
nos pocos incubados com amostras negativas seréo incolores a
azul muito claro.

INCUBAR LAMINAS (Exatamente 15 minutos em temperatura
ambiente, isto é, 18 °C a 25 °C)

Incubar em temperatura ambiente por exatamente 15 minutos. As
tiras devem ser protegidas de correntes de ar ou mudangas de
temperatura durante a incubacgao.

DISPENSAGAO DO REAGENTE DE PARADA

Depois que o primeiro pogo for incubado por exatamente 15
minutos, adicionar 100 yl de reagente de parada a cada pocgo, na
mesma ordem e na mesma velocidade que a solugéo de substrato
foi adicionada aos pogos. A adigdo do reagente de parada, a
solugéo de substrato azul fica amarela e a solucéo incolor
permanece incolor.

LEITURA DA ABSORBANCIA DOS POGOS

Dentro de 30 minutos depois da adigéo do reagente de parada, os
pogos podem ser lidos em um espectrofotdmetro de leitura de
placa. Os pogos sdo lidos em 450 nm contra o pogo de branco de
controle. Ao se usar espectrofotdbmetro de comprimento de onda
duplo, o comprimento de onda para o filtro de referéncia deve ser
definido em 600-650 nm. A leitura dos micropogos em 450 nm sem
filtro de referéncia resultara em valores de absorbancia maiores.
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