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1 Zweckbestimmung

/H/ 8°C
2°C

Der AKLIDES® cANCA ist ein Immunfluoreszenzassay (IFA) zur
zur qualitativen Bestimmung von IgG Antikdrpern in humanem
Serum gegen neutrophile cytoplasmatische Antigene (ANCA) in
ethanolfixierten Granulozyten.

Der AKLIDES® cANCA dient zur Unterstltzung bei der Diagnose
systemischer Vaskulitiden (SV) in Verbindung mit anderen
klinischen und laboratoriumsmedizinischen Untersuchungen.
Der Immunoassay ist fur die manuelle Prozessierung und
automatische Bildverarbeitung im AKLIDES® oder akiron®
System bestimmt.

Der Immunoassay ist fiur den professionellen in-vitro
diagnostischen Gebrauch bestimmt.

2 Diagnostische Bedeutung

Die Pathogenese von SV ist durch entzlindliche Prozesse der
Wande verschiedener Blutgefalitypen und der daraus
resultierenden morphologischen Veranderungen
gekennzeichnet. Dabei kdnnen Arterien sowie als auch Venen
betroffen sein. Das klinische Bild wird vor allem von allgemeinen
Symptomen wie z.B. Abgeschlagenheit, Fieber und
Gewichtsverlust gepragt. Im weiteren Verlauf der Erkrankung
variieren die klinischen Symptome abhangig davon, welche
Gefalitypen vom Krankheitsprozess betroffen sind.

Die serologische Diagnostik von SV basiert auf der Bestimmung
von anti-neutrophilen zytoplasmatischen Antikorpern (ANCA)
mittels  indirekter Immunfluoreszenz auf ethanolfixierten
Granulozyten. In Abhangigkeit vom Fluoreszenzmuster werden
zytoplasmatische ANCA (cANCA) und perinukleare ANCA
(PANCA) unterschieden. Die Ethanol-fixierung zerstort die
Granulamembranen im Zytoplasma der Granulozyten, positiv
geladenen Proteine wandern zum negativ geladenen Kern.
Dieses Substrat kann somit zum ANCA Screening verwendet
werden: Antikérper gegen Antigene im Zytoplasma (cANCA) sind

durch eine zytolasmatische Fluoreszenz sicher bestimmbar, eine
(peri-)nukleare Fluoreszenz kann dagegen auch durch
Antikdrper gegen Zellkernstrukturen hervorgerufen werden,
pANCA Antikdrper missen deshalb auf formalinfixierten
Granulozyten bestatigt werden. Auf diesem Substrat findet keine
Antigentrennung statt, ANCA Reaktionen werden nur im
Zytoplasma beobachtet:

Granulozyten Granulozyten

ethanolfixiert formalinfixiert
cANCA zytoplasmatisch zytoplasmatisch
pANCA perinuklear zytoplasmatisch
ANA (peri)nuklear (peri)nukleéar
(reduzierte

Fluoreszenz)

Fir das cANCA Immunfluoreszenzmuster ist die Proteinase 3
(PR3) als hauptsachliches Autoantigen identifiziert worden, eine
29 kDa Serin-proteinase. PR3 Autoantikérper sind als
pathognomonisch flir den Morbus Wegener beschrieben
worden. Das pANCA Muster beruht hauptsachlich auf der
Reaktivitdt gegen Myeloperoxidase (MPO), einem kationischen
Protein mit einem MW von 146 kDa. MPO Autoantikérper werden
bei einer ganzen Reihe von Vaskulitiden wie z.B. bei der
mikroskopischen Form der Polyangiitis, dem Churg-Strauss-
Syndrom und bei der Polyarteriitis nodosa gefunden. Weitere
Zielantigene fir cANCA und pANCA Antikdrper wurden bei
Patienten mit Colitis ulcerosa oder Promar Sclerosierender
Cholangitis beschrieben.

3  Testprinzip

Der IFA (Indirekter Immunfluoreszenzassay) ist ein
immunologisches Verfahren zur Bestimmung spezifischer
Antikdrper. Gewebeschnitte oder Zellen mit testspezifischen
Antigenen sind auf Objekttragern immobilisiert. Sind Antikérper
in der Patientenprobe vorhanden, binden sie an die Antigene im
Gewebe. Ein mit Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markierter
Sekundarantikorper detektiert den so gebildeten Immunkomplex.
Die Objekttrager werden unter einem Fluoreszenzmikroskop
untersucht. Ein spezifisches Fluoreszenzmuster bestatigt die
Anwesenheit spezifischer Antikdrper in der Probe.

4 Testkomponenten

Komponente Beschreibung ‘
Objekttrager 10 Objekttrager (gebrauchs-

A | SLIDE 6 fertig), 6 Kavitaten pro

10 Stiick Objekttrager, jede Kavitat ist

mit ethanolfixierten, humanen
Granulozyten beschichtet

Negativkontrolle

Cl | CONTROL | -

1x2,0mL
Positivkontrolle

Cll | CONTROL | +

Lésung mit humanem Serum
(gebrauchsfertig; enthalt
Natriumazid)

Lésung mit humanem Serum
(gebrauchsfertig; enthalt

1x2,0mL Natriumazid)
Probenverdiinner Gefarbte Lésung (gebrauchs-
c fertig; enthalt Natriumazid)
1x15mL

Waschpuffer PBS Puffer

B (Pulver fiir 2 x 1000 mL)
2x10g

Konjugat IgG Lésung mit polyklonalem anti-
D CONJ human IgG Antikorper,
1x3,0mL konjugiert mit FITC

(gebrauchsfertig; enthalt
Natriumazid)

Eindeckmedium

G [ MOUNT |

1x3,0mL

Phosphatgepufferte, Glycerin-
haltige Lésung mit Anti-
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Bleichmittel (gebrauchsfertig;
enthalt DAPI und Natriumazid)

Saugpapierschablonen Saugpapierschablonen
F

10 Stiick
Deckgléaser

H
12 Stiick

Qualitatskontrollzertifikat | -
1 Stiick

Gebrauchsanweisung -
1 Stlck

5 Zusatzlich benoétigtes Material

Deckglaser

- Ubliche Laborausriistung

- Prazisionspipetten (5 — 1000 pL) und
Einwegpipettenspitzen

- Messzylinder (100 — 1000 mL)

- Probenréhrchen zur Herstellung von Verdinnungen und
Probenrack

- Vortex Mixer oder anderer Rotator

- Feuchte Kammer

- Plastikwaschflasche

- Farbetrog

- AKLIDES® oder akiron® System oder Aquivalente
- Adsorbierendes Papier oder Papiertlicher

- Destilliertes oder deionisiertes Wasser

6 Lagerung und Haltbarkeit

Nach Erhalt miussen alle Testkomponenten bei 2 °C bis 8 °C
gelagert werden, vorzugsweise in der Originalverpackung des
Kits. Bei sachgemaRer Lagerung in den Originalbehaltern sind
alle Komponenten bis zum angegebenen Verfallsdatum haltbar.
Nach Anbruch und sachgemaRer Lagerung bei 2 °C to 8 °C sind
alle Komponenten mindestens 2 Monate haltbar.

7  Allgemeine Hinweise

Dieses Produkt ist nur firr die In-vitro-Diagnostik bestimmt. Die
Gebrauchsanweisung ist vor Anwendung sorgféltig zu lesen. Sie
gilt nur fir das vorliegende Produkt mit der angegebenen
Zusammensetzung. Die Gebrauchsanweisung muss strikt
befolgt werden, um zuverldssige Testergebnisse zu
gewahrleisten.  Abweichungen kénnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren. Komponenten dirfen nicht durch
Testreagenzien anderer Chargen oder anderer Hersteller
ausgetauscht werden.

Kontaminationen der Reagenzien mussen durch Anwendung
aseptischer Techniken bei der Entnahme von Aliquots aus den
Flaschchen vermieden werden. Nach Gebrauch mussen die
Reagenzienflaschchen wieder fest mit den zugehdrigen Deckeln
verschlossen werden.

Kreuzkontaminationen von Proben oder Reagenzien kdnnen zu
widerspruchlichen Testergebnissen flihren und mussen durch
Anwendung konsistenter Pipettiertechniken vermieden werden.

Die Reagenzien dirfen wahrend des gesamten Verfahrens
sowie bei Lagerung keiner intensiven Lichtquelle ausgesetzt
werden.

Unzureichendes Waschen fuhrt zu schlechter Prazision und
erhdhten Messwerten. Nach jedem Waschschritt ist die
Restflissigkeit vollstandig zu entfernen.

8 Vorbereitung

8.1 Vorbereitung von Reagenzien

Alle Komponenten inklusive Objekttrager miissen vor Gebrauch
fur mindestens 30 min auf Raumtemperatur (RT: 18 °C bis 25 °C)
gebracht werden. Flissige Reagenzien missen zur
Homogenisierung gut durchmischt werden.

8.1.1 Objekttrager

Die Objekttrager sind in einem Aluminiumbeutel eingeschweif3t
und mussen vorsichtig entnommen werden.

8.1.2 Kontrollen

Positive und negative Kontrollen sind gebrauchsfertig und
mussen nicht verdinnt werden. Kontrollen missen in jedem
Testansatz mitgefihrt werden. Alternativ kénnen Laboratorien
auch eigene Kontrollen validieren und verwenden.

8.1.3 Probenverdinner
Der Probenverdiinner ist gebrauchsfertig.

8.1.4  PBS Puffer

Eine PBS Mischung muss vor Anwendung in 1,0 L destilliertem
Wasser durch Rihren oder Schitteln geldst werden. Die
resultierende Waschldsung sollte einen pH-Wert von 7,4 £ 0,2
haben und ist bei Lagerung bei 2 °C bis 8 °C vier Wochen haltbar.
Sie darf nicht verwendet werden, wenn sich der pH-Wert andert,
die Lésung trib wird oder wenn sich Niederschlage bilden.

8.1.5 Konjugat

Das Konjugat ist gebrauchsfertig. Eine starke Lichteinwirkung
sollte vermieden werden.

8.1.6 Eindeckmedium
Das Eindeckmedium ist gebrauchsfertig.

8.2 Vorbereitung der Proben

8.2.1 Probenmaterial

Die Verwendung frischer ~Serumproben aus vends
entnommenem Blut wird empfohlen. lkterische, lipamische,
hamolytische oder bakteriell kontaminierte Proben sollten nicht
verwendet werden. Unlosliche Bestandteile sollten durch
Zentrifugation aus der Probe entfernt werden. Die Proben diirfen
nicht thermisch inaktiviert werden.

8.2.2 Probenverdinnung

Die Proben missen 1:20 (z. B. 10 pyL + 190 pL) in
Probenverdinner verdinnt und gut durchmischt werden.
Schaumbildung sollte vermieden werden.

8.2.3 Probenlagerung

Proben koénnen bis zu drei Tagen bei 2 °C bis 8 °C aufbewahrt
werden. Eine langere Lagerung der Proben erfordert -20 °C.
Mehrmaliges Auftauen und Einfrieren sollte vermieden werden.
Zur Mehrfachverwendung sollten die Proben aliquotiert und bei
-20 °C aufbewahrt werden.

9  Durchfiihrung

9.1 Ablaufschema

Eine ausreichende Anzahl von Objekttragern muss vorbereitet
werden. Die Kavitdten durfen nicht berihrt werden. Die
Objekttrager durfen wahrend der Prozessierung nicht
eintrocknen. Die angegebenen Inkubationszeiten und -
temperaturen missen eingehalten und starke Zeit-
verschiebungen beim Pipettieren von Proben und Reagenzien
vermieden werden.

Schritt Beschreibung |

1. Zugabe von, Zugabe von 25 uL gebrauchsfertiger
Kontrollen und Kontrollen und verdiinnte Proben pro
verdliinnten Kavitat. Sicherstellen, dass die
Proben Kavitat vollstandig bedeckt ist.

Inkubation fiir 30 min bei RT in einer
feuchten Kammer

2. Inkubation

3. Waschzyklus Fliussigkeit von den Kavitaten
absaugen oder mit PBS Lésung aus
einer Plastikwaschflasche abspilen.
Den Strahl nicht direkt auf die
Auftragsstellen richten. Um
Kreuzkontaminationen zu
vermeiden, nicht von einer
Vertiefung Gber andere spllen. Bei
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mehrreihigen Objekttragern PBS
Puffer von der Mittellinie des
Objekttragers nacheinander entlang
beider Reihen bis zum Rand spulen.

2 x 5 min mit wechselnder PBS
Lésung in einem Farbetrog waschen.
Nach Zugabe und vor Entnahme der
Objekttrager kurz vorsichtig
schitteln.

Objekttrager vorsichtig aus dem
Farbetrog entnehmen und
Objekttrager trocknen. Dazu den
Rand des Objekttragers auf ein
saugfahiges Papier setzen; den
Objekttrager vorsichtig um die
Kavitaten mit einer
Saugpapiervorlage trocknen, um
restliche Flissigkeit zu entfernen.

4. Zugabe des
Konjugats

Zugabe von je 25 pL gebrauchs-
fertigem Konjugat pro Kavitat.
Sicherstellen, dass die Kavitat
vollstandig bedeckt ist.

Inkubation fur 30 min bei RT in einer
feuchten, lichtgeschitzten Kammer

5. Inkubation

Waschzyklus Waschzyklus von 3. wiederholen.

Zugabe des Zugabe von je einem Tropfen
Eindeckmediums Eindeckmedium pro Kavitat

8. Eindecken Ein Deckglas vorsichtig auf den
Objekttrager setzen, dass das
Eindeckmedium eine blasenfreie und
geschlossene Schicht bildet.
Luftblasen vermeiden. Uber-
schissiges Eindeckmedium vom
Rand des Objekttragers mit

saugfahigem Papier entfernen.

9. Analyse Bildverarbeitung des Objekttragers
mit dem AKLIDES® oder akiron®

System mit Anregungswellenlange
490 nm und Emissionswellenldnge

520 nm innerhalb von 24 Stunden.

9.2 Automation

Die automatische Prozessierung des Immunoassays erfolgt
analog zur manuellen Anwendung und muss durch den
Anwender validiert werden.

10 Auswertung

10.1 Metrologische Riickverfolgbarkeit
Der Immunoassay wurde mit internen Referenzproben kalibriert.

10.2 Evaluierung

Das AKLIDES® oder akiron® System liefert Aufnahmen sowie
einen Vorschlag zur qualitativen Bewertung des Fluoreszenz-
musters fir den Anwender. Zusatzlich wird ein Vorschlag fir den
Endtiter (Konzentration des Antikdrpers) berechnet. Die
Intensitédt der Fluoreszenz wird in artifiziellen Units (AU)
angegeben. Vom System bewertete Proben kdénnen am PC
anhand gespeicherter Bilder kontrolliert werden.

Eine Probe wird als ANCA negativ bewertet, wenn die Intensitat
der Fluoreszenz kleiner als ein von der Software fir die
verwendeten Granulozyten vorgegebener Schwellenwert ist.

Eine Probe wird als positiv bewertet, wenn die Intensitat der
Fluoreszenz gréRer als ein von der Software vorgegebener
Schwellenwert ist.

10.3 Validitatskriterien

Ein Testlauf ist valide, wenn die nachfolgenden Validitatskriterien
erfillt sind:

- Die Negativkontrolle muss negativ bewertet sein.

- Die Positivkontrolle muss positiv bewertet sein.

Sind diese Kriterien nicht erflllt, ist der Testlauf nicht valide und
muss wiederholt werden.

10.4 Problembehandlung

Im Falle eines invaliden Testlaufs sollten die Haltbarkeiten und
Lagerungsbedingungen, die Inkubationszeiten und
—temperaturen sowie die prazise Kalibrierung der Pipetten und
aller anderen Gerate tUberprift werden. Sollte sich kein Grund fiir
den invaliden Testlauf finden, kontaktieren Sie bitte den Anbieter
oder Hersteller des Produkits.

10.5 Referenzbereiche
Die Referenzbereiche sind nachfolgend angegeben:

Interpretation ‘

Antikorpertiter < 1:20 negativ

Antikorpertiter =2 1:20 positiv

Aufgrund der unterschiedlichen Seropravalenzen in einzelnen
Regionen sollte jedes Labor den Grenzwertbereich durch eigene
Analysen verifizieren und ggf. anpassen.

10.6 Interpretation der Ergebnisse

Ein positives Ergebnis bestatigt die Anwesenheit spezifischer
Antikdrper. Ein negatives Ergebnis bestatigt die Abwesenheit
spezifischer Antikorper, schlie3t jedoch eine Autoimmunreaktion
nicht aus. Im Fall eines grenzwertigen Ergebnisses ist keine
sichere Bewertung der Patientenprobe mdglich.

cANCA koénnen auf ethanolfixierten Granulozyten mittels eines
zytoplasmatischen Musters sicher bestimmt werden. Eine (peri-)
nukledre Fluoreszenz kann auch durch Antikérper gegen
Zellkernbestandteile (ANA) hervorgerufen werden.
Formalinfixierte Granulozyten erlauben die Differenzierung
zwischen ANA und pANCA (siehe Einleitung). Eine weitere
Abklarung auf HEp-2 Zellen wird empfohlen.

10.7 Einschrankungen der Methode

Mit Bakterien verunreinigte Proben sowie Waschpufferlésungen
kénnen zu unspezifischen Anfarbungen der auf dem
Objekttrager fixierten Zellen fiihren.

Proteolytische Enzyme in den Proben koénnen zu einer
Beschadigung oder zum Ablésen des Zellsubstrates fihren.

Die Interpretation der Testergebnisse muss stets im Zusammen-
hang mit dem klinischen Bild des Patienten erfolgen. Eine
Diagnose sollte nicht allein auf den Ergebnissen einer
individuellen diagnostischen Methode erfolgen, sondern immer
unter Bericksichtigung aller klinischen und laboratoriums-
medizinischen Befunde erstellt werden. Zur Bestatigung sollten
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden

11 Leistungsmerkmale

11.1  Analytische Leistungsmerkmale

11.1.1  Analytische Sensitivitat und Spezifitat

Es sind keine Kreuzreaktivititen anderer Antikdrper mit der
spezifischen Antigenstruktur bekannt.

11.1.2 Prazision

Die Prazision der Messergebnisse wurde durch die Bestimmung
der Intra- und Interassay Varianz durch Analyse mehrerer
Proben mit unterschiedlichen Antikdrperaktivitaten ermittelt.
Dabei wurden keine Unterschiede in der qualitativen Bewertung
der Proben beobachtet.

11.2 Diagnostische Leistungsmerkmale

11.2.1 Diagnostische Sensitivitat und Spezifitat

Die Sensitivitdt und Spezifitdt des Immunoassays wurden durch
die Analyse von 118 Proben von Patienten mit ANCA assoziierter
Vaskulitis und 347 Proben unselektierter Blutspender bestimmt.
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Diagnostische Leistung ‘

Sensitivitat 85.6 %
Spezifitat 90.5 %

12 Warnhinweise und VorsichtsmaBRnahmen

Das Produkt ist ausschlieRlich zur in vitro Diagnostik und nur fir
die Anwendung durch qualifiziertes, autorisiertes und geschultes
Fachpersonal vorgesehen. Alle Testkomponenten und
menschliche Proben sollten als potenziell gefahrlich mit
entsprechender Vorsicht behandelt werden. Gute Laborpraxis
(GLP) und alle relevanten Vorschriften sollten eingehalten
werden

Sollte das Produkt beschadigt oder die Produktinformationen
einschliellich der Etikettierung falsch oder fehlerhaft sein,
kontaktieren Sie bitte den Hersteller oder den Lieferanten.

Das Produkt enthalt Praparationen menschlichen und / oder
tierischen Ursprungs. Obwohl alle Materialien aus humanen
Korper-flissigkeiten oder Organen zur Herstellung von
Komponenten negativ auf HBsAg (Hepatitis B-Virus-surface
Antigen), anti-HIV und anti-HCV Antikérper getestet wurden,
mussen alle Komponenten und Patientenproben gemaf
nationalen Gesetzen und anzuwendenden Richtlinien zur
Biologischen Sicherheit als potenziell gefahrlich eingestuft und
entsprechend behandelt werden.

Da das Produkt potenziell gefahrliche Materialien enthalt, sollten
die folgenden VorsichtsmaRnahmen beachtet werden: Beim
Umgang mit Kitmaterial oder Proben nicht rauchen, essen oder
trinken. Direkten Kontakt mit Kitmaterial oder Proben durch das
Tragen von Schutzhandschuhen, Laborkittel und Schutzbrille
vermeiden. Niemals Material mit dem Mund pipettieren.
Verschittetes Material sofort aufnehmen und die betroffene
Oberflache griindlich mit einem Dekontaminationsmittel reinigen.
Nach Gebrauch griindlich Hande waschen.

Einige Reagenzien enthalten Natriumazid (< 0,1 %) als Konser-
vierungsmittel und durfen nicht verschluckt werden oder mit Haut
oder Schleimhaut in Beriihrung kommen. Der méglichen Bildung
von Schwermetallaziden in der Drainage ist durch ausreichende
Spulung mit Wasser vorzubeugen.

Einige Reagenzien enthalten DAPI (5 pg/mL) als Farbemittel und
dirfen nicht verschluckt werden oder mit Haut oder Schleimhaut
in Berihrung kommen.

Die Angaben im Sicherheitsdatenblatt zu mdglichen Gefahren,
Erste-Hilfe-MaRnahmen, MalRnahmen bei unbeabsichtigter
Freisetzung grofer Mengen, Handhabung und Lagerung,
persdnliche Schutzausristung, Hinweise zur Entsorgung sowie
Angaben zur Toxikologie sind zu beachten.

Jeder schwerwiegende Vorfall im Zusammenhang mit dem
Produkt ist dem Hersteller und der zustandigen Behdrde des
Mitgliedstaats zu melden, in dem der Benutzer und / oder der
Patient ansassig sind.

13 Entsorgung

Zur Dekontamination und Entsorgung missen die Empfehlungen der
CDC sowie die jeweils geltenden lokalen und nationalen Richtlinien und
gesetzlichen Vorschriften eingehalten werden.  Proben, potentiell
kontaminierte Materialien und infektiose Abfalle missen, z. B. durch
Autoklavieren fiir 20 min bei 121 °C, dekontaminiert werden.
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Anderungen in vorliegender Gebrauchsanweisung

Aktuelle Version 011/06.2024
Zusammenfassung Redaktionelle Anderungen im
der Anderungen Kapitel 10.7
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