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APLICACAO

O teste ZENIT RA MPO é um teste imunolégico quimiluminescente (CLIA) para a determinagdo quantitativa,
com instrumentacao dedicada, Analisador ZENIT RA, dos anticorpos especificos de classe IgG dirigidos
contra a mieloperoxidase (MPQO) em amostras de soro ou de plasma humano (EDTA, Heparina).

Esta dosagem é utilizada como auxilio no diagndstico das vasculites primitivas sistémicas ANCA-
associadas, em especial da poliangioite microscépica (PAM).

ATENCAO: Qualquer decisdo médica ndo podera basear-se unicamente no resultado deste teste, mas

devera incluir o conjunto de todos os dados clinicos e de laboratério disponiveis.

SIGNIFICADO CLINICO

Os anticorpos anti-citoplasma dos neutréfilos (ANCA) sdo auto-anticorpos dirigidos contra os antigénios
contidos no citoplasma dos granuldcitos e dos mondcitos™. Os ANCA sdo marcadores serolégicos de
algumas vasculites necrotizantes dos vasos de calibre pequeno (médio), em especial a granulomatose de
Wegener (GW), a poliangioite microscépica (PAM), a glomerulonefrite necrotizante extracapilar pauciimune
(GNNEP, uma forma de PAM limitada aos rins) e, em menor percentagem, a sindrome de Churg-Strauss
(SCS), frequentemente definidas colectivamente como “vasculites-ANCA-associadas” (VAA) @

Numerosas evidéncias, clinicas ou experimentais, sugerem também um papel patogenético dos ANCA nas
VAA, em especial para ANCA-MPO®.

Através da metddica de padrdo de imunofluorescéncia indirecta (IFI) em neutréfilos humanos normais
fixados com etanol absoluto podem ser reconhecidos dois quadros fluoroscépicos principais: C-ANCA e P-
ANCA. Com menor frequéncia podem ser detectados outros dois padrées fluoroscopicos, C-ANCA atipico e
ANCA-At, geralmente ndo associados a presenca de uma vasculite idiopética(“).

Nos doentes que sofrem de VAA, os principais alvos antigénicos dos ANCA séo a mieloperoxidase (MPO) e
a proteinase 3 (PR 3)(5'6).

A MPO é uma enzima com propriedades bactericidas importantes, que exerce, através da catalise de
reaccdes de peroxidacéo, a formacdo de produtos téxicos, tais como HOCI, H,O, e radicais do oxigénio.
Para além disso, o acido hipocloroso e os seus metabolitos podem inactivar os inibidores das protéases e,
portanto, influir na degradacédo dos tecidos e na manutencéo de um microambiente “inflamatério” ® A MPO
representa cerca de 5% do conteldo proteico total dos neutréfilos; € uma molécula fortemente catidnica

constituida por um heterodimero de P.M. 0140 kDa.
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A PR3 é uma serin-protéase brandamente catidnica contida nos granulos primarios de granuldcitos e
mondécitos, constituida por 228 aminoacidos e com P.M. 29-31 kDa, dotada de actividade antimicrobiana
contra bactérias e fungos. A maior parte das suas funcbes biolégicas depende da actividade proteolitica.
Num contexto inflamatério € libertada no exterior da célula, juntamente a outros constituintes dos granulos e
radicais do oxigénio, onde pode degradar o colagénio, os proteoglicanos e outros constituintes do tecido
conectivo. Todavia, uma actividade proteolitica excessiva, prolongada ou inadequada, provoca danos no
organismo(s). Os ANCA-PR3 interferem com a inibigcdo enzimatica da PR3 pelo seu inibidor fisioldgico al-
antitripsina.

Na maior parte dos casos, o0 padrdo C-ANCA é devido a presenca de anticorpos especificos para a PR3,
enquanto um quadro P-ANCA pode ser provocado por anticorpos dirigidos contra numerosas proteinas,
entre as quais a mais frequente e a MPO. Até hoje, os ANCA dirigidos contra outros componentes
citoplasmaticos, diferentes de PR3 e MPO, ndo tém um significado clinico claro e, portanto, ndo séo Uteis
para o diagnéstico laboratorial das VAAT®),

ApOs a publicacdo dos resultados do folheto multicéntrico para a padronizacdo dos métodos para a
determinacéo dos ANCA®, foram redigidas as Linhas de Guia para a execuc¢éo correcta e interpretacdo dos
testes ANCA nos doentes com suspeita de vasculite, a consultar para um aprofundamento®®*”. Como se
deduz com clareza do estudo mencionado, cujos resultados foram mais tarde amplamente confirmados, a
determinacéo correcta dos ANCA usufrui da execucdo combinada da metddica IFI e da identificacdo da
especificidade antigénica reconhecida, através de sistemas antigénios especificos para os dois antigénios
principais MPO e PR3 (métodos ELISA, FEIA, CLIA)*.

A execucdo combinada das duas metddicas permite obter uma especificidade > 98% mesmo para as
patologias de controlo, muito superior a que se pode obter com os testes usados individualmente.

O titulo dos ANCA relaciona-se, apesar de algumas excepgdes, com a actividade da doenca, portanto para
a monitorizacdo dos doentes aconselha-se a utilizacdo de metddicas quantitativas para a dosagem de
ANCA-MPO ou de ANCA-PR3 @9,

A especificidade dos ANCA (MPO ou PR3) ndo permite diferenciar as diferentes VAA (GW, PAM, GNNEP,
SCS), contudo a presenca de P-ANCA/MPO-ANCA tende mais para um diagnéstico de PAM ou de GNNEP,
enquanto uma positividade C-ANCA/PR3-ANCA é mais frequentemente associada a GW.

Na GW e na PAM (incluindo a forma limitada aos rins) em fase activa, a prevaléncia dos ANCA é de 70 a
90%, na SCS os ANCA estéo presentes em apenas = 40% dos doentes, com a MPO como especificidade
antigénica prevalente.

No que respeita a utilidade diagnostica do dado laboratorial, é util recordar que os valores preditivos,
positivo e negativo (VPP, VPN), dependem, para além da sensibilidade e especificidade do teste, da
prevaléncia da doenca na populacédo averiguada. Uma requisicdo adequada (probabilidade elevada pré-
teste) permite obter um resultado de utilidade clinica real e reduz significativamente a possibilidade de
resultados falsos positivos(ls).

Portanto, a pesquisa dos ANCA deveria ser efectuada na presenca de uma suspeita clinica fundamentada e
um resultado positivo, s6 por si ndo é suficiente para o diagnéstico de VAA, deve ser avaliado em

combinacdo com um quadro clinico e histoldgico.
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Na literatura sdo ocasionalmente assinaladas positividade a ANCA em patologias diferentes das vasculites
associadas a ANCA, apesar de ndo sempre confirmadas por demonstracdo da especificidade antigénica
para MPO ou PR3.

Sao numerosas as patologias a considerar no diagnéstico diferencial, entre as quais é Util recordar, também
pela sua frequéncia elevada, as patologias infecciosas e, em especial, a endocardite bacteriana subaguda.
Apesar de o VPN de um resultado negativo ser geralmente elevado, este ndo exclui totalmente a
possibilidade de uma VAA, sobretudo em doentes com uma evidéncia clinica forte de vasculite primitiva

sistémica®?,

PRINCIPIO DO METODO

O kit ZENIT RA MPO para a determinacdo quantitativa das IgG especificas anti-MPO utiliza um método
imunoldgico indirecto em dois passos, baseado no principio da quimiluminescéncia.

O antigénio especifico é utilizado para revestir as particulas magnéticas (fase sélida) e um anticorpo anti-
IgG humano é marcado com um derivado do éster de acridinio (conjugado).

Durante a primeira incubacgdo, os anticorpos especificos presentes na amostra, nos calibradores ou nos
controlos, aderem a fase solida.

Durante a segunda incubacéo, o conjugado reage com o0s anticorpos anti-MPO IgG capturados pela fase
sélida.

Depois de cada incubacdo, o material ndo aderido a fase solida € removido por aspiracdo e subsequente
lavagem.

A gquantidade de conjugado marcado que ficou aderido a fase sélida é avaliada através da activagcao da
reaccdo de quimiluminescéncia e medicdo do sinal luminoso. O sinal criado, exprimido em unidades
relativas de luz (RLU, Relative Light Unit), é indicativo da concentracdo de anticorpos especificos presentes

na amostra, nos calibradores e nos controlos.

AUTOMATIZAGCAO

O Analisador ZENIT RA executa automaticamente todas as operacdes previstas pelo protocolo de
dosagem: adiciona no recipiente de reaccdo as amostras, calibradores, controlos, particulas magnéticas,
conjugado e solu¢des de activacdo da quimiluminescéncia; separacdo magnética e lavagem das particulas;
medicdo da luz emitida.

O sistema calcula os resultados da dosagem para as amostras e para os controlos através de uma curva de
calibracdo memorizada e imprime um relatério que inclui todas as informacg@es relativas a dosagem e ao

doente.

MATERIAIS E REAGENTES

Materiais e reagentes fornecidos
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REAG 1 | MP 2,5 mL

Particulas magnéticas revestidas com antigénio MPO (mieloperoxidase) em Tampéao Fosfato com proteinas

estabilizantes, tensioactivo, Pro-Clin 300 e azida de sodio (< 0,1%) como conservantes.

REAG 2 | CONJ 15 mL

Anticorpo monoclonal de rato anti-lgG humanos, marcado com um derivado do éster de acridinio

(conjugado), em Tampéo Fosfato com proteinas estabilizantes e azida de sédio (< 0,1%) como conservante.

REAG 3 | DIL 15 mL

Solucéo Diluente de Amostras: Tampdo Borato com seroalbumina bovina, um tensioactivo, um corante

vermelho, Pro-Clin 300 e Gentamicina SO como conservantes.

REAG 4 | CALA 1,6 mL

Soro humano com baixa concentracdo de anticorpos anti-MPO IgG em Tampao Fosfato com seroalbumina

bovina, um tensioactivo, um corante azul inerte, Pro-Clin 300 e Gentamicina SO4 como conservantes.

REAG 5 | CALB 1,6 mL

Soro humano com elevada concentracdo de anticorpos anti-MPO IgG em Tampdo Fosfato com
seroalbumina bovina, um tensioactivo, um corante azul inerte, Pro-Clin 300 e Gentamicina SO4 como

conservantes.

Todos os reagentes estao prontos a usar.

Os reagentes 1, 2 e 3 sdo embalados em conjunto constituindo um cartucho de reagentes.

As concentracdes dos Calibradores sdo indicadas em UA/mL (Unidades Arbitrarias) e calibradas em relacéo
a um padrao de referéncia interno. Os valores das concentragdes, especificos para cada lote de produto,

estao registados no DATA DISK incluido no Kit.

DATA DISK

Mini-DVD que contém as informag8es relativas a todos os produtos da Linha ZENIT RA (Reagentes,
Calibradores, Soros de controlo) actualizados até ao Ultimo lote de producdo a excepgdo dos produtos
expirados na data de realizacdo do novo DATA DISK.

Basta conservar o0 DATA DISK com o nimero de lote mais elevado para manter actualizadas as

informacdes necessarias para o funcionamento correcto do sistema.
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Materiais e reagentes necessarios mas nédo fornecidos no kit

- ZENIT RA Analyzer Cod. N° 41400

- ZENIT RA Cuvette Cube * Céd. N° 41402

Embalagem de 960 cuvetes.

- ZENIT RA System Liquid * Cad. N° 41409

1 garrafa de 0,5 litros de solugao 10x.

- ZENIT RA Wash Solution * Cod. N° 41407

1 garrafa de 0,5 litros de solugao 20x.

- ZENIT RA Trigger Set * Cad. N° 41403
1 frasco de 250 mL de Trigger A (solucao de pré-activacao)

1 frasco de 250 mL de Trigger B (solucdo de pré-activacao)

- ZENIT RA D-SORB Solution Cod. N° 41436

Embalagem de 2 garrafas de 1 litro de solu¢éo pronta a usar.
- ZENIT RA Cartridge Checking System * Céd. N° 41401

- ZENIT RA Top Cap Set Cdéd. N° 41566

300 tampas superiores para o fecho dos recipientes dos calibradores apés a primeira utilizagéo.
(*) O analisador ZENIT RA e o0s acessorios identificados pelo asterisco séo fabricados por

Immunodiagnostic Systems S.A., Rue E. Solvay, 101, B-4000 Liége, Bélgica e distribuidos por A. Menarini

Diagnostics Srl.

Outros Reagentes Aconselhados

ZENIT RA ANCA/GBM CONTROL SET Cad. N° 41449
3 ampolas de 1,5 mL de soro humano negativo e 3 ampolas de 1,5 mL de soro humano positivo para

anticorpos anti-MPO.

ADVERTENCIAS E PRECAUCOES

Os reagentes fornecidos no kit ZENIT RA MPO sao exclusivamente para uso em diagnoéstico in vitro e ndo
para uso in vivo em pessoas ou animais.
Este produto deve ser usado por utilizadores profissionais respeitando rigorosamente as instrucdes deste

documento.
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A Menarini ndo pode ser considerada responsavel por perdas ou danos provocados por uma utilizacdo

diferente da indicada nas instruc8es fornecidas.

Precaucdes de seguranca

Este produto contém material de origem animal e, portanto, deve ser manuseado como se contivesse
agentes infecciosos.

Este produto contém componentes de origem humana. Todas as unidades de soro, ou plasma, utilizadas
para o fabrico dos componentes deste Kit, foram analisadas com métodos FDA aprovados e resultaram ndo
reactivas pela presenca de HBsAg, anti-HCV, anti-HIV1 e anti-HIV2.

Todavia, como nenhum método de analise é capaz de garantir a auséncia de agentes patogénicos, todo o
material de origem humana deve ser considerado potencialmente infectado e manuseado como tal.

Se a embalagem estiver estragada, com derramamento dos reagentes, providenciar a descontaminacéo da
area afectada com uma solugédo diluida de Hipoclorito de Sédio depois de se ter protegido com dispositivos
de proteccéo individual adequados (bata, luvas, éculos).

Eliminar o material utilizado para a limpeza e os residuos da embalagem afectados pelo derramamento, de
acordo com as normas nacionais para a eliminacdo de lixos potencialmente infectados.

Alguns reagentes contém azida de s6dio como conservante. Como a azida de sédio pode reagir com o
chumbo, cobre e latdo revestido de chumbo, formando azidas explosivas nos canos, aconselha-se nao
deitar reagentes ou residuos no esgoto mas respeitar as normas nacionais em matéria de eliminacéo de

lixos potencialmente perigosos.

Precaucdes de utilizacdo

Para assegurar a obtencao de resultados validos devem ser rigorosamente respeitadas estas instru¢des de
utilizacdo e as indicag6es do manual de instru¢ées do instrumento.

Os reagentes fornecidos no kit devem ser utilizados exclusivamente com o sistema ZENIT RA Analyzer.

Os componentes do cartucho de reagentes nao podem ser retirados do cartucho e montados novamente.

N&o usar o kit para além do prazo de validade.

PREPARAGCAO DOS REAGENTES

Os reagentes fornecidos no kit estdo todos prontos a usar.

CONSERVAGCAO E ESTABILIDADE DOS REAGENTES

Conservar os reagentes fornecidos no kit entre 2 e 8C em posicao vertical e as escuras.

Nestas condic¢des, o cartucho de reagente e os calibradores que néo tiverem sido abertos estardo estaveis
até ao fim do prazo de validade.

O cartucho de reagentes, depois de aberto, podera ser utilizado por 60 dias, se conservado no frigorifico
entre 2 e 8C
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ou a bordo da maquina.
Os calibradores, depois de abertos, poderéo ser utilizados por 60 dias, se conservados no frigorifico entre 2
e 8T e se a permanéncia a bordo da maquina néo ult rapassar as 6 horas por sessao.

N&o congelar os reagentes e os calibradores.

PREPARACAO E CONSERVACAO DAS AMOSTRAS

A dosagem deve ser executada em amostras humanas de soro e de plasma (EDTA - Heparina).
Desaconselha-se o uso de amostras lipémicas, hemolisadas e turvas.

Se a dosagem for executada mais de 8 horas depois, separar 0 soro, ou o0 plasma, do coagulo, dos glébulos
vermelhos e das provetas de separacdo com gel.

Antes de serem analisadas, as amostras podem ser conservadas no frigorifico entre 2 e 8C no maximo por
7 dias.

Se a dosagem for executada mais de 7 dias depois, conservar as amostras congeladas (< - 20C).

Evitar congelamentos e descongelamentos repetidos.

PROCEDIMENTO

Para obter desempenhos analiticos validos, respeitar escrupulosamente as instru¢des do manual de

instrugdes do instrumento.

Carregamento dos reagentes

Os reagentes fornecidos no kit estdo todos prontos a usatr.

Antes de inserir o cartucho de reagentes no sistema, o recipiente das particulas magnéticas deve ser
agitado por rotagdo horizontal de modo a facilitar a suspenséo das particulas. Executar a operacao evitando
a formacédo de espuma.

Colocar o cartucho de reagentes na area dos reagentes do analisador, utilizando a respectiva guia e deixar
em agitacdo durante pelo menos 30 minutos antes de usar.

A colocacdo do cartucho de reagentes determina simultaneamente a leitura do cddigo de barras de
identificacao. Se o rétulo do cartucho estiver estragado, ou por falta de leitura, os dados de identificagdo do
cartucho de reagentes podem ser introduzidos manualmente.

O analisador mantém automaticamente as particulas magnéticas em agitacéo continua.

Se o cartucho de reagentes for retirado do analisador, deve ser conservado na vertical e as escuras entre 2
e 8TC.

Carregamento dos calibradores e dos controlos

Os calibradores e os controlos ZENIT RA estdo prontos a usar. Deixar os calibradores e os controlos a

temperatura ambiente durante 10 minutos e agitar delicadamente o contetddo, manualmente ou com um

IFUO18ZENIT RA-Versao: 01 - 10 de Fevereiro de 2010 Pagina 7 de 17



ZENIT RA MPO 41428

vortex, evitando a formacédo de espuma. N&o inverter o recipiente e nao retirar a tampa perfuradora de fecho
(tampa amarela para os calibradores e tampas verdes ou azuis para os controlos).

No caso em que os calibradores, ou os controlos, sejam utilizados pela primeira vez, premir a tampa
perfuradora para baixo até ao fim. Deste modo, a membrana que veda o recipiente sera perfurada tornando
assim possivel a colheita do liquido contido no mesmo. O abaixamento total da tampa perfuradora é
assinalado pela simultanea cobertura da faixa vermelha situada na parte superior do rétulo (Fig. 1 —
Recipiente selado e Recipiente perfurado).

Se os calibradores, ou os controlos, ja tiverem sido utilizados, o recipiente tera a tampa superior (tampa
branca) e a faixa vermelha do rétulo estara tapada.

S6 devem ser carregados no instrumento 0s recipientes sem tampa superior (tampa branca) e com a faixa
vermelha do rétulo tapada (Fig. 1 — Recipiente perfurado).

Introduzir no analisador os calibradores, ou os controlos na area das amostras, depois da leitura do cédigo
de barras. Os dados do codigo de barras também podem ser introduzidos manualmente se o rétulo estiver
estragado ou em caso de falta de leitura.

Os valores da concentragdo de anticorpos IgG anti-MPO presente nos calibradores, ou nos controlos, estéo
registados no DATA DISK e séo transferidos automaticamente para o analisador. Em caso de falta de
transferéncia dos dados, é possivel introduzi-los manualmente.

No final da sesséo, os recipientes dos calibradores e dos controlos devem ser fechados com as respectivas
tampas superiores (tampas brancas) e conservados entre 2 e 8C até serem novamente utilizados (Fig. 1 —
Recipiente fechado).

Os calibradores s6 podem ser utilizados ao maximo quatro vezes.

Figura 1: Desenho do recipiente

Recipiente selado Recipiente perfurado Recipiente fechado

m T

T
ETA
p—

[ -

:
l

, I
5
[

ENEE
SE g
] !?
E§ g

E
|
|

[
[
I

Carregamento das amostras

Identificar as amostras utilizando o leitor de cédigo de barras e introduzi-las no analisador, no respectivo
recipiente. Em caso de falta do cddigo de barras na amostra ou em caso de falta de leitura, os dados de
identificacdo da amostra podem ser introduzidos manualmente.

Seleccionar os parametros requeridos de cada amostra.
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Calibracéo
O Analisador ZENIT RA utiliza uma curva de calibracdo memorizada (master curve), criada pelo fabricante

para cada lote de cartuchos de reagentes.

Os parametros das “master curve”, juntamente aos valores das concentracdes dos calibradores, estéo
memorizados no DATA DISK e séo transferidos para a base de dados do analisador.

Os calibradores A e B séo utilizados para recalibrar a “master curve” quer em funcdo do analisador utilizado,
guer dos reagentes a bordo.

Para executar a recalibracdo, analisar os dois calibradores A e B em triplicado e os controlos
individualmente. Os valores de concentracdo obtidos com os controlos permitem validar a nova calibracéo.
Assim que a recalibracdo da “master curve” tiver sido aceite e memorizada, todas as amostras seguintes
poderdo ser analisadas sem outra calibracdo, excepto nos seguintes casos:

- guando estiver carregado a bordo do analisador um cartucho de reagentes com um lote novo;

- guando os valores dos controlos ndo estiverem dentro do intervalo de aceitabilidade;

- gquando for executada a opera¢do de manutencéo do analisador;

- quando tiver expirado a validade da “master curve” recalibrada.

O prazo de validade da “master curve” recalibrada para o kit ZENIT RA MPO é de 15 dias.

A gestéo da recalibracéo é accionada automaticamente pelo analisador.

Dosagem
Premir o botdo de inicio.

1. O sistema aspira 80 pL de Diluente de Amostras, 40 uL de Particulas Magnéticas, 100 pL de Diluente
de Amostras e 4 pL de amostra, ou controlo (para os calibradores, o0 soro positivo é fornecido pré-diluido
com o Diluente de Amostras e o volume recolhido é de 104 uL). As solucdes e a suspensao aspiradas
séo distribuidas na cuvete de reaccéo.

A cuvete de reaccao € incubada no rotor a 37<C d urante 10 minutos.

Depois desta fase de incubacéo, as particulas magnéticas sao separadas e lavadas.

Sao distribuidos 200 pL de conjugado na cuvete.

A cuvete de reaccao é incubada no rotor a 37<C d urante 10 minutos.

S e

Depois desta Ultima fase de incubacéo, as particulas magnéticas séo separadas e lavadas e a cuvete é
transferida para a cAmara de leitura.

7. A quantidade de conjugado aderido a fase solida, exprimida em RLU, é directamente proporcional a
concentracao de IgG anti-MPO presente na amostra.

8. As respostas obtidas sdo interpoladas na curva de calibracdo e transformadas em concentracdes.

As amostras com valores de concentragdo mais elevados do limite superior do intervalo de medi¢cdo podem
ser diluidas e testadas novamente. O novo valor obtido € multiplicado pelo factor de diluicdo utilizado para

obter o resultado final.
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CONTROLO DE QUALIDADE

Para assegurar a validade da dosagem, devem ser medidos soros de controlo com niveis diferentes de
concentracao (pelo menos um soro negativo e um soro positivo) cada dia em que se executa a dosagem.
Se o seu laboratério requer, para a verificacdo dos resultados da dosagem, um uso mais frequente, ou um
namero mais elevado de controlos, seguir as operacdes de controlo de qualidade estabelecidas.

Se forem utilizados os soros de controlo ZENIT RA, os valores médios esperados e os limites de
aceitabilidade séo os indicados no DATA DISK também presente na embalagem dos controlos.

Se forem utilizados soros de controlo diferentes, é necessario, antes da sua utilizacéo, definir os valores
esperados com reagentes e sistema ZENIT RA.

Se o valor dos controlos nao estiver dentro do intervalo de aceitabilidade especificado, os respectivos
resultados da dosagem sdao invalidos e essas amostras devem ser analisadas novamente.

Neste caso é necessario executar uma recalibracéo antes da repeticao da dosagem.

CALCULO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Calculo dos resultados

A concentracdo dos anticorpos IgG anti-MPO presentes nas amostras em exame € calculada
automaticamente pelo sistema. Os valores podem ser visualizados no ecra ou imprimidos.

As concentracdes sdo exprimidas em UA/mL.

O célculo da concentracdo na amostra é efectuado através da leitura da resposta obtida por cada amostra
numa curva de calibracdo elaborada com um sistema de “fitting” logistico de quatro parametros (4PL, Y

ponderado), corrigida periodicamente em funcéo das respostas obtidas na dosagem dos calibradores.

Para mais informacdes sobre o sistema de calculo dos resultados, consultar o manual de instrugdes do

sistema.

Interpretacdo dos resultados
O intervalo de medi¢do da dosagem ZENIT RA MPO ¢ de: 0,0 a 860 UA/mL.

Os valores inferiores a 0,0 UA/mL sao valores extrapolados e podem ser indicados como “iguais a 0,0
UA/mL".

Os valores superiores a 860 UA/mL podem ser indicados como “superiores a 860 UA/mL”, ou testados
novamente apoés a devida diluicéo.

Os resultados das amostras podem ser interpretados do seguinte modo:
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(UA/mL) Interpretacéo

<10 A amostra deve ser considerada Negativa pela presenca de IgG anti-MPO
10a 20 A amostra deve ser considerada duvidosa pela presenca de 1gG anti-MPO
> 20 A amostra deve ser considerada Positiva pela presenca de IgG anti-MPO

Os valores acima mencionados devem ser considerados como valores indicativos. Cada laboratério deve

estabelecer os seus proprios intervalos de referéncia.

LIMITES DA DOSAGEM

Para efeitos de diagnéstico, os resultados obtidos com o kit ZENIT RA MPO e o sistema ZENIT RA Analyzer
devem ser utilizados em conjunto com os outros dados clinicos e de laboratério a disposi¢do do médico.

A contaminacdo bacteriana das amostras e a inactivacdo ao calor podem influenciar o resultado da
dosagem.

Os anticorpos heterdfilos presentes nas amostras de soro humano podem reagir com 0s reagentes a base
de imunoglobulinas, provocando interferéncias nas dosagens imunolégicas in vitro. Estas amostras podem

dar lugar a valores anormais, se analisados com o kit ZENIT RA MPO.

VALORES PREVISTOS

Foram analisadas as amostras de 100 dadores seleccionados casualmente para verificar a presenca de
anticorpos IgG anti-MPO.
Todas as amostras analisadas deram resultados negativos, com um valor médio de 1,2 UA/mL e um desvio
padrao de 0,741 UA/mL.
Com os resultados obtidos foi calculado o “Limit of Blank” (LoB = o valor mais elevado que podemos esperar
numa série de amostras que ndo contenham o analito). O “Limit of Blank”, determinado como 95 por cento

de populacdo negativa, resultou igual a 1,9 UA/mL com o Lote de reagentes n. 1.

SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE CLINICA

Foi testado com o kit ZENIT RA MPO um total de 334 amostras das quais 45 amostras de pacientes que
sofrem de vasculite primitiva sistémica ANCA-associadas, diagnosticada como poliangioite microscépica
(PAM), 50 amostras de doentes que sofrem de vasculite primitiva sistémica ANCA-associadas
diagnosticada como granulomatose de Wegener (GW), 109 amostras de doentes que sofrem de varias

patologias (14 doencas inflamatorias intestinais cronicas, 44 de llpus eritematoso sistémico, 7 de
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conectivites sistémicas, 20 vasculites ndo ANCA-associadas, 10 artrites reumatéides, 14 patologias
infecciosas), 30 amostras de individuos normais e 100 amostras de dadores.

Na populagéo presumivelmente negativa (50 amostras de pacientes com diagnoéstico GW, 109 amostras de
pacientes que sofrem de varias patologias ndo ANCA-associadas, 30 amostras de individuos normais e 100
amostras de dadores) estudada, 12 amostras deram resultados positivos, 2 duvidosos e 275 negativos.

- Especificidade do diagndstico: 95,2% (275/289)

Das 14 amostras com resultados “ndo negativos”, 9 pertenciam ao grupo dos pacientes com diagnéstico
GW (dos quais, 8 apresentavam, ao teste de imunofluorescéncia indirecta, um padréo P-ANCA) e 5 ao
grupo dos pacientes que sofrem de patologias diferentes.

Na populacdo presumivelmente positiva (45 amostras de pacientes com diagnéstico PAM) estudada, 5
amostras deram resultados negativos, 2 duvidosos e 38 positivos.

- Sensibilidade do diagndstico: 84,4% (38/45)

Das 5 amostras com resultados “ndo positivos”, 3 amostras deram resultado negativo quer ao teste “gold
standard” de imunofluorescéncia indirecta quer com outros testes ELISA comerciais.

Em funcéo dos resultados da especificidade e da sensibilidade de diagndstico, o acordo diagnéstico é de
93,7%.

DESEMPENHO

Adverténcia: os dados apresentados ndo representam as especificacdes de funcionamento do kit, mas
constituem a evidéncia experimental em como o kit funciona dentro dessas especificacdes no modo previsto

pelo fabricante.

Precisdo e Reprodutibilidade

A preciséo e a reprodutibilidade do kit ZENIT RA MPO foram avaliadas utilizando um protocolo baseado nas
linhas guia do documento EP5-A2 dos Clinical and Laboratory Standards (CLSI).

A precisdo foi calculada analisando os resultados de 20 repeti¢cdes de cinco soros (um negativo e quatro
positivos com diferentes concentracdes de anti-MPO IgG) executados com dois lotes de reagentes
diferentes ha mesma sesséo experimental.

A concentragdo do soro anti-MPO IgG negativo (LOB2) deu um resultado dentro do intervalo de 3,6 a 4,5

UA/mL e de 3,5 a 5,3 UA/mL, respectivamente, com o Lote de reagentesn. 1 e n 2.

Na Tabela estdo indicados os resultados obtidos com os 4 soros positivos.
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Reagentes Concentragao o
Amostra Lote n° média (UA/mL) sb CV %

1 1 20,8 0,37 1,8

2 19,7 0,55 2,8

P2 1 55,4 1,34 2,4

2 52,3 1,35 2,6

P3 1 93,9 2,73 29

2 91,5 2,60 2,8

P4 1 229,3 9,03 3,9

2 218,7 9,32 4,3

A reprodutibilidade

foi calculada analisando os resultados da determinacdo de cinco soros (um negativo e

guatro positivos com diferentes concentracdes de anti-MPO IgG) executada individualmente com dois lotes

de reagentes diferentes, em 30 sessbes diferentes.

A concentragdo do soro anti-MPO IgG negativo (LOB2) deu um resultado dentro do intervalo de 2,7 a 4,4

UA/mL.

Na Tabela estdo indicados os resultados obtidos com o0s 4 soros positivos.

Amostra rﬁggl‘;e(”éfl‘ﬁﬁ) SD CV %
P1 17,9 1,45 8,1
P2 48,8 4,38 9,0
P3 82,3 6,18 7,5
P4 211,0 16,22 7,7

Linearidade das Diluicbes

A linearidade das diluicdes do kit ZENIT RA MPO foi avaliada utilizando um protocolo baseado nas linhas
guia do documento EP6-A dos Clinical and Laboratory Standards (CLSI).

Foram doseadas diluicGes escalares de 3 soros de concentracdo elevada de IgG anti-MPO, executadas
com o Diluente de Amostras.

Os resultados deste estudo estéo resumidos na tabela seguinte.

IFUO18ZENIT RA-Verséo: 01 - 10 de Fevereiro de 2010 Péagina 13 de
17



ZENIT RA MPO 41428

Concentragao Concentragao ~
Factor de . : Recuperacéo
Amostra diluicio medida prevista %
(UA/mL) (UA/mL)
1 85,8 - (100)
2 50,0 42,9 116,6
1 4 26,9 21,5 1251
8 14,1 10,7 131,8
16 6,9 5,4 127,8
1 153,1 - (100)
2 77,8 76,6 101,6
2 4 37.7 38,3 98,4
8 18,5 19,1 96,9
16 9,3 9,6 96,9
1 718,6 - (100)
2 360,5 359,3 100,3
3 4 161.6 179.7 89,9
8 75,2 89,8 83,7
16 35,0 44,9 78,0

De qualquer modo torna-se necessario sublinhar que nem todos os soros, quando medidos em diluicdes
diferentes, podem dar resultados lineares dentro do intervalo de medicdo dependendo o resultado ndo s6 da

concentracao mas também da afinidade dos anticorpos presentes na amostra.

Sensibilidade Analitica

A sensibilidade analitica do kit ZENIT RA MPO, exprimida como limite de deteccao (Limit of Detection —
LoD: ou seja a menor quantidade de analito que o método é capaz de medir) foi determinada utilizando um
protocolo baseado nas linhas guia do documento EP17-A dos Clinical and Laboratory Standards (CLSI) e a
formula para o calculo LoD = LoB + Cg SDs (onde LoB representa o valor do “Limit of Blank”, SDs o desvio
padrdo previsto pela distribuicdo da amostra a baixa concentracdo e Cg deriva de 95 por cento da
distribuicao padrdo de Gauss).

Foram utilizadas 4 amostras de baixa concentracdo de analito, determinadas uma s6 vez com dois Lotes de
reagentes diferentes em 30 sesses diferentes.

O Limite de detecc¢éo do kit ZENIT RA MPO foi igual a 3,8 UA/mL.

Os valores do limite de detecgéo, juntamente com as considera¢des de caracter clinico e com os resultados

de comparagdo com métodos de referéncia, contribuiram para a definicao do valor de cut-off.

Especificidade Analitica: Interferéncias

Um estudo baseado nas linhas guia do documento EP7-A2 do CLSI demonstrou que os desempenhos da
dosagem nao sao influenciados pela presenca na amostra de substancias potencialmente interferentes,

indicadas na tabela seguinte, até a concentracdo experimentada.
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Substéncias Potencialmente N - .
Concentragdo maxima experimentada
Interferentes
Bilirrubina livre 20 mg/dL
Bilirrubina conjugada 28 mg/dL
Hemoglobina 1000 mg/dL
Acidos gordos 3000 mg/dL

Desaconselha-se o uso de amostras lipémicas, hemolisadas ou turvas..

Especificidade analitica: Reaccdes cruzadas

Para avaliar as potenciais reaccdes cruzadas do antigénio, utilizado para sensibilizar as particulas
magnéticas, foi conduzido um estudo com 25 amostras, todas com niveis altos de outros auto-anticorpos e
negativos a anti-MPO IgG.

As amostras utilizadas estavam assim subdivididas: SS-A (2), SS-B (3), U1-snRNP (1), Jo-1 (2), Scl-70 (3),
Cenp B (2), Histonas (1/), Nucleolares (1), B,-GPI/CL IgG (2), Gliadina/t-TG (3), CCP (1), RF (1), dsDNA (3).
O estudo nao demonstrou nenhuma reacgéo cruzada significativa do antigénio em fase soélida com os outros

auto-anticorpos.

Efeito de saturacdo em doses elevadas

Alguns métodos imunoldgicos empregues para a determinacdo de amostras que contém o analito em
concentracdes extremamente elevadas podem fornecer niveis aparentes de analito subestimados (Efeito
hook).

O método utilizado no kit ZENIT RA MPO, sendo um método com duas incubacdes, ndo sofre esse efeito.
Uma amostra com concentracdo extremamente elevada (acima do intervalo de medicdo) de IgG anti-MPO

confirmou a auséncia de efeito “hook” até a concentragdo de 1843 UA/mL.

Sensibilidade e Especificidade Relativas

A presenga de anticorpos anti-MPO IgG foi determinada utilizando o kit ZENIT RA MPO e um método de
dosagem ELISA & disposicdo no comércio em 230 amostras: 43 amostras de doentes que sofrem de
vasculite primitiva sistémica ANCA-associada diagnosticada como poliangioite microscépica, 49 amostras
de pacientes que sofrem de vasculite primitiva sistémica ANCA-associada diagnosticada como
granulomatose de Wegener, 108 amostras de doentes que sofrem de patologias diferentes (doencas
inflamatdrias intestinais croénicas, lipus eritematoso sistémico, conectivites sistémicas, vasculites nao
ANCA-associadas, artrite reumatoéide, patologias infecciosas) e 30 pacientes normais.

12 amostras deram lugar a resultados divergentes entre a dosagem ZENIT RA e a dosagem ELISA
disponivel no comércio.

A concordancia relativa resultou assim igual a 94,8% (218/230).

A sensibilidade relativa resultou igual a 93,2% (38/44).

A especificidade relativa resultou igual a 95,2% (177/186).
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As trés amostras com resultados negativos com o kit ZENIT RA MPO e positivos com o kit ELISA
pertenciam: uma ao grupo das amostras com granulomatose de Wegener, uma ao grupo das amostras com
poliangioite microscépica e uma ao grupo dos pacientes com doencas inflamatdrias intestinais crénicas.

As nove amostras com resultados positivos com o kit ZENIT RA MPO e negativos com o kit ELISA
pertenciam: duas ao grupo das amostras com granulomatose de Wegener, trés ao grupo das amostras com
poliangioite microscopica, uma ao grupo dos pacientes com doengas inflamatérias intestinais crénicas, uma

ao grupo com LES e uma ao grupo dos doentes com conectivites sistémicas.

Soros de referéncia

A quantidade de anticorpos anti-MPO IgG presentes na amostra “MPO-ANCA HUMAN REFERENCE
SERUM #15” (CDC, Cat. N° 1S2720, Lote N° 07-0001), testada com o kit ZENIT RA MPO, resultou ser igual
a 264,1 UA/mL.
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