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ENGLISH:



INTENDED USE



The DIASTAT™ anti-myeloperoxidase (anti-MPO) test is a quantitative/qualitative enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of autoantibodies specific for myeloperoxidase antigen in human serum or plasma. It is intended to aid in the diagnosis of conditions associated with raised levels of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) and is not definitive in isolation. MPO-ANCA is associated with Churg-Strauss syndrome, microscopic polyarteritis and necrotising glomerulonephritis. Autoantibody levels represent one parameter in a multicriterion diagnostic process.



INTRODUCTION The systemic vasculitides are inflammatory diseases of blood vessels and comprise a heterogeneous group of disorders, the causes of which are generally unknown. The diseases have diverse presentations, and are often rapidly progressive, causing irreversible damage to kidney and lung blood vessels. Davies1 first observed anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA) in vasculitis patients in 1982. ANCA are autoantibodies with specificities for proteins located in the primary and secondary granules of neutrophils and in the peroxidase-positive lysosomes of peripheral blood monocytes. They were originally detected by indirect immunofluorescence on ethanol-fixed neutrophils, producing characteristic staining patterns with accentuation of the fluorescent activity within the nuclear lobes. Two major patterns of immunofluorescent staining have been observed: a classical or cytoplasmic staining designated cANCA, and a perinuclear pattern designated pANCA. Other staining patterns have been described and are generally noted as atypical or snowdrift patterns. The nature of the antigens and clinical significance of the antibodies responsible for these atypical fluorescent patterns is currently unclear2. Antibodies producing a perinuclear staining pattern are directed against different cytoplasmic constituents of neutrophils. They are not specific for a single disease entity, but tend to be associated with disease groups that show several common clinical and histological features. pANCA occur in vasculitis, glomerulonephritis, Churg-Strauss syndrome, polyarteritis nodosa, systemic lupus erythematosus, rheumatoid arthritis and associated disorders3,4. A major pANCA antigen is myeloperoxidase which, with co-factors, constitutes part of a potent microbiocidal system within neutrophil granulocytes. Additional target antigens such as human leucocyte elastase, cathepsin-G and lactoferrin have been associated with the pANCA fluorescence pattern5,6, but in up to 50% of pANCA-positive sera the target antigen or antigens are unidentified7. MPO antibodies are present in patients with pauci-immune glomerulonephritis who are negative for cANCA8,9, in patients with Churg-Strauss syndrome10, and polyarteritis11. MPO-pANCA can also be induced by drugs such as hydralazine, clozapine and L-tryptophan12,13. Occupational exposure to environmental factors such as silica dust may provoke MPO-pANCA progressive glomerulonephritis14. Measurement of MPO-specific ANCA is an important adjunct to clinical findings in the evaluation of clinical sub-types within the systemic vasculitides spectrum.



PRINCIPLE OF THE ASSAY The wells of the microtitre strips are coated with affinity-purified myeloperoxidase antigen extracted from human neutrophils. During the first incubation, specific autoantibodies in diluted serum or plasma bind to the antigen-coated surface. The wells are then washed to remove unbound components. In the second incubation, the Conjugate, enzyme-labelled antibodies to human IgG, binds any surface-bound autoantibodies. After further washing, specific autoantibodies are traced by incubation with the Substrate. Addition of Stop Solution terminates the reaction, resulting in a coloured end-product. The amount of Conjugate bound is measured in absorbance units. In the qualitative protocol, the amount of Conjugate bound by the sample is compared with that bound by the Reference Control. In the quantitative protocol, the concentration of anti-MPO autoantibody can be estimated by interpolation from a dose-response curve based on Standards.
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KIT COMPONENTS A



Conjugate



1 × 15mL



Alkaline phosphatase-labelled antibodies to human IgG, Tris buffer, protein stabiliser, 10). Ready-to-use. N.B. IRRITANT.



D



Wash Buffer Concentrate (16X)



2 × 25mL



Borate buffer, 0.4% (w/v) sodium azide. Dilute before use. N.B. HARMFUL.



E



MPO-Coated Wells and Strip Holder



12 × 8 well microtitre strips



Coated with MPO antigen, in a resealable foil pack with desiccant. Individual wells can be broken off from each microtitre strip.



F



Sample Diluent 2 Concentrate (5X)



1 × 25mL



Phosphate buffer, protein stabiliser, 5% (w/v) Triton X100, 0.5% (w/v) sodium azide. Dilute before use. N.B. HARMFUL.



1-5



Anti-MPO Standards



5 × 1.0mL



Human plasma, buffer,< 0.1% (w/v) sodium azide. 0, 2, 8, 30, 100U/mL. Ready-to-use.
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Anti-MPO Reference Control



1 × 1.5mL



Human plasma, buffer, 100



% Positifs



En bonne santé et asymptomatiques



179



177



2*



-



-



1,1



Positifs pour pACAN, par dosage IFA



71



37



17



14



3



47,9



Positifs pour cACAN, par dosage IFA



144



143



-



1



-



0,7



Lupus érythémateux aigu disséminé



93



89



3



1



-



4,3



Infections virales



13



13



-



-



-



0,0



* Valeurs – 6,2, 12,5 U/mL respectivement.



DONNEES RELATIVES A LA PERFORMANCE Concordance avec l'Immunofluorescence (IFA) 108 échantillons sériques ont été évalués par un laboratoire externe utilisant le dosage MPO DIASTAT et un dosage IFA pour pACAN, qui se sert de neutrophiles humains entiers comme substrat. La positivité pour pACAN avec le dosage IFA a été déterminée en utilisant des lames fixées à l'éthanol, et confirmée par des préparations sur lames fixées au formol. L'évaluation était effectuée par un centre de référence établi pour affections rhumatismales générales. L'objectif consistait à évaluer le statut de positivité pour pACAN par IFA des échantillons qui avaient été identifiés comme positifs ou négatifs en utilisant le dosage MPO DIASTAT. 31 échantillons positifs pour MPO (DIASTAT) et 77 échantillons négatifs pour MPO (provenant de donneurs asymptomatiques apparemment en bonne santé et de patients avec des maladies autoimmunes autres que la vascularite) ont été à nouveau analysés par l'évaluateur externe en utilisant le dosage MPO DIASTAT. Les résultats suivants ont été obtenus. DIASTAT pACAN, par dosage IFA



+ve



–ve



+ve



31



17



–ve



0



60



Tous les 31 (100 %) échantillons positifs pour MPO (DIASTAT) étaient positifs pour pACAN, par IFA. Parmi les 77 échantillons négatifs pour MPO (DIASTAT), 60/77 (77,9 %) étaient négatifs pour pACAN (IFA) et 17/77 (22,1 %) étaient positifs pour pACAN (IFA). Ou dans cette population sélectionnée de 48 échantillons positifs pour pACAN (IFA), 31/48 (64,6 %) étaient positifs pour MPO, et sur les 60 échantillons négatifs pour pACAN (IFA), 60/60 (100 %) étaient négatifs pour MPO.
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Caractéristiques de la dilution Quatre dilutions de trois échantillons de patients ont été analyséds avec deux lots de nécessaires. Le tableau suivant indique les valeurs moyennes obtenues et le pourcentage récupéré rectifié en fonction de la dilution.



1.



2.



% récupéré rectifié en fonction de la dilution



Echantillon



Dilution



Valeur moyenne U/mL



1



A A/2 A/4 A/8



50,6 24,4 14,2 7,6



100 96 112 120



2



A A/2 A/4 A/8



21,8 13,0 7,3 4,4



100 119 134 160



3



A A/2 A/4 A/8



64,4 33,2 18,3 10,3



100 103 114 128



Imprécision Imprécision intra-dosages déterminée en testant trois témoins dans six dosages, en utilisant trois laborantins et trois lots de nécessaires.



Témoin



Valeur moyenne U/mL



Carré moyenne de la racine %CV



1 2 3



9,01 20,50 48,20



11,0 3,9 8,8



Imprécision inter-dosages déterminée en testant vingt dilutions de trois témoins dans 20 dosages, en utilisant trois laborantins et trois lots de nécessaires.



Témoin



Valeur moyenne U/mL



%CV



1 2 3



9,11 20,4 49,1



5,5 7,6 10,7
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RESTRICTIONS D'UTILISATION 1.



2.



3.



4.



5.



6.



Bien que la présence d'anticorps anti-myéloperoxydase sont associée à certaines formes de vascularite, elle n'est pas en elle-même diagnostique, les données doivent être considérées en tenant compte des autres résultats cliniques et biologiques. Chez certains individus, il peut y avoir un titre positif d'anticorps anti-myéloperoxydase mais peu ou pas de preuves d'une affection clinique. Par contre, il se peut que des patients avec une affection évolutive aient des taux indétectables de ces anticorps. Etant donné que le résultat d'un dosage MPO n'est pas une preuve diagnostique de la présence ou de l'absence d'une affection clinique, le traitement ne doit pas être instauré en ne se basant que sur le résultat positif pour MPO. L'efficacité clinique du monitorage des taux d'auto-anticorps MPO en tant qu'indication d'une évolution/rémission d'états pathologiques associés positifs pour MPO n'a pas été entièrement établie. En raison des caractéristiques spécifiques des interactions antigène/anticorps, ce n'est pas la concentration des anticorps qui est déterminée mais l'activité. Puisque les séra des patients contiennent des populations d'anticorps hétérogènes, certains échantillons risquent de présenter une non linéarité, surtout avec des échantillons très dilués. Pour des échantillonnages répétitifs chez un patient, par ex. à des fins de monitorage, le même type d'échantillon (sérum ou plasma) doit être utilisé durant toute la période d'étude



REFERENCES 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 13. 14.



Davies DJ, et al. Br Med J, 2, 606, 1982. Hagan E, et al. Blood, 81 (April 15), 1966-2002, 1993. Gross WL, et al. Clin Exp Immunol, 91, 1-12, 1993. Roberts DER. Laboratory Immunology, 12, No.1, March 1992. Lesavre P, et al. Am J Kidney Dis, 18, 159, 1991. Hauschild S, et al. In ANCA Associated Vasculitides, Ed. Gross WL, Plenum Press, London, in press. Schmitt WH et al. In ANCA Associated Vasculitides, Ed. Gross WL, Plenum Press, London, in press. Andrassy K, et al. Nephron, 56, 99-100, 1990. Gueirard P, et al. J Autoimmun, 4, 517-526, 1991. Cohen Tervaert JW, et al. Arthritis Rheum, 33, 1264, 1990. Cohen Tervaert JW, et al. Am J Med, 91, 59-66, 1991. Nässberger L, et al. J Intern Med, in press. Jaunkalns R, et al. Lancet, 339, 1611-1622, 1992. Gregorini G, et al. In ANCA Associated Vasculitides, Ed. Gross WL, Plenum Press London, in press.



RESUME DU PROTOCOLE 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11.



Diluer les échantillons et les Témoins positifs et négatifs à raison de 1:101. Ne pas dilluer les Etalons ou le Témoin de référence. Ajouter 100µL de Témoin de référence/Etalons en double exemplaire, de Témoins positifs et négatifs et d'échantillons prédilués dans les cupules référencées de la bande de microtitrage. Faire incuber pendant 60 ± 10 minutes à 18-25°C. Laver les bandes 3 fois. Ajouter 100µL de Conjugué à chaque cupule. Faire incuber pendant 30 ± 5 minutes à 18-25°C. Laver les bandes 3 fois. Ajouter 100µL de Substrat à chaque cupule. Faire incuber pendant 30 ± 5 minutes à 18-25°C. Ajouter 100µL de Solution d'arrêt dans chaque cupule. Lire la capacité d'absorption à 550nm.
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Batch code / Code du lot / Codigo de ote / Chargenbezeichnung / Codice del lotto / Satsnummer Catalogue number/ Référence du catalogue / Número de catálogo / Bestellnummer / Numero di catalogo / Katalognummer Use by/ Utiliser jusque / Fecha de cadusidad / Verwendbar bis / Utilizzare entro / Hållbar till Temperature limitation/ Limites de temperature / Limite de temperatura / Zulässiger Temperatur-bereich / Limite di temperatura / Temperaturgränser Biological risks/ Risques biologiques / Riesgo biológico/Biogefährdung /Rischio biologico / Biologisk risk Consult instructions for use/ Consulter les instructions d’utilisation / Consulte las instruccione de uso/ Gebrauchsanweisung beachten / Consultare le istruzioni per l’uso / Se bruksanvisning In Vitro Diagnostic Medical Device/ Dispositif medical de diagnostic in vitro / Producto sanitario para diagnóstico in vitro / In Vitro Diagnostikum / Dispositivo medico-diagnostico in vitro / In vitro diagnostika Manufacturer/ Fabricant / Fabricante / Hersteller / Fabbricante / Tillverkare Contains sufficient for tests/ Contenu suffisant pour “n” tests / Contenido suficiente para ensayos/ Ausreichend für “n” Ansätze / Innehållet tillräckligt för n tester Irritant, Harmful/ Irritant, Nocif / Irritante, Nocivo / Reizend, Gesundheitsgefährdend / Irritante, Nocivo / Irriterande, Hälsofarlig Conjugate/ Conjugué / Conjugado / Konjugat / Conjugato / Konjugat



Substrate/ Substrat / Substrato / Substrat / Substrato / Substrat Stop solution/ Solution d’Arrêt / Solución de Parada / Stopplösung/ Soluzione bloccante / Stopplösning Wash buffer concentrate (16 X)/ Concentré tampon de (16X lavage)/ Concentrado de Búfer de lavado (16 X) / Washpuffer-Konzentrat (16 X) / Tampone di lavaggio concentrato (16 X) / Tvättbuffert koncentrat (16 X) MPO-coated wells and strip holder / Cupules enduites de MPO et Portebandes / Soporte para Bandas y Vasos Recubiertos con MPO / MPO-beschichtete Vertiefungen und Streifenrahmen / Pozzetti rivestiti di MPO e supporto per strip /MPO-klädda brunnar och striphållare Sample Diluent 2 Concentrate (5 X) / Concentré 2 diluent pour échantillons (5 X)/ Concentrado de Diluente 2 de Muestra (5 X) / Probendiluens 2-Konzentrat / Diluente per campioni 2 concentrato (5 X) / Provspädningsbuffert koncentrat (5 X)
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Anti-MPO Standards 1-5/ Etalons anti-MPO 1-5 / Estandares Anti-MPO 1-5 / Anti-MPO Standards 1-5 / Standard anti-MPO 1-5 / Anti-MPO-standarder Anti-MPO Reference Control/ Témoin de référence anti-MPO / Control de Referencia Anti-MPO / Anti-MPO Referenzkontrolle / Controllo di riferimento anti-MPO / Anti-MPO referenskontroll



+



Positive Controls/ Témoins positives / Controles Positivos / Positiv-Kontrollen / Controlli Positivi / Positiva kontroller



-



Negative Controls/ Témoins negatifs / Controles Negativos / Negativ-Kontrollen / Controlli negativi / Negativa kontroller
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ESPAÑOL:



USO PREVISTO



La prueba anti-mieloperoxidasa (anti-MPO) DIASTAT™ es un análisis inmunosorbente con anticuerpo ligado a enzima (ELISA) cuantitativo/cualitativo para la detección de autoanticuerpos específicos al antígeno de mieloperoxidasa en plasma o suero humano. Se utiliza como ayuda para el diagnóstico de condiciones asociadas con niveles elevados de anticuerpos citoplasmáticos anti-neutrófilos (ANCA), y no es definitiva por sí sola. MPO-ANCA está asociado con el síndrome de Churg-Strauss, la poliarteritis microscópica y la glomerulonefritis necrotizante. Los niveles de autoanticuerpos representan un parámetro de un proceso diagnóstico de múltiples criterios.



INTRODUCCIÓN Las vasculitis sistémicas son enfermedades inflamatorias de los vasos sanguíneos y abarcan a un grupo heterogéneo de trastornos, cuyas causas son, por lo general, desconocidas. Las enfermedades tienen diversas presentaciones y, con frecuencia, son rápidamente progresivas, provocando daños irreversibles en los vasos sanguíneos de riñones y pulmones. Davies1 observó por primera vez anticuerpos citoplasmáticos anti-neutrófilos (ANCA) en pacientes con vasculitis en 1982. ANCA son autoanticuerpos con especificidades para proteínas localizadas en los gránulos primarios y secundarios de los neutrófilos y en los lisosomas peroxidasa-positivos de los monocitos de sangre periférica. Originariamente, fueron detectados mediante inmunofluorescencia indirecta en neutrófilos fijados a etanol, lo que producía modelos de coloración característicos, con acentuación de la actividad fluorescente en los lóbulos nucleares. Se han observado dos modelos básicos de coloración inmunofluorescente: una coloración clásica o citoplasmática, denominada cANCA, y un modelo perinuclear denominado pANCA. Se han descrito otros modelos de coloración y, en general, se han señalado como modelos atípicos o de ventisca. La naturaleza de los antígenos y el significado clínico de los anticuerpos responsables de estos modelos fluorescentes atípicos son, en la actualidad, poco claros2. Los anticuerpos que producen un modelo de coloración perinuclear están dirigidos contra diferentes constituyentes citoplasmáticos de los neutrófilos. No son específicos para una única enfermedad, sino que tienden a estar asociados con grupos de enfermedades que muestran varias características clínicas e histológicas comunes. Los pANCA aparecen en la vasculitis, la glomerulonefritis, el síndrome de Churg-Strauss, la poliarteritis nodosa, el lupus eritematoso sistémico, la artritis reumatoidea y trastornos asociados3,4. Un antígeno pANCA destacado es la mieloperoxidasa que, con cofactores, forma parte de un sistema microbiocida potente en los granulocitos neutrófilos. Antígenos diana adicionales, por ejemplo, elastasa de leucocitos humanos, catepsina-G y lactoferrina, se han asociado con el modelo de fluorescencia pANCA5,6, pero hasta en un 50% de los sueros pANCA-positivos, el antígeno o antígenos diana están sin identificar7. Los anticuerpos MPO están presentes en pacientes con glomerulonefritis pauci-inmune, que son negativos para cANCA8,9, en pacientes con síndrome de Churg-Strauss10, y en la poliarteritis11. MPO-pANCA también puede ser inducida con fármacos, por ejemplo, hidralazina, clozapina y Ltriptófano12,13. La exposición ocupacional a factores medioambientales, por ejemplo, el polvo de sílice, puede provocar una glomerulonefritis progresiva MPO-pANCA14. La medición de los ANCA MPO-específicos es un complemento importante para los hallazgos clínicos en la evaluación de los subtipos clínicos del espectro de vasculitis sistémicas.



PRINCIPIOS DEL ANÁLISIS Los vasos de las bandas de microtitulación se recubren con antígeno de mieloperoxidasa purificado por afinidad procedente de neutrófilos humanos. Durante la primera incubación, los autoanticuerpos específicos en plasma o suero diluido se fijan a la superficie recubierta con el antígeno. A continuación, se lavan los vasos para eliminar los componentes no fijados. En la segunda incubación, el Conjugado, anticuerpos marcados con enzima a IgG humanos, se fija a cualquier autoanticuerpo fijado a la superficie. Después de otro lavado, se determinan los autoanticuerpos específicos mediante la incubación con el Substrato. El añadido de la Solución de Parada finaliza la reacción, produciendo un producto final coloreado. La cantidad de Conjugado fijado se mide en unidades de absorbencia. En el protocolo cualitativo, la cantidad de Conjugado fijado por la muestra se compara con la fijada por el Control de Referencia. En el protocolo cuantitativo, la concentración de autoanticuerpo anti-MPO puede calcularse por interpolación a partir de una curva dosis-respuesta basada en los Estándares. 24
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COMPONENTES DEL KIT A



Conjugado



1 × 15mL



Anticuerpos marcados con fosfatasa alcalina a IgG humana, búfer Tris, estabilizador de proteínas, 10). Listo para su uso. NOTA. IRRITANTE.



D



Concentrado de Búfer de Lavado (16X)



2 × 25mL



Búfer boratado, 0,4% (c/v) azida sódica. Diluir antes de usar. NOTA. NOCIVO.



E



Soporte para Bandas y Vasos Recubiertos con MPO



12 × 8 bandas de microtitulació n de vasos



Recubiertos con MPO antígeno, en un paquete metalizado y resellable con desecante. Los vasos individuales pueden separarse de cada banda de microtitulación.



F



Concentrado de Diluente 2 de Muestra (5X)



1 × 25mL



Búfer fosfatado, estabilizador de proteínas, 5% (c/v) Trixton X-100, 0,5% (w/v) azida sódica. Diluir antes de usar. NOTA. NOCIVO.



1-5



Estándares AntiMPO



5 × 1,0mL



Plasma humano, búfer, 
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29.10.2015 - Also includes new, co-branded STC trading service using Solco's CO2markets market leading STC trading platform. Solco Limited (ASX: SOO) ...
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For personal use only - ASX 

18.01.2016 - ... with an accompanying Application Form, may be viewed online. ...... Monies will be returned to the Applicant by cheque or direct credit.










 


[image: alt]





For personal use only - ASX 

28.02.2012 - do not support the TPG Proposal, and would not accept it in relation to their own shareholdings in Billabong, as they regard the offer price of ...
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For personal use only - ASX 

18.01.2016 - Applications containing the broker stamp of the Lead Manager as well ...... that it intends to collaborate with Xped for the development and test.










 


[image: alt]





For Research Use Only For Reference Only 

Daher empfehlen wir eine Probenvorbehandlung der. Serum und Plasma Proben mit 5% (v/v) Anti Interferenzreagenz. (Immundiagnostik Artikelnummer K 9212) ...
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SUGGESTED FABRICS:Top A, C, Dress B, D, Shorts E and Capri Pants F- Lightweight|TISSUS CONSEILLES: Haut A.C. Robe B, D,
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this unit for household use only 

to rest for at least 5 minutes before turning it back on again. 9. ... Be careful to keep the cord from hanging over the
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GIGA X3 Professional Instructions for Use 

Information and tips to make it even easier to use your GIGA. ...... E For the time format, you can choose between '24 hrs' and ...... Contact customer support in.
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BELOW SECTION FOR OFFICE USE ONLY: Sección 

(Seal). (Officer signature). A notary public or other officer completing this certificate verifies only the identity of
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For Office use only - Sudan Embassy-Berlin 

Ich erklÃ¤re hiermit, dass die o.a. Angaben richtig sind, nach bestem Wissen und Gewissen, und dass ich wÃ¤hrend meines Aufenthalts in Sudan die Gesetze und.
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office use only 

BANCO DE ALIMENTOS DE FORT BRAGG PARTICIPANTE APLICACION. _. _. _. _/. _ /_. Apellido. Nombre. Fecha da Nacimiento. _. _
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office use only 

oficina del Banco de alimentos y cubre la responsabilidad para cualquier momento después de esto que vengo en, así como
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office use only 

____/____/____ FB Rep:____ | In- Person:___ Homebound:___ | Rcvd Food Today:___ | Update Tabs: Gen Info___ PU___ Cert___
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office use only 

Correr para formarte, saltar y brincar en los equipos de juego, lanzanr pelotas demaciado fuerte y aventar a otros no es
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Internal Use Only 

de cuenta de reembolso. Envíe el formulario completo y la documentación por correo o fax a: PayFlex Systems USA, Inc. PO
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For promotional use only unlawful to copy or print 
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JEAN PARAJOVENESYSENORASY DAMAS: Jean de pierna recta o a campanada, deba- jo de la cintura con boisillos en el Costado
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For reference only - not for reproduction 

1950â€“2000). Arranged thematically in specially-designed wall-mounted cases, these .... Karl Ferris' unearthly red-and-yellow head shot of Hendrix in full ow.
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For reference only â€“ not for reproduction 

while an American prisoner of war there. Inspired by this book, this exhibition consists not of photographs of con ict, but of photographs made a erwards, looking ...
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instruction for use 

Open the battery compartment cover and insert the battery, with the label ... For this, press the + buttons of the relev
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instruction for use - Compex 

Only use this device with cables, electrodes, battery, power adaptor and accessories recommended .... CONDITIONS FOR STO
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Instruction for use - Compex 

lager zijn dan het nalevingsniveau binnen elk frequentiebereik b. Parasietstoringen kunnen optreden in de nabijheid van
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intended for domestic cooking only 

DUCTOS. Comience el trabajo de los ductos decidiendo el camino que el ducto tomará entre el extractor y la parte exterio
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