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Reagenty pro kvalitativni stanoveni anti-nukleamich protilatek
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REAGENTS & INSTRUMENTS

ANTI-NUKLEARNI PROTILATKY
(ANA-HEp-2)

Nepfima imunofluorescence
HEp-2 BUNKY

PRINCIP METODY
Antinukleami protilatky (ANA) ze séra se vazi na odpovidajici antigeny pfitomné v
HEp-2 bunkach. Vysledny komplex antigen-protilatka je detekovan anti-human
imunoglobulinem znagenym fluoresceinem. Vyhodnoceni se provadi pomoci
fluorescenéniho mikroskopu'.

OBSAH
KOD 44108 44508 KOD 44509
A.  Sklicka 4x6 jamek | 10x6 jamek |10 x 12 jamek
B.  PBS(10x) 1x100 mL 1x100 mL 1x100 mL
C+ ANA-HEp-2 Poz.kontrola 1x0,3mL 1x0,3mL 2x0,3mL
C— Negativni kontrola 1x0,3mL 1x0,3mL 2x0,3mL
D. IgG FITC/Evans 1x3mL 1x3mL 2x3mL
E.  Montovaci medium 1x3mL 1x3mL 1x3mL
F.  VysouSeci papir 1x4 1x10 1x10
KOD 44546 KOD 44547
[A. Skiicka | 10x6jamek | 10x12jamek |
SLOZENi

A. Sklicka: HEp-2 buriky v kazdé jamce.
B. PBS (10x): Fosfore¢nan sodny 112,5 mmol/L, fosforeénan draselny 30
mmol/L, chlorid sodny 1,15 mollL, azid sodny 0,95 g/L. pH 7,2.

C+. ANA-HEp-2 Pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahujici anti-nuklearni
protilatky (ANA) homogeniho obrazu, azid sodny 0,95 g/L.

C-.  Negativni kontrola (kod 44696): Lidské sérum, azid sodny 0,95 g/L.

D. IgG FITC/Evans: Kozi anti-human IgG imunoglobulin konjugovany s
fluorescein isothiokyanatem (FITC), Evansova modr 0,01 g/L, azid sodny
0,95 glL.

E.  Montovaci medium: Mowiol 12%, Glycerol 30%, Tris 20 mmolL, azid sodny
0,95 glL.

F.  Odsavaci papir

Lidské séra pouzita pfi pfipravé pozitivni a negativni kontroly byla testovana a
shledana negativni na pfitomnost protilatek anti-HIV a anti-HCV, a stejné tak na
HBs antigen. Nicméné zachazejte s kontrolami jako s potencionalné infekcénim
materialem.

SKLADOVANI
Skladujte pfi 2-8°C.
Reagenty jsou stabilni do data expirace uvedené na titku, jestlize jsou skladovany
uzaviené a je zabranéno jejich kontaminaci.
Znamky zhorseni kvality:
— Kapalné komponenty: Pfitomnost astic, zakal
— Sklicka: natrzeni sacku, makroskopické defekty na bunéénych kulturach, jako je
poskrabani nebo sloupnuti.

POMOCNE REAGENCIE
« Pro kody 44108, 44508 a 44509 neni tfeba dalSich reagentd.
« Pro kody 44546 a 44547 je tfeba objednat nasledujici reagenty:
B.PBS (10x) (kod 44592)
D.1gG FITC/Evans konjugat (kod 44697 -3 ml, nebo 44834 - 10 ml)
E.Montovaci medium (kod 44694)
« ANA Pozitivni kontroly pro diferenciaci onemocnéni:
C+. ANA-Hep-2 Pozitivni kontrola
C+. ANA-Sp Pozitivni kontrola (kod 44503): Lidské sérum obsahujici Anti-
nuklearni protilatky (ANA) s teCkovanym zobrazenim, azid sodny 0,95 g/l
C+. ANA-Nu Pozitivni kontrola (kod 44504): Lidské sérum obsahujici Anti-
nuklearni protilatky (ANA) s nukleolarnim zobrazenim, azid sodny 0,95 g/l
C+. ANA-Ce Pozitivni kontrola (kod 44585): Lidské sérum obsahujici Anti-
nuklearni protilatky (ANA) s centromerovym obrazem, azid sodny 0,95 g/l
C- Negativni kontrola
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PRIPRAVA REAGENCIi
PBS: Naredte reagent B 1/10 destilovanou vodou. Stabilita 1 tyden pfi 2-8°C.
Ostatni reagenty jsou ready to use.

PRIDAVNA ZARIZENi
- Zvihéovaci komlrka
Promyvaci nadoba
Kryci sklicka 24 x 60 mm
— Fluorescencni mikroskop s excitatnim filtrem 495 nm a 525 emisnim filtrem pro
FITC vizualizaci.

VZORKY
Sérum nebo plazma odebrana standardnim postupem. Stabilni po dobu 1 tydne pfi
2-8°C.
Sérum zfedte 1/80 v PBS (Viz. pfiprava reagentu). K titraci pozitivnich vzork fedte
dvojkovou Fadou v PBS, pfi¢emz zacnete fedénim 1/160.
Ackoliv jsou zde uvedena doporucena fedéni, kazda laborator by si méla stanovit
sva vlastni podle populaéniho charakteru obyvatel.

PRACOVNi POSTUP

1. Vytemperujte reagenty a vzorky na pokojovou teplotu.

2. Képnéte 1 kapku (50 uL) nafedéného vzorku, nebo kontroly do kazdé jamky s
tkanovym fezem (A). Ujistéte se, ze fez je kompletné pokryty. (Poznamka 1).

3. Inkubujte sklicka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) uvniti zvihéovaci
komdirky.

4. Naklorite sklicko a opatrnym poklepavanim o filtratni papir odstrarte
pfebytecné kapky vzorku. Zabrafte cross-kontaminaci.

5. Oplachnéte kratce v lehkém proudu PBS (viz. pfiprava reagentu) (Pozn. 2).

6. Sklicka dukladné promyjte v nddobé obsahujici PBS po dobu 5 minut. Poté
PBS vymérite a promyvani zopakuijte.

7. Opatrné sklicko osuste s pouzitim specialniho odsavaciho papiru. Jamky
nevysusujte, musi zlstat vihké po celou dobu procedury.

8. Do kazdé jamky pfidejte 1 kapku reagentu D. Sklicka inkubujte po dobu 30
minut pfi pokojové teploté (15-30°C) ve zvihéovaci komirce.

. Promyjte podle bodu 6 a osuste podle bodu 7.

10. Pfidejte do kazdé jamky nékolik kapek reagentu E a opatrné prikrejte krycim

sklickem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

ODECITANI
Sklicka vyhodnocujte s pouZitim fluorescencniho mikroskopu (zvétSeni 250-400x).
Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocujte okamZité. Pro odecet zvolte ¢ast zorného
pole mezi stfedni a krajni zonou v €asti se stejnomérnou vzdalenosti mezi burikami
a se stejnomémou jasnosti jader. Intenzita fluorescence v okrajich a ve stfedu neni
charakteristicka.

Najdete-li specificky fluorescenéni obraz, ktery je nize popsan, pfi doporueném
fedéni vzorku, |ze mluvit o pozitivnim vysledku.
ANA: Existuje nékolik riznych nukleamich fluorescencnich zbarvenych vzord ve
stejném vzorku séra. Vzory mohou byt pozménény vlivem nafedéni séra. Zde jsou
4 hlavni antinuklearni vzory:
Homogenni: Homogenni, rovnomérmna fluorescence ve vSech ¢astech jadra bunék
v interfazi. Silna fluorescence bunék v mitdze.
Okrajova - vnéjsi: Okrajové zbarveni jader, homogenni fluorescence jadra je méné
intenzivnéj$i nez jeho okraje.
Zrnité: Kropenaté jadra bunék. Nukleoly nejsou zbarvené. Velikosti a tvary jsou
rizné, protoZe zalezi na reaktivité antigenu.
Nukleolarni- jadérkova fluorescence: zde jsou dva zakladni vzory:
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a)  Nukleolami zbarveni shomogennim vzorem. Casto miZe byt nalezeno
spolecné se slab&é homogennim fluorescencnim obrazem uvnit jadra.

b)  Zmité nukleoly v interfazi, pferuSovany obraz nukleolarich okraju mitotickych
chromosomd.

Centromerova: Samostatné te¢ky v buiikach v interfazi (46 nebo nasobky). Linie

u chromozomdl v metafazi.

Pozitivni séra Ize titrovat. Titr séra je definovan jako nejvy$si zfedéni davajici

pozitivni vysledek. Neni-li pozorovana zadna typicka fluorescence, vysledek je pro

tyto protilatky negativni.

KONTROLA KVALITY
Pozitivni (C+) a negativni kontrola (C-) by méla byt testovana spoleéné se vzorkem
pacienta, za pfedpokladu, Ze byla zakoupena se soupravou kdd 44108, 44508
nebo 44509, aby se verifikovala pravdivost zkousky.
Pozitivni kontrola (C+) by méla vykazovat vySe popsany specificky obraz.
Negativni kontrola (C—) by neméla davat Zadny specificky obraz.
KaZzda laborator by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu kvality a postupy
pro napravna jednani, kdyz kontroly nejsou v toleranénim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU
IgG FITC/Evans a IgG FITC konjugat je kalibrovan proti WHO Mezinarodnimu
standardu pro FITC znageny ov¢i anti-human immunoglobulin.
Specifita ANA- HEp-2 Pozitivni kontroly byla ovéfena proti referenénimu séru
AF/CDC1 z Centra pro infekéni kontroly.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

ANA: Senzitivita antinukledrnich protilatek poukazuje zvice nez 95% na

Systémovy lupus erythematosus, ackoliv specifita je velmi nizka2.

— Homogenni obraz: Svéd¢i na Systémovy lupus erythematosus.

— Okrajovy obraz: Pacienti s pojivovym tkanovym onemocnénim.

- Zrity obraz: Uzce souvisi se Systémovym lupus erythematosus, riznym
pojivovym  tkafhovym  onemocnénim,  Sjogrensenovym  syndromem,
polymyositidou nebo sklerodermii.

— Nukleolarni obraz - jadérkova fluorescence: Pfiblizné 50-70% pacientd
s prekryvajici se skledodermii a polymyotitidou. Tento obraz Ize nalézt u vice nez
33% pacientl se systémovou sklerodermii, speciainé vSak pfi renalnich
komplikacich2.

—Centromerovy obraz: protilatky proti centroméram se nachdzi u pacientd se
systémovou sklerézou, zvlasté u kozni formy onemocnéni (80%). Tyto protilatky
Ize obcas nalézt u nékterych pojivovych onemocnénis.

Souprava BioSystems ANA protilatek byla testovana na 140 sérech pacientd
srlznym autoimunitnim onemocnénim: Systémovy lupus erythematosus,
Sjogrensenovym  syndromem,  sklerodermii,  CREST  syndromem,
dermatopolymyositidou, rheumatoidni arthritidou, autoimunitni hepatitidou a
primarni biliami cirhosou. Dale byla testovana na zdravych darcich. Vysledky
vykazuji diagnostickou senzitivitu od 98,3% a specifitu od 93% pro vSechna
autoimunitni onemocnéni.

Klinicka diagnéza by neméla byt uzavfena jen na zakladé vysledkd jednoho
testovani, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni Udaje.

POZNAMKA
1. Nedotykejte se tkanovych fezd v jamkach béhem zkousky.
2. Pouzijte stficku, nebo pipetu na promyti. Zabrafte cross-kontaminaci mezi
vzorky.
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UPOZORNENI
Preklad revidovan k datu: 2.07.2014.
Vizhledem k mozné inovaci vyrobku Vam doporucujeme prekontrolovat Eesky
pfeklad s origindlnim pfibalovym letdkem porovnanim podle identifikaéniho Cisla
navodu uvedeném v zapati.
Originalni navod najdete v soupravé a na internetové adrese: www.biosystems-
sa.com.
Cesky navod je k dispozici na: www.jktrading.cz
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