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Reagencie pro kvalitativni stanoveni autoimunitnich protilatek.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.

AUTOPROTILATKY-MsL / MsK / MsS
(AA-MsL / MsK / MsS)

Nepfima imunofluorescence

Mysi jatra/ledviny/zaludek

PRINCIP METODY
Sérum obsahujici autoprotilatky proti jadérku (ANA), mitochondriim
(AMA), hladké svaloviné (ASMA), gastrickym parietalnim bufikam
(APCA), jaternim-ledvinovym mikrozomGm (LKM), retikulinu a
dalSim se vazou na odpovidajici antigeny pfitomné v preparatu
obsahujicim mysi jatra, ledviny a zaludek. K detekci komplexu
antigen-protilatka je pouzito sérum s anti-human imunoglobulinem
znacenym fluoresceinem. Vyhodnoceni se provadi fluorescenénim
mikroskopem?.

OBSAH ]
KOD 44826 KOD 44827
[A.  Skligka [ 12 x 4 jamek [ 12 x 8jamek

A. Skli¢ka: Rezy mysich jater, ledvin a Zaludku (ML/MK/MS)
v kazdé jamce.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 2-8°C. Reagencie jsou stabilni do data exspirace
uvedené na $titku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je
zabranéno jejich kontaminaci.
Znamky zhorseni kvality:
- Kapalné komponenty: PFfitomnost Castic, zakal
- Sklicka: natrzeni sacku, makroskopické defekty na bunéénych

kulturach, jako je poSkrabani nebo sloupnuti.

POMOCNE REAGENCIE
Pro kédy 44826 a 44827 je tfeba objednat nasledujici reagencie:

B. PBS (10x) (kod 44592): Fosfore€¢nan sodny 112,5 mmol/L,
fosfore€nan draselny 30 mmol/L, chlorid sodny 1,15 mol/L,
azid sodny 0,95 g/L, pH 7,2.

D. FITC/Evans (R) (kod 44590): Kozi anti-human 1gG
konjugovany s fluorescein isotiokyanatem a adsorbovany
s krysim sérem, Evansova modr 0,01 g/L, azid sodny
0,95 g/l.

E. Montovaci medium (kod 44694): Mowiol 12%,
glycerol 30%, Tris 20 mmol/L, azid sodny 0,95 g/L.

C+. ANA-Ho Pozitivni kontrola (kéd 44502): Lidské sérum
obsahujici anti-nuklearni protilatky (ANA) homogenniho
zobrazeni, azid sodny 0,95 g/L.

C+. AMA Pozitivni kontrola (k6d 44512): Lidské sérum
obsahuijici protilatky proti mitochondriim (AMA) , azid
sodny 0,95 g/L.

C+. ASMA Pozitivni kontrola (kod 44522): Lidské sérum
obsahujici protilatky proti hladké svaloviné, azid
sodny 0,95 g/L.

C+. APCA Pozitivni kontrola (kdd 44532): Lidské sérum
obsahuijici protilatky proti parietalnim burikam, azid
sodny 0,95 g/L.

C+. LKM Pozitivni kontrola (kod 44766): Lidské sérum
obsahujici protilatky proti jaternim-ledvinovym
mitochondriim, azid sodny 0,95 g/L.

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

Lidska séra pouzita pro vyrobu pozitivni a negativni kontroly byla
testovana a shledana negativni na pfitomnost protilatek anti-HIV a
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anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte
s kontrolou jako s potencionalné infekénim materialem.

PRIPRAVA REAGENCII

PBS: Naredte reagent B destilovanou vodou v poméru 1/10. Stabilni 1

meésic pfi 2-8 ° C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani doporuéené
teploty, reagent byl dobfe uzavien a nedoslo ke kontaminaci béhem

jeho pouzivani. VSechny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené k

pfimému pouziti.

PRIDAVNA ZARIZENI
- Zvlh¢ovaci komurka
- Promyvaci nadoba
- Kryci sklicka 24 x 60 mm
- Fluorescen¢ni mikroskop s excitacnim filtrem 495 nm a 525
emisnim filtrem pro FITC vizualizaci.

VZORKY
Sérum nebo plazma odebrana standardnim postupem.
Stabilita po dobu 1 tydne pfi 2-8°C.
Sérum zfedte 1/20 v PBS (Viz. pfiprava reagencie).
K titraci pozitivnich vzork( fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz
zacnete fedénim 1/20.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte reagencie a vzorky na pokojovou teplotu.

2. Kapnéte 1 kapku (50 pL) nafedéného vzorku, nebo kontroly do
kazdé jamky s tkanovym fezem. Ujistéte se, Ze je fez kompletné
pokryty. (Poznamka 1).

3. Inkubujte sklicka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) uvnitf
zvlhéovaci komurky.

4. Vysuste sklicko opatrnym naklonénim a poklepavanim o filtracni
papir. Zabrarite zkfizené kontaminaci mezi vzorky.

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

6. Sklicka dikladné promyijte v nadobé obsahujici PBS po dobu
5 minut. Poté PBS vymérite a promyvani zopakuijte.

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

8. Do kazdé jamky pfidejte 1 kapku reagencie D. Skli¢ka inkubujte
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) ve zvihéovaci
komdrce.

9. Promyjte podle bodu 6 a osuste podle bodu 7.

10.Pridejte do kazdé jamky nékolik kapek reagencie E a opatrné
prikryjte krycim sklickem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

ODECITANI
Sklicka vyhodnocuijte fluorescenénim mikroskopem (zvétSeni 250-
400x). Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocujte okamzité. Pro
v okrajich neni charakteristicka. Jestlize najdete specificky
fluorescenéni obraz, ktery je nize popsan, pfi doporu¢eném fedéni
vzorku, Ize mluvit o pozitivnim vysledku.
ANA-homogenni: Homogenni, rovnomérna fluorescence ve vSech
¢astech jadra bunék v interfazi.
AMA: Granularni fluorescence mitochondrii v cytoplazmé
tubularnich bunék ledvin.
ASMA: Fluorescence svalové mukézy, svalovych vrstev cév
a interglandularnich vlaken mysiho zZaludku.
APCA: Retikularni nitrobunééné zbarveni parietalnich bunék mysi
Zaludegni sliznice.
LKM: Typ I. Silné zbarveni cytoplazmy hepatocytl v jatrech a
cytoplazmy v proximalnich tubulech v ledvinach. Negativni distalni
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tubuly.

Pozitivni séra Ize titrovat. Titr séra je definovan jako nejvyssi

zfedéni davajici pozitivni vysledek. Neni-li pozorovana zadna
typicka fluorescence, vysledek je negativni pro tyto protilatky.

KONTROLA KVALITY
Pozitivni kontrola (C+) a Negativni kontrola (C-) by méla byt
testovana spole¢né se vzorkem pacienta, aby se verifikovala
pravdivost zkou$ky.
Pozitivni kontrola (C+) by méla vykazovat vySe popsany specificky
obraz.
Negativni kontrola (C-) by neméla davat zadny specificky obraz.
Kazda laborator by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, kdyz kontroly nejsou
v toleran¢nim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU
FITC/Evans(R) je kalibrovan proti WHO mezinarodnimu standardu
pro FITC znaceny ov¢i anti-human imunoglobulin.
Specifita ANA-Ho Pozitivni kontroly byla ovéfena proti AF/CDC1
referenénimu séru z Centra pro kontroly onemocnéni/Arthritis
Foundation.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
ANA: Citlivost stanoveni antinuklearnich protilatek je vySSi nez 95%
pfi onemocnéni SLE, i kdyz specifita je docela nizka?.
AMA: Pfitomnost mitochondrialnich protilatek je spojena s primarni
biliarni cirhdzou u vice nez 95% pacientd 3.
ASMA: Protilatky proti hladké svaloviné se nachazi v séru 52-85%
pacientll s autoimunitni aktivni chronickou hepatitidou a u 22%
pacientd s primarni biliarni cirhdzou >°.
APCA: Protilatky proti Zalude&nim parietalnim burikdm nachazime
u 90% pacientl s perniciézni anemii, jenz je obvykle spojena
s dal$imi tkarové specifickymi autoimunitnimi onemocnénimi’.
LKM: Protilatky proti LKM typu | jsou markerem pro autoimunitni
hepatitidu typu I18.
Klinicka diagnéza by neméla byt uzaviena jen na zakladé vysledk
jednoho testovani, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
Udaje.

POZNAMKA
1. Nedotykejte se tkarovych fezl v jamkach béhem zkousky.
2 . Pouzijte stficku, nebo pipetu na promyti. Zabrarite zkfizené
kontaminaci.
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