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PROTILATKY PROTI CYTOPLAZME NEUTROFILOV

REAGENTS & INSTRUMENTS

(ANCA)
Kod 44850 Kod 44852 Kod 44878 A
24 testov 10x6 testov 10x6 testov PROTI LATKY PROTI
K6d 44851 Kod 44898  Kod 44895 Kéd 44911 CYTOPLAZME NEUTROFILOV
60 testov 60 testov 10x6 testov 10 x 12 testov

(ANCA)
Nepriama imunofluorescencia
Ludské neutrofily

Skladovanie pri 2 - 8°C

Reagencie na kvalitativne stanovenie ANCA .
Vyhradne pre profesionalnu in vitro diagnostiku

PRINCIP METODY
Protilatky proti cytoplazme neutrofilov (ANCA) zo séra sa viazu
na odpovedajuci antigén pritomny v ludskych neutrofiloch.
Vysledny komplex antigén-protilatka je detekovany pomocou
anti-fuského imunoglobulinu zna¢eného fluoresceinom. F.
Vyhodnotenie sa uskutocfiuje pomocou fluorescenéného
mikroskopu. *

sodny 0,95g/I

E. Montovacie médium : Mowiol 12%, glycerol 30%, Tris 20mmol/l,
azid sodny 0,95g/I

Savy papier

ANCA-formalin

OBSAH . . ) . . )
A. Sklicka : formalinom fixované ludské neutrofily
. ; ; ; , - - imobilizované v kazdej jamke
kod kod kod kod kod kod kod
44850 | 44851 | 44852 | 44898 | 44878 | 44895 | 44911
ANCA- 4x6 10x6 10x6 - - - 10x12 ANCA — metanol
etanol testov | testov | testov testov
A. 'f“NCAI, - - - 10x6 | 10x6 - - Skliéka : metanolom fixované ludské neutrofily
ormatin testov | testov imobilizované v kazdej jamke
A. | ANCA - - - - - 10x6 -
metanol testov Ludské séra pouZité pri priprave pozitivnej a negativnej kontroly
B. | PBS 1x100 | 1x100 - 1x100 - - - boli testované s negativnym vysledkom na anti-HIV a anti-HCV
(10x) ml ml ml a rovnako na HBs antigen. | napriek tomu zaobchadzajte s
ctlc 1303 1x0.3 ) ) ) ) ) kontrolami ako s potencionalne infekénym materialom.
ANCA ml ml
SKLADOVANIE
C+. | P 1x0,3 1x0,3 - 1x0,3 - - - Skladujte pri 2 — 8°C.
ANCA ml ml ml Reagencie su stabilné do datumu uvedeného na &titku v
C-. Negat. 1x0,3 1x0,3 R 1x0,3 R _ _ pripade, Ze su skladované uzatvorené a je zabranené
kontrola ml ml ml kontaminacii v priebehu ich pouZivania.
D. | 1gG 1x3ml | 1x3ml - 1x3ml - - -
FITC/ Priznaky zhorSenia kvality :
Evans » Kvapalné reagencie : Pritomnost zrazeniny, zakalu
E. |Montov | 1x3ml = 1x3ml _ 1x3ml _ N N * Mikrotitraéné dosti¢ky : natrhnutie saCku, makroskopické
acie defekty na buneénych kulturach, ako je poskriabanie dna
médium jamiek, odlupnutie.
F. | Savy 1x10 1x10 - 1x10 - - -
papier POMOCNE REAGENTY
ZLOZENIE . . o o
* pre kédy 44852, 44878 a 44895 je potrebné objednavat
ANCA - etanol P y ’ 15 P )

A. Sklicka : etanolom fixované ludské neutrofily v kazdej jamke

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

C+. C-ANCA Pozitivna kontrola : ludské sérum obsahujuce
protilatky proti cytoplazme neutrofilov (ANCA), cytoplazmaticky
vzor, azid sodny 0,95 g/|

C+. P-ANCA Pozitivna kontrola : ludské sérum obsahujluce
protilatky proti cytoplazme neutrofilov (ANCA), perinuklearny
vzor, azid sodny 0,95 g/

C-. Negativna kontrola : ludské sérum, azid sodny 0,95g/I

D. 1gG FITC/Evans : kozi anti-ludsky I1gG konjugovany s
fluorescein izotiokyanatom (FITC), Evansova modra 0,01g/l, azid
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dalSie reagenty, ktoré sa dodavaju zvlast :

PBS (10x)

D. IgG FITC/Evans (M)
Montovacie médium

C+. C-ANCA

C+ P-ANCA

C+ X-ANCA. Ludské sérum obsahujuce anti-neutrofilné
cytoplazmatické protilatky (ANCA) s atypickym perinuklearnym
vzorom, azid sodny

C-  Negativna kontrola
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PRIPRAVA REAGENCII
PBS: Reagenciu B nariedte destilovanou vodou v pomere 1/10.
Stabilna 1 mesiac pri 2-8 ° C, ak boli pri skladovani dodrzané
odporuc¢ané teploty, reagencia bola dobre uzatvorena a nedoslo
ku kontaminacii v priebehu jej pouzivania.
Ostatné cCinidla su pripravené k priamemu pouzitiu.

PRIDAVNE ZARIADENIA
+ zvlhéovacia komérka
* premyvacie zariadenie
* krycie sklicka 24x60 mm
« fluorescencny mikroskop s excitacnym filtrom 495nm a
525 nm emisnym filtrom pre FITC vizualizaciu

VZORKY
Sérum alebo plazma odobrana Standardnym spdsobom.
Stabilita — 1 tyzden pri 2 —8°C.
Vzorku pred testovanim zriedte v pomere 1/20 PBS — vid
priprava reagencii. Na titraciu pozitivnych vzoriek riedte
dvojkovym radom v PBS — zacénite riedenim 1/40.
Kazdé laboratorium by si malo stanovit svoje vlastné riedenie
vzorky na zaklade charakteristiky populacie.

POSTUP
1. Vytemperujte v8etky Cinidla na izbovu teplotu.

2. Aplikujte 1 kvapku (25pl) nariedenej vzorky alebo
kontroly do kazdej jamky . Uistite sa, Ze je kompletne
pokryta. (Poznamka1)

3. Sklicka dajte do zvlhéovacej komérky a inkubujte 30
minut pri izbovej teplote (15-30°C).

4. Sklicko naklorite a opatrnym poklepavanim o filtraény
papier odstrarte prebyto¢né kvapky vzorky. Zabrante
skrizenej kontaminacii.

5. Zfahka oplachnite reagentom PBS ( vid PRIPRAVA
REAGENCII). (Poznamka2 )

6. Sklicka premyvajte 5 minut v nadobe obsahujucej PBS.
Potom PBS vymerite a premyvanie zopakujte.

7.  Sklicko opatrne osuste Specialnym odsavacim papierom.

8. Jamky musia zostat vlhké v priebehu celej procedury,
preto ich nevysusujte. Do kazdej jamky pridajte 1 kvapku
¢inidla D. Skli€ka inkubujte vo zvlhéovacej komérke
30minut pri izbovej teplote (15-30°C) .

9. Premyvaijte podla bodu 6 a osuste podla bodu 7.

10. Do kazdej jamky pridajte niekolko kvapiek reagencie E
a opatrne prekryte krycim sklickom tak, aby nevznikli
vzduchoveé bubliny.
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ODCITANIE
Sklicka vyhodnocujte pomocou fluorescenéného mikroskopu
(zvacsenie 250-400x). Aby ste dosiahli najlepSie vysledky,
vyhodnocuijte sklicka okamzite. Pre odcitanie zvolte vnutornu
Cast’ obrazu tak, ako je uvedené na obrazku.

jamka vybrané pole

Vlyberte polia s rovhomernym rozostupom medzi bunkami a s
jednotnym jasom jadier. Fluorescenéna intenzita v okrajovych
oblastiach vzorky nie je reprezentativna. Za pozitivne je mozné
povazovat vysledky, pri ktorych sa da pozorovat pri
doporuéenom riedeni Specificka fluorescencia . Existuju dva
hlavné vzory etanolom fixovanych neutrofilov, ktoré su spojené
s autoimunitnou vaskulitidou : difdzne zrnitd cytoplazmaticka
fluorescencia s vy$Sou interlobularou intenzitou (C-ANCA) a
kompaktna fluorescencia perinuklearnej zony cytoplazmy ( P-
ANCA). V niektorych pripadoch antinuklearne protilatky ANA
mozu sposobit , Ze je na etanolom fixovanych neutrofiloch
pozorovany rovnaky obraz ako pri P-ANCA protilatkach. Takéto
vysledky by mali byt potvrdené stanovenim vzorky na
formalinom fixovanych neutrofiloch, pretoze existuje iba jeden
obraz fluorescencie formalinom fixovanych neutrofilov
spojenych s autoimunitnou vaskulitidou C-ANCA. Okrem tychto
uz popisanych vzorov sa mézu vyskytnut iné, menej Casté
vzory , ako je X-ANCA (alebo atypicky P-ANCA). Tento obraz je
mozné identifikovat ako iriko nehomogénne perinuklearne
sfarbenie, ktoré méze byt este sprevadzané difiznym
cytoplazmatickym vzorom bez zvyraznenia interlobularnej zény.
Pre spravne pozorovanie tohoto vzoru sa odporuca pouzit
metanolom fixované neutrofily.

Pozitivne séra sa mézu titrovat. Titer séra je definovany ako
najvysSie riedenie vykazujuce pozitivny vysledok. V pripade, ze
nie je pozorované vyssie uvedené Specifické
sfarbenie/fluorescencia, vysledok testu by sa mal povazovat za
negativny na tieto protilatky.

KONTROLA KVALITY
Pozitivna (C+) a negativna kontrola (C-) by mala byt testovana
spolo¢ne so vzorkou pacienta na formalinom i na etanolom
fixovanych neutrofiloch ,aby bolo verifikované spravne
prevedenie testu.
C-ANCA pozitivna kontrola (C+) by mala byt testovana iba na
etanolom fixovanych neutrofiloch.X-ANCA pozitivna kontrola
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(C+) by mala byt testovana iba na metanolom fixovanych
neutrofiloch.

Pozitivne kontroly by mali davat vysSie popisané Specifické
vzory.

Ak sa P-ANCA pozitivna kontrola vykona na formalinom
testovanych neutrofiloch, mala by ukazat C-ANCA
fluoreskujuci vzor.

Negativna kontrola (C-) by nemala davat Ziaden $pecificky
obraz. VSeobecne plati, ze intenzita fluorescencie pozorovana
pri pouziti formalinom fixovanych neutrofilov je mierna.

Kazdé laboratérium by si malo stanovit’ svoju vlastnu vnutornu
kontrolu kvality a postupy pre napravné jednanie v pripade, ze
kontroly nie su v toleranénom rozpati.

CHARAKTERISTIKA TESTU
* IgG FITC/Evans konjugat je kalibrovany oproti WHO
Medzinarodnému Standardu pre ovéi anti-fudsky IgG
imunoglobulin.
» Specificita C-ANCA pozitivnej kontroly bola overena oproti
PR3 — ANCA ludskému referenénému séru # 16 z CDC
+ Specificita P-ANCA pozitivnej kontroly bola overena oproti
PR3 — ANCA ludskému referenénému séru # 15 z CDC
» C-ANCA fluoreskujuci obraz pri pouziti etanolom fixovanych
neutrofilov je vysledkom vazby pritomnych protilatok na antigén
proteinazy3 (PR-3). V pripade pouzitia formalinom fixovanych
neutrofilov sa jedna o vazbu protilatok na myeloperoxidazu
(MPO) .
» P-ANCA fluoreskujuci obraz na etanolom fixovanych
neutrofiloch je vysledkom vazby protilatky s myeloperoxidazou.
» X-ANCA fluorescencia na metanolom fixovanych neutrofiloch
vznika v dosledku vazby protilatok s mnohonasobnou
antigénnou $pecificitou, ako je katepsin G, laktoferin alebo
elastaza.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
C-ANCA fluorescencia asociovana s PR3 je charakteristicka pri
Wegenerovej granulomatoze. Tento typ fluorescencie je mozné
pozorovat takmer vyhradne u pacientov s touto chorobou a jeho
diagnosticka Specificita je vysSia ako 90%. Senzitivita zavisi od
stadia choroby, ale pohybuje sa okolo 66%. 2
P-ANCA fluorescenciu asociovani s MPO je mozné pozorovat
u pacientov s nekrotizujucou idiopatickou vaskulitidou, s
mikroskopickou polyangitidou, idiopatickou rychlo
progredujicou glomerulonefritidou, s Churgov-Straussovej
synromom, s poliarteritis nodosa a Wegenerovou
granulomatézou.
Senzitivita P-ANCA pre mikroskopicku polyangitidu je 58%,
pre Churgov-Straussovej syndrém je 74,5%, zatial ¢o Specificita
je 81% a 95%. ¢4
X-ANCA obraz je spojeny s diagnostikou zapalovych ¢revnych
ochoreni, ako je ulcerézna kolitida (50-70%) a Cronova choroba
(10-30%), ako aj s dalSimi autoimunitnymi nonvaskulitidnymi
ochoreniami. ®
Klinicka diagnéza nemdze byt stanovena na zaklade vysledkov
jediného testu, musi byt posudena na zaklade klinickych i
laboratérnych udajov.
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POZNAMKY
1. Nedotykajte sa behom testu buniek fixovanych v jamkach.
2. Na premytie pouzite stricku alebo pipetu. Zabrarite skrizenej
kontaminacii medzi vzorkami.
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UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 3.9.2019
Vzhlfadom k moznej inovacii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat’ slovensky preklad s originalnym pribalovym
letakom tak, Ze sa porovnaju identifikacné Cisla uvedené v
zapati. Originalny navod najdete v suprave a na internetovej

adrese www.biosystems.es.
Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz.

Vyhradny distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha 5,
tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.o., Mecikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stredisko (TIS), klinika

pracovniho Iékafstvi VFN a . LF UK,

tel.; +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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