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cs| Protilatky proti cytoplazmé neutrofilli (fixovano-formolem)
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URCENO K POUZITI

Standardni metody IFA umoziuji pozorovdni nékolika rdznych vzorcd. Dva dobfe definované vzorce jsou C-ANCA a P-ANCA. Vzorec P-
ANCA vykazuje nerovhnomérné granuldrni zbarveni cytoplazmy. BEhem 2. mezindrodniho ANCA workshopu bylo dohodnuto, Ze tyto dva
odlisné vzorce by mély byt pouzity pro podklasifikaci protilatek.

Detekce protilatek proti cytoplazmé neutrofili (ANCA) pomoci metod IFA se ukdzala jako uziteénd pomdcka pfi hodnoceni diagnézy
pacienta a do urcité miry i jeho progndzy a reakce na terapii. Akoli bylo provedeno mnoho studii s IFA ANCA, dostupnost EIA testu
specifického pro MPO (enzymova imunotestova analyza) ddle zlepsila celkovy diagnosticky obraz. Pouziti EIA a IFA souéasné umoziiuje
co nejlepsi hodnoceni pacienta. MPO a PR3 EIA umoznuji velmi rychlé kvalitativni i kvantitativni hodnoceni.

ZASADA TESTU

Primarni reakce v tomto testu spo&iva v interakci lidské protilatky (séra pacienta) se specifickym antigenem (lidskymi granulocyty).
Pokud je v séru pacienta pfitommna ANCA protilatka, dojde k vytvoreni komplexu antigen—protilatka. Tento komplex je ndsledné oznacen
konjugdtem antihuman s ozna¢enim FITC, ktery umoZznuje vizualizaci reakce pomoci mikroskopu.

REAGENCIE

Dodané materialy:

1. Konjugét FITC IgG (3 ml) je po obdrzeni nutné skladovat pi teploté 2 - 8 °C. Konjugét je pfi této teploté stabilni az do data expirace
uvedeného na etiketé.

2. Prepardty antigenti ANCA (lidské granulocyty) fixované formalinem je po obdrzeni nutné skladovat pfi teploté 2 - 8 °C. Zkontrolujte
na etiketé konkrétni datum expirace.

3. Pozitivni kontrola P-ANCA (0.5 ml), vykazujici vzorec P-ANCA, by méla byt po obdrzeni skladovéna pfi teploté 2 - 8 °C. Zkontrolujte na
etiketé konkrétni datum expirace.

4. Negativni kontrola ANCA (0.5 ml) by méla byt po obdrzeni skladovana pfi teploté 2 - 8 °C. Zkontrolujte na etiketé konkrétni datum
expirace.

5. Sada pufrl - fosfatové pufrovany roztok (PBS) je stabilni pfi pokojové teploté. Zkontrolujte na etiketé konkrétni datum expirace. Pufr
je tfeba rekonstituovat 1litrem destilované vody (DI H,0). Rekonstituovany pufr neobsahuje konzervagni latky a mél by byt skladovan
pfi teploté 2 - 8 °C. Je nutné dbat na zabrdnéni kontaminace.

6. Montdzni médium by mélo byt skladovdno pfi teploté 2 - 8 °C. Zkontrolujte na etiketé konkrétni datum expirace.

Kazdd& sada obsahuje ndsledujici soucdsti v dostateéném mnoiZstvi pro provedeni poctu testl uvedeného na obalu.
Podlozni sklicka ANCA: deset 5-jamkovych sklicek s absorpénim papirem a séckem s
SLD vysousedlem.

Konjugdt: Kozi protilatka proti lidskému IgG znacend FITC. Obsahuje fosfatovy pufr s BSA a
CONJ kontrastni barvivo. Dva jantarové lahvicky po 3 ml. Pfipraven k poufiti.

Pozitivni kontrola p-ANCA: Obsahuje lidské sérum pozitivni na p-ANCA spolu s konzerva¢nimi
IGtkami. Jeden mikrozkumavka s vickem, 0.5 ml, pfipraveno k pouziti.

Negativni kontrola: Obsahuje lidské sérum negativni na ANCA spolu s konzerva¢nimi latkami.
Jedna mikrozkumavka se zelenym vickem, 0.5 ml, pfipraveno k pouziti.

Kryci sklicko. Baleni dvandcti kusU, rozméry 24 x 60 mm, tloustka &. 1.

COVGLS
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Fosfatové pufrovany roztok (PBS): pH 7.2 + 0.2. Obsah kazdého baleni pufru vysypte do jednoho

BU F PBS litru destilované nebo deionizované vody. Michejte, dokud se vSechny soli Gplné nerozpusti.
Dva balicky, dostatec¢né k priprave 2 litrl roztoku.

Montézni médium (pufrovany glycerol): Dvé lahvigky s bilym uzévérem, priihledné, po 3 mli,

MNTMED obsah 3 ml. Pfipraveno k pouZiti.

POZNAMKA: Konjugédt a kontroly obsahuji kombinaci Proclinu (0.05 % obj./obj.) a azidu sodného (<0.1% hm./hm.) jako konzervaénich
latek.

MATERIALY POTREBNE, ALE NEZAHRNUTE

©C®NO TN LN~

- O

Stojan na zkumavky nebo mikrotitracni systém.
Mikropipeta s rozsahem 2 — 20 pl.

Stupriované sklenéné pipety.

11 stupnovany valec.

Barvici miska.

Vlhké komora.

Cisté naddoby na zfedéné pufry.

Destilovand nebo deionizovand voda.
Fluorescenéni mikroskop.

. Papirovy ru¢nik bez vidken.
. Casovag (60 minutovy rozsah).

PODMINKY SKLADOVANI

Neoteviend sada.

2°C"ﬂ,78 C Prepardty, kontrolni vzorky a konjugat by meély byt skladovany pfi teploté 2-8 °C.

Rehydratovany PBS (stabilni po dobu 30 dnd).

*Po otevieni musi byt prepardty pouzity tentyz den. Ostatni pfipravené reagenty, kromé PBS, Ize pouZit do uvedeného data spotfeby.

OPATRENI
Upozornéni:

1.

V&echny lidské slozky byly testovany na (HBsAg) a HTLVII/LAV metodou schvélenou FDA a byly shledany negativnimi (ne opakované
reaktivnimi). Toto véak nezaruguje absenci HBsAg nebo HTLVII/LAV. Se v8emi lidskymi slozkami by mélo byt zachézeno s odpovidajici
opatrnosti.

2. Sodik azid (<0.1 %) obsazeny v kontrolach a konjugdtu je pfi poZiti toxicky.

3. Nepouzivejte slozky po uplynuti jejich doby pouzitelnosti.

4. Postupuijte pfesné podle pokynl uvedenych v tomto ndvodu, aby byly vysledky platné.

5. Kinvitro diagnostickému pouziti

6. Manipulujte s prepardty za okraje, protoze pfimy tlak na antigenové jamky muze antigen poskodit.

7. Jakmile je postup zahdjen, nedovolte vyschnuti antigenu v jamkdch. To by mohlo vést k falesné negativnim vysledkdm testu nebo
nezddoucim artefaktdim.

8. Pouzivejte pro kazdy vzorek a reagent samostatné pipetové Spicky, aby se zabrdnilo kfizové kontaminaci.

9. Reagenty by mély byt kontrolovany na zndmky bakteridini nebo plisnové kontaminace.

10. NepouZivejte znovu podkladovy preparat.

ODBER SERA

Sérologické vzorky by mély byt odebirany za aseptickych podminek. Hemolyza se zabrani rychlym oddélenim séra od srazeniny. Sérum
by mélo byt skladovdano pfi teploté 2—-8 °C, pokud md byt analyzovano béhem nékolika dnl. Sérum muze byt uchovévéno po dobu 3 az
6 meésicu pfi teploté -20 °C nebo nizsi. Lipemické a silné hemolytické sérum by mélo byt vyvarovano. Pii pfepravé vzorkd pfi pokojové
teploté se dlrazné doporucuje pridani konzervaéni latky, jako je 0.01 % thimerosal nebo méné nez 0.1 % sodiku azidu.
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POSTUP TESTOVANI

Skrining: Zfed'te testovaci sérum v poméru 1:20 (1 dil vzorku pacienta na 19 dill Fedidia) v PBS.n

Titrovani: Pfipravte zdvojndsobujici se fedéni séra zaginajici Fedénim 1:20 (tj. 1:20, 1:40, 1:80, 1160, 1:320 atd.). Prepardty jsou pfipraveny k

poufZiti poté, co dosdhnou pokojové teploty.

1. Nechte preparat dosdhnout pokojové teploty pred otevienim obalu. Roztrhnéte obal na zafezu. Opatrné vyjméte prepardt a
vyhnéte se dotykdni antigenovych oblasti. Preparat je nyni pfipraven k pouziti.

2. Naantigenové jamky naneste 30 pl séra.

Umistéte prepardt s pacientovym sérem a kontrolami do vihké komory na 35 + 5 minut pfi pokojové teploté (pfiblizné 20-25 °C).

4. Vyjméte preparat z vihké komory. Pomoci myci lahvi€ky jemné opléchnéte zbytky séra z preparatu, pficemz se vyhnéte pfimému
smérovani proudu na jamku.

5. Proplachnéte v PBS (kat. & 1601) ve dvou samostatnych péti minutovych zménéch.

6. PoloZte na laboratorni stdl savy papir savou stranou nahoru. Vyjméte prepardt z PBS a obratte ho tak, aby podkladovd strana
smérovala k savé strané papiru. Zarovnejte jamky s otvory na papiru. PolozZte prepardt na savy papir. Nedovolte vyschnuti podkladu.

7. Oftfete zadni stranu preparatu suchym papirovym ruénikem bez vidken. Pfi otirdni vyvijejte dostatecny tlak, aby se absorboval pufr.
Nedovolte vyschnuti podkladu.

8. Na kazdou antigenovou jamku naneste 30 pl konjugatu. Opakujte kroky 3-7.

9. Na prepardat naneste 4-5 kapek montazniho média.

10. Prilozte kryci sklicko. Preparat prohlédnéte pod fluorescenénim mikroskopem.

Poznamka: Pro zachovéni fluorescence skladujte nasklickovany preparat ve vihké komore umisténé v temné chladniéce.

Poznamka: Je tfeba dbat na to, aby doba inkubace nebo oplachovéni nebyla prodluzovana. Podklad by byl tim ovlivnén a vysledkem

by byla Spatnéd morfologie.

w

KONTROLA KVALITY

1. VkaZzdodennim testovani musi byt zahrnuty pozitivni a negativni kontrolni sérum, aby byla potvrzena reprodukovatelnost, citlivost a
specificita testovaciho postupu.

2. Negativni kontrolni sérum by mélo vykazovat minimaini (+) nebo Zadnou fluorescenci. Pokud tato kontrola vykazuje silnou
fluorescenci, mlze byt problém v kontrolnim antigenovém podkladu, konjugdtu nebo v technice.

3. Pozitivni kontrolni sérum by mélo vykazovat jasnou fluorescenci v rozsahu 3+ az 4+. Pokud tato kontrola vykazuje minimdalini nebo
zadnou fluorescenci, mize byt problém v kontrole, antigenu, konjugdtu nebo technice.

4. Kromé pozitivnich a negativnich kontrol séra by méla byt provedena kontrola s PBS, aby se ovéfilo, Ze konjugdt nevyvoldva
nespecifické barveni antigenového podkladu. Pokud antigenovy podklad vykazuje jasnou fluorescenci v PBS kontrole, provedte
opakovdni testu s ¢erstvym konjugdatem. Pokud podklad stdle fluoreskuje, mize byt problém v konjugdtu nebo antigenu.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni

Pozitivni vysledek je hlasen, kdyz cytoplazma lidského granulocytového podkladu vykazuje fluorescenci 1+ nebo vyssi. P~ANCA a C-ANCA
zpUsobi podobné nerovhomeérné granularni zbarveni cytoplazmy pfi fixaci formalinem.

C-ANCA a P-ANCA se mohou vyskytovat sou¢asné.

Protilatky C-ANCA jsou spojeny s klasickou granulomatézou s poliangitidou (GPA).

Protilatky P-ANCA (MPO) jsou spojeny s onemocné&nimi omezenymi na ledviny.

Negativni

Sérum je povazovano za negativni na ANCA, pokud je fluorescenci cytoplazmy méné nez 1+. Pacienti by méli byt testovani na substratu
ANA HEp-2, aby se pfedeslo zdmeéné s atypickymi ANCA. Atypické ANCA barvi cytoplazmu bunék HEp-2, zatimco pravé ANCA jsou na
substratu HEp-2 negativni, pokud pacient nema soucasné protilatky ANA i ANCA.
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Na oznaceni tohoto produktu mohly byt pouzity ndsledujici symboly.

Symbol Popis Symbol Popis
o=
. N o . - P
“ Vyrobce /-,, I\ Chrante pred slune¢nim zafenim
In vitro di ticky lékarsky
IVD nvitre lagno:s Iy lekarsky Jediné pouZiti jamky testu
prostredek
Kryci sklick
REF Katalogové &islo COVGLS ryct sklicko
Dostatetns oro N test Prepardt ANCA substratu (lidské
W P SLD granulocyty)
n
LOT Sarzovy kéd BUF PBS PBS pufr
PouZit do Montézni médium
MNTMED
/ﬂ/ Omezeni skladovaci teploty CONJ

Konjugat

)
><
o)
]

ly

Pouze na lékafsky predpis

Pozitivni kontrola

Konzultovat do elektronického
pokyny k pouZiti

Negativni kontrola

= =

Skladujte ve vzpfimeny poloze

Made in the USA

Vyrobeno v USA
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ZEUS Scientific

200 Evans Way, Branchburg, New Jersey, 08876, USA Pro zakaznicky servis v USA kontaktujte ZEUS Scientific, volejte
Bezplatna linka (USA): 1-800-286-2111, Volba 2 bezplatné nebo napiste na e-mail orders@zeusscientific.com.
Mezindrodni: +1 908-526-3744 Pro technickou podporu v USA kontaktujte ZEUS Scientific,
Fax: +1 908-526-2058 volejte bezplatné nebo napiste na e-mail

Webové stranky: support@zeusscientific.com.
[www.zeusscientific.com](http://www.zeusscientific.com) Pro dotazy ohledné zakaznického servisu a technické podpory
dIFine je registrovana ochranna znamka spole&nosti ZEUS Scientific mimo USA kontaktujte svého mistniho distributora.

Emergo Europe c €
Westervoortsedijk 60

6827 AT Arnhem

The Netherlands
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