PROTILATKY PROTI KUZI (ASA)

Kod 44560 48 testl Kod 44561 12 x 4 testd

SKLADOVAT PRI 2-8°C

Reagencie pro kvalitativni stanoveni protilatek proti kizi.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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PRINCIP METODY
Protilatky proti kdzi (ASA) pfitomné v séru se vazou na odpovidajici
antigeny pfitomné vfezu opi¢iho jicnu. K vizualizaci komplexu
antigen-protilatka je pouzito sérum s anti-human imunoglobulinem
znacenym fluoresceinem. Vyhodnoceni se provadi fluorescenénim
mikroskopem?.

OBSAH )
KOD 44560
A Sklicka 12 x 4 testd
PBS-(10x) 1 x 100 mL
C-. Negativni kontrola 1x0,3mL
D. 1gG FITC/Evans (M) 1x25mL
E. Montovaci medium 1x3mL
F. Absorpéni papir 1x12
KOD 44561
A Sklicka 12 x 4 testd
SLOZENI

A. Sklicka: Tkanovy fez opic¢im jicnem v kazdé jamce.

PBS-10x.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.

C-. Negativni kontrola. Lidské sérum, azid sodny 0,95 g/L.

D. 1gG FITC/Evans (M): Anti-human IgG imunoglobulin
konjugovany s fluorescein izothiokyanatem (FITC) a
navazany na opic¢i sérum, Evansova modf 0,01 g/l,
azid sodny 0,95 g/l.

E.  Montovaci Medium: Mowiol 1% Glycerol 87 %,
Tris 20 mmol/l, azid sodny 0,95 g/l

F.  Absorpéni papir.

Lidska séra pouZita pfi pripravé 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 infekénim materialem.

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: Pfitomnost ¢astic, zakal
—  Sklicka: natrzeni sacku, makroskopické defekty na bunéénych

kulturach, jako je poskrabani nebo sloupnuti.

POMOCNE REAGENCIE

B. PBS-10x (kod 44592)

D. IgG FITC/Evans (M). (k6d 44847).

E. Montovaci medium (kéd 44694)

C+. ASA-is: intercelularni pozitivni kontrola. Lidské sérum
obsahujici protilatky proti kGiZi orientované proti intercelularni
substanci, azid sodny 0,95 g/L.
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C+. ASA-bm: bazalni membrana pozitivni kontrola. Lidské sérum
obsahujici protilatky proti kiizi orientované proti basalni
membrané, azid sodny 0,95 g/L.

C- Negativni kontrola. (kod 44696)

PRIPRAVA REAGENCII
PBS: Naredte reagencii B destilovanou vodou v poméru 1/10. Stabilni 1
mésic pfi 2-8 ° C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani doporucené
teploty, reagencie byla dobfe uzavfena a nedo$lo ke kontaminaci
b&hem pouzivani. V8echny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené
k pfimému pouziti.

DOPLNUJICI VYBAVENI
Zvihéovaci komurka
- Promyvaci nadoba
Kryci sklicka 24 x 60 mm
— Fluorescenéni mikroskop s excitaénim 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 ziedte 1/10 v PBS (Viz. pfiprava reagentu).
K titraci pozitivnich vzorkd fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz
zacénete fedénim 1/10.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte reagencie a vzorky na pokojovou teplotu.

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

3. Inkubuijte skli¢ka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C) uvnit¥
zvlhéovaci komurky.

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

5. Oplachnéte sklicko kratce v lehkém proudu PBS (viz. Pfiprava
reagentu) (Poznamka 2).

6. Sklicko pofadné promyjte v nadobé obsahujici PBS po dobu 5
minut. Poté PBS vyménite a promyvani zopakujte.

7. Opatrné sklicko osuste s pouzitim specialniho absorpéniho
papiru. Jamky nevysu$ujte, musi zlstat vihké po celou dobu
procedury.

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

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

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

ODECITANI
Skli€ka vyhodnocujte fluorescenénim mikroskopem (zvétseni 250-
400 x). Pro lepSi vysledky skli¢ka vyhodnocujte okamzité. Pro odecet
zvolte vnitfni ¢ast tkafového fezu. Intenzita fluorescence v okrajich
neni charakteristicka. Jestlize najdete specificky fluorescenéni obraz,
ktery je nize popsan, pfi doporu¢eném fedéni vzorku, lze mluvit o
pozitivnim vysledku.
ASA-intercelularni substance: Je mozné pozorovat intercelularni
fluorescenci v epiteliu.
ASA-bazalni membrana: je mozné pozorovat pfimou fluorescenci
na epitelialni basalni membrané.
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Pozitivni séra Ize titrovat. Titr séra je definovan jako nejvyssi zfedéni
davajici pozitivni vysledek. Neni-li pozorovana Zzadna typicka
fluorescence, vysledek je negativni pro tyto protilatky.

KONTROLA KVALITY
Pozitivni kontrola (C+1 a C+2) a Negativni kontrola (C-) by méla byt
testovana spole¢né se vzorkem pacienta, aby se verifikovala
pravdivost zkousky.
Pozitivni kontrola (C+) by méla vykazovat vySe popsany specificky
obraz.
Negativni kontrola (C-) by neméla davat Zadny specificky obraz.
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, kdyZz kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU
Konjugaty FITC/Evans(M) a FITC/(M) jsou kalibrovany proti WHO
mezinarodnimu standardu pro FITC znaéené ovéi anti-human
imunoglobuliny.
ASA mezibunécné substance reaguji s desmogleinem 3, sloZzkou
epidermalnich desmozomd. Je to bunééna adhesivni molekula, ktera
nalezi ke kadherinovému rodu.
Protilatky bazalni membrany reaguji s antigenem nachazejicim se
v prostoru mezi lamina densa a hemidesmozomem, ktery se nachazi
v dermalnim poélu basalnich keratinocyt.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Protilatky proti kazi (ASA), které se nachazeji v intercelularnim
dlazdicovém epitelu jsou charakteristické pro diferenciaci
puchyrkovitych koznich onemocnéni jako jsou pemphigus vulgaris,
pemphigus foliaceus and paraneoplastic pemphigus.
Prestoze vysledky ziskané nepfimou imunofluorescenci jsou velmi
specifické pro pemphigus, nelze typ pemfigu odliSit népfimou
imunofluorescenci. U malého procenta pacientd s puchyfnatym
onemocnénim nelze prokazat zadné cirkulujici protilatky, protoze
protilatka se jiz navazala na kizi pacienta?.
Protilatky proti bazalni membrané se nachazeji v séru 70 % pacientl
s bulézni  pemfigoitidou (bullous pemphigoid) pfi detekovani
nepfimou imunofluorescenci, u 20-25 % pacientd s t€hotenskym
herpes (herpes gestationis) a u 10 % pacientd se zjizvenym
puchyinatym onemocnénim (cicatricial pemphigoid)3.
Souprava BioSystems protilatky proti kizi byla pouzita k testovani 91
sér pacientd s bulé6znim onemocnénim a u zdravych darct. Vysledky
jsou popsany nize:

Skupina n ASA-is ASA-bm
Pacienti s pemphigus vulgaris 23 18 0
Pacienti s Bullous pemphigoid 18 16
Zdravi darci 50 0 0

Senzitivita BioSystems ASA soupravy byla méfena u 78 % pacientt
s pemphigus vulgaris a 89 % s bullous pemphigoid. Specifita pro obé
onemocnéni byla 100 %.

Klinicka diagnéza by neméla byt uzavrena jen na zakladé vysledka
jednoho testovani, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
udaje.

POZNAMKY
1. Nedotykejte se tkanovych fezll v jamkach béhem zkousky.
2. Pouzijte stficku, nebo pipetu na promyti. Zabrante zkfizené
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