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PRINCIP METODY

Sérové protilatky proti glomerularni bazalni membrané (GBMA) se
vazou na odpovidajici antigen pfitomny v fezu opi€ich ledvin po
indukované expozici kryptickych epitopu.
Komplexy antigen-protilatka jsou detekovany pomoci fluoresceinem
znageného anti-humanniho imunoglobulinu a vizualizovany pomoci
fluorescenéniho mikroskopu *.

OBSAH ]
KOD 44588
A Sklicka 12 x 4 testy
SLOZENI

A. Skli¢ka: Rezy opicich ledvin v kazdé jamce.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 2-8 °C.

Reagencie jsou stabilni do data expirace uvedené na Stitku, jestlize

jsou skladovany uzavrené a je zabranéno jejich kontaminaci v

prabéhu jejich pouzivani.

Znamky zhorseni kvality:

— Kapalné reagencie: pfitomnost ¢astic, zakal

— Sklicka: natrzeni sa€ku, makroskopické defekty na tkarfiovych
fezech, jako je poSkrabani nebo sloupnuti tkané.

POMOCNE REAGENCIE
* Pro uplnou soupravu kat.¢. 44588 je tfeba objednat nasleduijici
reagencie:

B.  PBS (10x): Fosforeénan sodny, fosfore¢nan draselny, chlorid
sodny, azid sodny 0,95 g/L, pH 7,2. (kéd 44592).

D. IgG FITC/Evans (M): Anti-human IgG konjugovany
s fluorescein isothiokyanatem (FITC) a adsorbovany s opi¢im
sérem, Evansova modr 0,01 g/L, azid sodny 0,95 g/L.
(kod 44 847).

E.  Montovaci medium: Mowiol, Glycerol, Tris,
azid sodny 0,95 g/l (kod 44 694).

H.  Glycin 0,1mol/l, pH2,2 (k6d 44846).

C+. GBMA Pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahujici
protilatky
proti glomerularni bazalni membrané, azid sodny 0,95 g/L.
(kod 44678).

C-. Negativni kontrola: Lidské sérum, azid sodny 0,95 g/L.
(kod 44 696).

Lidska séra pouZzita pfi pfipravé pozitivni a negativni kontroly byla
testovana a shledana negativnimi na pfitomnost protilatek anti-HIV a
anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte
s kontrolami jako s potencionalné infek¢nim materialem.

PRIPRAVA REAGENCII

PBS: Naredte reagencii B destilovanou vodou v poméru 1/10. Stabilni
1 mésic pfi 2-8 °C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani doporu¢ené
teploty, reagencie byla dobfe uzaviena a nedoslo ke kontaminaci
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bé&hem jejiho pouzivani. VSechny ostatni reagencie jsou dodavany
pfipravené k pfimému pouziti.

DOPLNUJICI VYBAVENI

- Zvlh&ovaci komurka

- Promyvaci nadoba

- Kryci skli¢ka 24 x 60 mm

- Fluorescenéni mikroskop s excitaénim filtrem 495 nm a 525nm
emisnim filtrem pro FITC vizualizaci.

VZORKY

Sérum nebo plazma odebrana standardnim postupem. Stabilni po
dobu 1 tydne pfi 2-8 °C.

Pfed testovanim zfedte sérum 1/30 v PBS (Viz. pfiprava reagencie).
K titraci pozitivnich vzorkl fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz
zacnéte od 1/30.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperuijte reagencie a vzorky na pokojovou teplotu.

2. Kapnéte 1 kapku (50 pL) reagencie H do kazdé jamky. Ujistéte
se, Ze je jamka kompletné pokryta. (Poznamka 1).

3. Inkubuijte sklicka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C) uvnit¥
zvlh€ovaci komrky.

4. Sklicka dukladné promyjte v nadobé obsahujici PBS po dobu 5
minut. Poté PBS vyménte a promyvani zopakujte.

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

6. Do kazdé jamky pfidejte 1 kapku (50 pL) zfedéného vzorku,
nebo kontroly. Ujistéte se, Ze je jamka kompletné pokryta.
(Pozn. 1).

7. Sklicka inkubujte podle bodu 3.

8. Vysuste sklicko opatrnym naklonénim a poklepavanim o filtraéni
papir. Zabrante zkfizené kontaminaci mezi vzorky.

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

10. Promyjte podle bodu 4 a osuste podle bodu 5.

11. Pridejte do kazdé jamky 1 kapku reagencie D a inkubujte skli¢ko
30 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C) uvnitf zvihéovaci
komdrky.

12. Promyjte podle bodu 4 a osuste podle bodu 5.

13. P¥idejte do kazdé jamky nékolik kapek reagencie E a opatrné
prikryjte krycim skliCkem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

ODECITANI

Sklicka vyhodnocujte fluorescenénim mikroskopem (zvétSeni 250-
400 x). Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocujte okamzité. Pro
odeCet zvolte vnitini ¢ast tkanového fezu. Intenzita fluorescence
v okrajich neni charakteristicka.

Séra vykazujici jemné, linearni zbarveni bazalni membrany
v rendlnich glomerulech pfi doporu¢eném Fedéni by meély byt
povazovany za pozitivni. Pozitivni séra Ize titrovat. Neni-li
pozorovana zadna typicka fluorescence, vysledek je pro tyto
protilatky negativni.

KONTROLA KVALITY

Pozitivni kontrola (C+) a Negativni kontrola (C-) by méla byt
testovana spole¢né se vzorkem pacienta, aby se verifikovala
pravdivost zkousky.
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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, kdyz kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU

- Konjugat IgG FITC/Evans(M) je hodnocen podle mezinarodniho
standardu WHO pro ov¢i anti-lidsky imunoglobulin znaéeny FITC.
Vysledky ziskané soupravou BioSystems GBMA ve srovnavaci
studii nevykazovaly systematické rozdily pfi porovnani s ELISA
testem anti-IV kolagenu protilatek fetézce alfa3. Podrobnosti o
porovnavaci zkousce jsou k dispozici na vyzadani.

Specifita pozitivni kontroly GBMA byla ovéfena proti vnitfnimu
referenénimu séru.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Nepfima imunofluorescence je konvenéni metodou pro zjistovani
protilatek proti glomerularni bazalni membrané (GBMA).

Protilatky proti glomerularni bazalni membrané jsou pfitomny u
pacientll s Goodpastureovym syndromem. Onemocnéni predstavuje
progresivni glomerulonefritidu s masivnim plicnim krvacenim nebo
bez né&j. Nalez GBMA potvrzuje diagnézu zivot ohrozujiciho
onemocnéni, které zplsobuje ztratu ledviny, a naznacuje vaznou
prognozu?3,

Souprava BioSystems na zjisténi protilatek proti glomerularni bazalni
membrané byla testovana na 106 sérech pacientd s
Goodpastureovym syndromem a na zdravych jedincich. Vysledky
jsou popsany v tabulce. Citlivost a specifita byla 100 %.

BioSystems GBMA

Pacienti n pozitivni negativni
Goodpasturetiv syndrom 28 28 0
Zdravi jedinci 78 0 78

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

POZNAMKY

1. Nedotykejte se tkafiovych fezud v jamkach béhem zkousky.

2. Pouzijte stficku, nebo pipetu na promyti. Zabrante zkfizené
kontaminaci mezi vzorky.
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