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PROTILATKY PROTI PRICNE PRUHOVANYM SVALUM (AStMA)

Kod 44649 12 x 4 testy
SKLADOVAT PRI 2-8 °C

Reagencie pro kvalitativni stanoveni protilatek proti pfi¢né
pruhovanému svalstvu
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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PROTILATKY PROTI PRICNE
PRUHOVANYM SVALUM (AStMA)

Krysi pfi€né pruhované svaly

PRINCIP METODY

Protilatky proti pficné pruhovanym svalim (AStMA) pfitomné v séru
se vazou na odpovidajici antigeny pfitomné v Fezu krysiho svalu.
Vysledné komplexy antigen-protilatka jsou detekovany pomoci
fluorsceinen  znaceného anti-lidského imunoglobulinu G a
vizualizovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu?.

OBSAH )
KOD 44649
A. Sklicka 12 x 4 testll
SLOZENI

Skliéka: Rez krysim pfiéné pruhovanym svalem v kaZdé jamce.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 2-8 °C.

Reagencie jsou stabilni do data expirace uvedené na Stitku, jestlize

jsou skladovany uzaviené a je zabranéno jejich kontaminaci.

Znamky zhorseni kvality:

- Kapalné komponenty: Pfitomnost ¢astic, zakal

- Skli¢ka: natrzeni sacku, makroskopické defekty na tkariovém fezu,
jako je poskrabani nebo sloupnuti.

POMOCNE REAGENCIE

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

C+. AStMA Pozitivni kontrola: (kod 44883). Lidské sérum
obsahuijici protilatky proti pficné pruhovanému svalu (AstMA),
azid sodny 0,95 g/l.

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

D. 1gG FITC/Evans: (kéd 44697). Kozi anti-human imunoglobulin
1gG konjugovany s fluorescein isothiokyanatem (FITC),Evansova
modr 0,01 g/L, azid sodny 0,95 g/L. Pfipadné smésny konjugat
(IgA, 1gG, IgM — kdd 44590).

E. Montovaci médium: Mowiol, Glycerol, Tris, azid sodny 0,95 g/I.
(k6d 44694).

F. Absorpcni papir.

Lidska séra pouZita pri 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.

PRIPRAVA REAGENCIi

PBS: Naredte reagencii B destilovanou vodou v poméru 1/10.
Stabilni 1 mésic pfi 2-8 °C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani
doporuéené teploty, reagencie byla dobfe uzaviena a nedo$lo ke
kontaminaci béhem pouzivani. VSechny ostatni reagencie jsou
dodavany pfipravené k pfimému pouziti.

DOPLNUJICi VYBAVENI

- Zvlhéovaci komurka

- Promyvaci nadoba

- Kryci sklicka 24 x 60 mm

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

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

Sérum zfedte 1/10 v PBS (Viz. prfiprava reagencie). K titraci
pozitivnich vzork(l fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz zacnete
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 tkanovym fezem (A). Ujistéte se, Ze fez je
kompletné pokryty. (Poznamka 1).

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

4. Naklonte sklicko a opatrnym poklepavanim o filtracni papir
odstrarite pfebyte¢né kapky vzorku. Zabrarite zkfizené
kontaminaci mezi séry.

5. Sklicka oplachnéte kratce v lehkém proudu PBS (viz. pfiprava
reagentu) (Poznamka 2).

Sklicka pofadné promyjte v nadobé obsahujici PBS po dobu 5
minut. Poté PBS vymérite a promyvani zopakuijte.

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. Skli¢ka inkubujte
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C) ve zvlhéovaci
komdrce.

9. Promyijte 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 vyhodnocujte s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu
(zvétSeni 250-400 x). Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocuijte
okamzité. Pro odecet zvolte vnitfni ¢ast tkarového fezu, intenzita
fluorescence v okrajich neni charakteristicka.

Séra vykazujici fluorescenci svalovych vrstev spole¢né se svalovymi
vlakny by méla byt zfedéna pred tim, nez se vyhodnoti jako pozitivni.
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 mély byt
testovany spole¢né se vzorky pacientll, aby se ovéfila Gi¢innost testu.
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, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU

Konjugat FITC/Evans je hodnocen podle mezinarodniho standardu
WHO pro ovéi anti-lidsky IgG znaéeny FITC.

Specifita AStMA Pozitivni kontroly byla ovéfena proti internimu
referenénimu séru.
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DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Protilatky proti pficné pruhovanému svalu reaguji proti antigendm
lokalizovanym ve svalovych vlaknech v pozici I, A a Z, které plUsobi
jako kontraktilni elementy kosterniho svalstva. Jejich pfitomnost byla
popsana u 30-60 % pacientl s myasthenia gravis. Frekvence téchto
protilatek u pacientd s myasthenia gravis trpicich thymomem
(néddorem brzliku) muze v zavislosti na studii dosahnout az 80-100
%, ¢imz se stava cennym sérologickym markerem thymu u pacient(
s myasthenia gravis. Tyto protilatky reaguji hlavné s intracelularnim
proteinem  kosterniho  svalstva  tithem a  ryanodinovym
receptorem?345,

Klinicka diagn6za by neméla byt uzaviena jen na zakladé vysledkl
jednoho testovani, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
udaje.

POZNAMKY

1. Nedotykejte se tkarfovych fezll v jamkach béhem zkousky.

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