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Reagencie pro kvalitativni stanoveni ANCA.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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PRINCIP METODY

Sérové anti-neutrofilni  cytoplazmatické protilatky (ANCA) a
antinuklearni protilatky (ANA) se vazou na odpovidajici antigeny
pfitomné v lidskych neutrofilech a v fezech jater potkana.

Vysledné komplexy antigen-protilatka jsou detekovany pomoci
fluoresceinem znaceného antihumanniho imunoglobulinu a
vizualizovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu?®.

OBSAH

Kéd 44850 44851 44898 44963

A. ANCA -

4x6 testu
etanol

10x6 testu

A. ANCA -

formalin 10x6 testd

A. ANCA —

etanol-ANA 10x6 testd

B. PBS (10x) 1x100 ml 1x100 ml 1x100 ml 1x100 ml

C+. | C-ANCA 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml

C+. | P-ANCA 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml

C+ ANA-Ho - - - 1x0,3ml

C-. Negativni

Kontrola 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml

D. 19G FITC/

Evans 1x3 ml 1x3 ml 1x3 ml 2x3 ml

E. Montovaci

" 1x3 ml 1x3 ml 1x3 ml 1x3 ml
medium

F. Odsavaci

papir 1x10 1x10 1x10

Kod 44852 44878 44895 44911 44964
A. ANCA - 10x6 - - 10x12 -

etanol testd testd
A. ANCA - - 10x6 -

formalin testd
A. ANCA - - 10x6

metanol testl
A. ANCA - -
etanol-
ANA

10x6 testu

SLOZENI

ANCA - etanol

A Sklicka: Etanolem fixované lidské neutrofily v kazdé jamce.

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

C+. C-ANCA Pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahuijici protilatky
proti neutrofilim (cytoplazmaticka fluorescence), azid sodny 0,95
g/L.

C+. P-ANCA Pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahujici protilatky
proti neutrofilim (perinuklearni fluorescence), azid sodny 0,95
g/L.

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

D. 1gG FITC/Evans: Kozi anti-human IgG konjugovany s fluorescein
isothiokyanatem (FITC), Evansova modr 0,01 g/L, azid sodny
0,95 g/L.

E Montovaci medium: Mowiol, Glycerol, Tris , azid sodny 0,95 g/L.

F Odsavaci papir.
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ANCA - formalin
A Sklicka: Formalinem fixované lidské neutrofily v kazdé jamce.

ANCA - metanol
A Sklicka: Metanolem fixované lidské neutrofily v kazdé jamce.

ANCA-etanol-ANA

A Sklicka: Etanolem fixované lidské neutrofily a fezy krysich jater
C+ ANA-Ho Pozitivni kontrola : Lidské sérum obsahujici anti
nuklearni protilatky (ANA), azid sodny 0,95 g/l.

Lidské& séra pouZita pri pfipravé 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 expirace uvedené na Stitku, jestlize
jsou skladovany uzavfené 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

Pro kéd 44852,44878, 44895, 44911 a 44964 se doporuduji

nasledujici doplfikové reagencie:

B. PBS (10x)

D. 1gG FITC/Evans konjugat s Evansovou modfi,

E. Montovaci medium

C+. C-ANCA pozitivni kontrola

C+. P-ANCA pozitivni kontrola

C+ ANA-Ho

C+. X-ANCA pozitivni kontrola. Lidské sérum obsahujici anti-
neutrofilni cytoplazmatické protilatky (ANCA) s “atypickym
perinuklearnim obrazem”, azid sodny.

C-. Negativni kontrola

PRIPRAVA REAGENCIi
PBS: Naredte reagencii B destilovanou vodou v poméru 1/10. Stabilni
1mésic pfi 2-8 °C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani doporucené
teploty, reagencie byla dobfe uzaviena a nedoslo ke kontaminaci béhem
jejiho pouzivani. V8echny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené k
pfimému pouziti.

PRIDAVNA ZARIZENI
- 2vih¢ovaci komUrka
- Promyvaci nadoba
- Kryci sklicka 24 x 60 mm
- Fluorescenéni mikroskop s excitacnim filtrem 495 nm a 525 nm
emisnim filtrem pro FITC vizualizaci.

VZORKY
Sérum, nebo plazma odebrana standardnim postupem. Stabilni po
dobu 1 tydne pfi 2-8°C. Vzorky pfed analyzou zfedte 1/20 v PBS (viz
pfiprava reagencie). K titraci pozitivnich vzork( Ffedte dvojkovou
fadou v PBS, pficemz za¢nete fedénim 1/40.
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Kazda laboratof by si méla zvolit vlastni pocatecni fedéni na zakladé
populaéni charakteristiky.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte reagencie a vzorky na pokojovou teplotu.

2. Kapnéte 1 kapku (25 pL) nafedéného vzorku nebo kontroly do
kazdé jamky (A). Ujistéte se, Ze je jamka kompletné pokryta.
(Poznamka 1a 2).

3. Inkubujte sklicka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) uvnitf
zvlhéovaci komarky.

4. Sklicko naklorite a opatrnym poklepavanim o podlozku (filtracni
papir) odstrarite prebyte¢né kapky vzorku. Zabrarite promichani
sér.

5. Skli¢ka kratce oplachnéte v lehkém proudu PBS. (viz pfiprava
reagencii, poznamka 3).

6. Sklicka dukladné promyjte ponofenim do fosfatového pufru na
dobu 5 minut. Poté fosfatovy pufr vymeérite a promyvani opakujte.

7. Sklicko opatrné osuste specialnim odsavacim papirem. Substrat
musi zUstat vlhky po celou dobu procedury.

8. Do kazdé jamky pfidejte 1 kapku reagencie D (jako v bodé 2).
Sklicka inkubujte ve zvihéovaci komarce pfi pokojové teploté (15-
30°C) po dobu 30 minut.

9. Zopakujte krok 6 a krok 7.

10. Kapnéte do jamky néekolik kapek reagencie E a opatrné prikryjte
krycim skliCkem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

VYHODNOCENI
Sklicka vyhodnocujte s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu
(zvétSeni 250-400x). Pro lepSi vysledky sklicka vyhodnocujte
okamzité. Pro odeCet zvolte pole mezi okrajem a stfedem se
stejnomérné rozlozenymi burikami a jednotnym jasem jader. Intenzita
fluorescence v centru a na okrajich neni charakteristicka.

jamka vybrané pole

jamka vybrané pole
COMBO

Pokud je vidét specificka fluorescence pfi dodrzeni doporué¢eného
fedéni vzork(, je nutné vysledek povazovat za pozitivni.

U etanolem fixovanych lidskych neutrofild pro diagnostiku
autoimunitni vaskulitidy jsou dva typy fluorescence :
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Difuzné zrnita cytoplazmaticka fluorescence s vysokou interlobularni
intenzitou u C-ANCA protildtek a s kompaktni perinuklearni
fluorescenci u P-ANCA protilatek. Také se mize objevit méné typicka
fluorescence, kterou Ize hodnotit jako atypické ANCA protilatky.

V nékterych pfipadech, muze byt P-ANCA obraz pozorovany na
etanolem fixovanych  neutrofilech, coz byva zpUsobené
antinuklearnimi protilatkami (ANA). Tyto vysledky by mély byt
potvrzeny stanovenim vzorku na formalinem fixovanych neutrofilech,
nebo na COMBO sklickach, které obsahuji etanolem fixované
neutrofily a fezy krysich jater.

Na formalinem fixovanych neutrofilech existuje pouze jeden obraz
spojeny s autoimunitni vaskulitidou: C-ANCA.

ANA-Ho obraz vykazuje homogenni a jednotnou fluorescenci v jadre
bunék v interfazi a na ethanolem fixovanych neutrofilech vidime P-
ANCA vzor.

Kromé téchto popsanych obrazi se mohou vyskytnout méné casté
vzory, jako je X-ANCA (nebo-li atypickda P-ANCA). Tento obraz Ize
identifikovat jako Siroce nehomogenni perinuklearni zabarveni,
pfipadné spole¢né s difuznim cytoplazmatickym vzorem bez
zvyraznéni interlobularni zény. Pro spravné pozorovani tohoto vzoru
je nutné uziti metanolem fixovanych neutrofil.

Pozitivni séra Ize titrovat. Titr séra je definovan jako nejvyssi fedéni
davajici pozitivni vysledek.

Neni-li pozorovana zadna typicka fluorescence, vysledek je pro tyto
protilatky negativni.

KONTROLA KVALITY
Pro ovéfeni testu by méla byt P-ANCA pozitivni kontrola (C+) a
Negativni kontrola (C-) testovana spole¢né se vzorkem pacienta na
neutrofilech fixovanych etanolem i formalinem.
C-ANCA pozitivni kontrola (C+) by méla byt testovana pouze
s etanolem fixovanymi neutrofily.
X-ANCA pozitivni kontrola (C+) by méla byt testovana pouze s
metanolem fixovanymi neutrofily.
ANA-Ho pozitivni kontrola by méla byt testovana pouze na ANCA-
etanol-ANA skli¢kach.
Pozitivni kontroly (C+) by mély vykazovat vySe popsané specifické
zbarveni obrazu.
P-ANCA pozitivni kontrola (C+) by méla ukazovat C-ANCA zbarveni
obrazu, pokud je provadéno testovani s formalinem fixovanymi
neutrofily.
Negativni kontrola (C-) by neméla davat zadné zbarveni obrazu.
VS8eobecné, intenzita fluorescence pozorovanad na formalinem
fixovanych neutrofilech je mirna.
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu kvality
a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou v toleranénim
rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU

- 19G FITC/Evans konjugat je kalibrovan proti WHO Mezinarodnimu
standardu pro FITC znaceny ov€im anti-human imunoglobulinem.

- Specifita C-ANCA pozitivni kontroly byla ovéfena proti PR3 - ANCA
lidskému referenénimu séru # 16 z CDC. Specifita P-ANCA
pozitivni kontroly byla ovéfena proti MPO-ANCA lidskému
referenénimu séru #15 z CDC . Specificita ANA-Ho pozitivni
kontroly byla ovéfena proti referenénimu séru AF/CDC1 z Centers
for Disease Control.

- C-ANCA zbarveni obrazu na etanolem fixovanych lidskych
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neutrofilech je vysledkem protilatek navazanych hlavné na antigen
proteinazy 3 (PR-3). Na formalinem fixovanych lidskych
neutrofilech je obraz vysledkem pfitomnosti protilatek navazanych
hlavné na antigen myeloproteinazy (MPO).

- P-ANCA fluorescence na etanolem fixovanych neutrofilech je

vysledkem navazanych protilatek na myeloperoxidazu.

- X-ANCA fluorescence na metanolem fixovanych neutrofilech je
vysledkem vazby protilatek na vice antigennich specifit, jako je
katepsin G, laktoferin nebo elastaza. (Jedna se tedy o jiny, atypicky
obraz ktery je vidét na PR-3 a MPO).

- ANA-Ho fluorescencni obraz na neutrofilech fixovanych ethanolem

je vysledkem vazby protilatky na antinuklearni protilatky (ANA).

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
C-ANCA fluorescence asociovana s PR-3 je charakteristicka pfi
Wegenerové granulomatéze. Tento typ fluorescence Ize témér
vyhradné nalézt u pacientd s timto onemocnénim a jeho diagnosticka
presnost je vysSi nez 90%. Citlivost zavisi na stadiu onemocnéni, ale
protilatky Ize nalézt v praméru u 66% pfipadt @.
P-ANCA fluorescenci asociovanou s MPO Ize nalézt u nekrotizujici
idiopatické vaskulitidy, stejné jako u mikroskopické polyangitidy,
idiopatické  crescenické  glomerulonefritidy, = Churg-Straussové
syndromu, poliarteritis nodosy a Wegenerové granulomatoézy.
Citlivost P-ANCA pro mikroskopickou polyangitidu a Churg-Straussav
syndrom, je 58% a 74,5%, ve srovnani k tomu je specifita 81% a 95%
(3.4).

X-Anca obraz je asociovan se zanétlivymi stfevnimi onemocnénimi
jako je ulcerativni kolitida (50-70%), Crohnova choroba (10-30%),
stejné tak jako u jinych nonvaskulitidnich autoimunitnich onemocnéni
(5).

ANA-Ho obraz ukazuje na systémovy lupus erythematodes. Pro
systémovy lupus erythematodes je senzitivita  stanoveni
antinuklearnich protilatek vysSi nez 95 %, ackoli specificita je
pomérné nizka [6].

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

POZNAMKA
Pro ANCA-etanol-ANA je potfebny objem 60ul.
Nedotykejte se tkanovych fezl v jamkach béhem zkousky.
Na promyti pouzijte stficku, nebo pipetu. Zabrante zkfizené
kontaminaci mezi vzorky.
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