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ANCA

1. ZAMYSLENE POUZITI

AESKUSLIDES® ANCA je nepiimy imunofluorescen¢ni test k detekci protilatek proti cytoplazmé
neutrofild (ANCA) v lidském séru.

Test je nastrojem k diferencialni diagnostice vaskulitid spojenych s ANCA (AAV), napf.
granulomatézy s polyangiitidou (Wegenerova)!, mikroskopické polyangiitidy a syndromu Churg-
Straussove.

2. KLINICKE POUZITI

Zkratka ANCA (anti-neutrophil cytoplasmic autoantibodies, protilatky proti cytoplazmé neutrofil(l)
popisuje skupinu protilatek namifenych proti riznym ¢astem neutrofilnich granulocytd a monocyta.
K detekci ANCA byl doposud jako uznavana metoda pouzivan nepfimy imunofluorescencni test na
neutrofilech fixovanych etanolem. Ukazalo se, Ze nékteré ANCA vytvafi na neutrofilech fixovanych
etanolem cytoplazmaticky fluorescenéni vzor (proto se oznacuji C-ANCA), zatimco dalSi vytvafi
perinuklearni vzor (P-ANCA). Jelikoz mohou oba vzory zahrnovat nékolik antigend, neni
imunofluorescence dostate¢na k uspokojivé diferencidlni diagnostice vaskulitidy. Proto musi byt

kazdy imunofluorescenéni test (IFT) ovéfen specifickymi testy ELISAZ2.

Nékteré ANCA davaji na neutrofilech fixovanych etanolem vzniknout atypickému fluorescenénimu
vzoru (A-ANCA), ktery Ize technicky tézko odliSit od vzoru vytvafenému antinuklearnimi protilatkami
(ANA). K odliseni se pouzivaji neutrofily fixované formalinem. ANCA, které na neutrofilech
fixovanych etanolem davaji vzniknout barveni P-ANCA/A-ANCA, budou vykazovat cytoplazmaticky
vzor, pokud se jako substrat pouZiji neutrofily fixované formalinem. V pfipadé, kdy bude vzor
barveni negativni, se musi provést testovani ANA s Hep2 burikami.*

Myeloperoxiddza (MPO) byla identifikovana jako hlavni antigen P-ANCA (MPO-ANCA). Dalsi
bunécné &asti, jako je laktoferin, katepsin G, lysozym a elastaza, vSak mohou také zpusobovat
perinukleéarni barveni, a proto je zahrnujeme do skupiny P-ANCA. Nejsou ale vyslovné spojeny
s AAV a mohou hrét roli v diferencialni diagnostice dalSich nevaskulitidovych onemocnéni.®

Naopak proteinaza 3 je hlavnim cilovym antigenem C-ANCA (PR3-ANCA).® Jinym antigenem, ktery
mUze vytvaret C-ANCA je BPI (baktericidni / propustnost zvysujici protein).’

ANCA jsou Casto pfitomné u pacientl s mikroskopickou polyangiitidou (60 % MPO-ANCA, 30 %

1 Falk RJ, Gross WL, Guillevin L, Hoffman GS, Jayne DR, Jennette JC et al. Granulomatosis with Polyangiitis (Wegener's):
An alternative name for Wegener's Granulomatosis. Arthritis Rheum 2011; 63: 863—-864.
2 Savige J, Gillis D, Benson E, Davies D, Esnault V, Falk RJ et al. International Consensus Statement on Testing and
Reporting of Antineutrophil Cytoplasmic Antibodies (ANCA). Am J Clin Pathol 1999; 111: 507-513.
3 Savige J, Dimech W, Fritzler M, Goeken J, Hagen EC, Jennette JC et al. Addendum to the International Consensus
Statement on testing and reporting of antineutrophil cytoplasmic antibodies. Quality control guidelines, comments, and
recommendations for testing in other autoimmune diseases. Am J Clin Pathol 2003; 120: 312-318.
4 Csernok E, Holle JU. Twenty-eight years with antineutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA): how to test for ANCA —
evidence-based immunology? Autoimmun Highlights 2010; 1: 39-43.
5 Wiik A, Stummann L, Kjeldsen L, Borregaard N, Ullman S, Jacobsen S et al. The diversity of perinuclear antineutrophil
cytoplasmic antibodies (pANCA) antigens. Clin Exp Immunol 1995; 101 Suppl 1: 15-17.
6 Gross WL, Csernok E, Helmchen U. Antineutrophil cytoplasmic autoantibodies, autoantigens, and systemic vasculitis.
APMIS 1995; 103: 81-97.
7 Zhao MH, Jones SJ, Lockwood CM. Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) is an important antigen for anti-
neutrophil cytoplasmic autoantibodies (ANCA) in vasculitis. Clin Exp Immunol 1995; 99: 49-56.
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PR3-ANCA) a u pacientd se syndromem Churg-Straussové (30 % MPO-ANCA, 30 % PR3-ANCA).2
Protilatky proti PR3 jsou specifickym sérologickym markerem granulomatdzy s polyangiitidou
(Wegenerova). Zde 50 % (lokalizované onemocnéni) az 95 % (generalizované onemocnéni)
vykazuje PR3-ANCA.°

Protilatky proti jinym antigenim pfislusSnym k ANCA, jako je laktoferin, katepsin G, elastaza a BPI,
byly spojeny s nejriznéj$imi onemocnénimi. Jasny klinicky vyznam se v$ak stale zkouma.®
V pfipadé protilatek proti elastaze byla prokazana souvislost s destruktivnimi lézemi stfedni linie
indukovanymi kokainem (CIMDL).%°

Charakterizace antigenu: lidské neutrofily (granulocyty) fixované etanolem nebo formalinem

Zkrizena reaktivita: Jak bylo popsano v ¢asti o klinickém pouziti, pfitomnost ANA maze dat vznik
fluorescenénim vzorum, které si Ize splést se vzory P-ANCA/A-ANCA. Jinak se nevyskytuje zadna
zkfizena reaktivita.

Detekce protilatek je zaloZena na principu nepfimého imunofluorescenéniho testu (lIFA). Sklenéna
mikroskopicka sklicka jsou potazena fezy tkani nebo bunkami (HEp-2 buriky (ANA), granulocyty
(ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické protilatky,
navazou se na sklicko b&hem prvni inkubace. Po odstranéni nevazaného materialu promyvacimi
kroky jsou béhem druhé inkubace navazané protilatky detekovany imunoglobuliny proti lidskym
antigenim konjugovanymi s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescencni barveni komplexu
antigen-protilatka je mozné pozorovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu.

8 Bosch X, Guilabert A, Font J. Antineutrophil cytoplasmic antibodies. Lancet 2006; 368: 404—418.
9 Holle JU, Csernok E, Gross WL. Wegener Granulomatosis. 2008; In: Diagnostic Criteria in autoimmune Diseases,
Shoenfeld Y, Cervera R, and Gershwin ME, eds. Humana Press, pp. 99-102.
10 Wwiesner O, Russell KA, Lee AS, Jenne DE, Trimarchi M, Gregorini G et al. Antineutrophil cytoplasmic antibodies
reacting with human neutrophil elastase as a diagnostic marker for cocaine-induced midline destructive lesions but not
autoimmune vasculitis. Arthritis Rheum 2004; 50: 2954—-2965.
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3. POSTUP POUZITi SOUPRAVY

Podrobné pokyny najdete v Postupu provedeni testu uvedeném v Béznych pokynech, ¢asti 12. Pfi
pouziti souprav ANCA dodrzujte nasledujici podrobné pokyny:

¢ Doba kontrastniho barveni: 30-90 sekund
o Doporuceny screeningovy titr:

> 1:20

4. INTERPRETACE

Protilatky proti cytoplazmé neutrofild (ANCA) maiji hlavni klinicky vyznam pfi hodnoceni cévnich
poruch pacienta.

Vhodny koneény titr je ten, pfi kterém sérum pacienta vykazuje jednoduchou pozitivni fluorescenci.
Slabé fluorescence s titry mezi 1:20 a 1:80 nebo neurditost co se ty€e klinickych vysledkd musi byt
ovéfena monitorovaci kontrolou. V takovém pfipadé musi byt vzorky odebirany zhruba kazdé
3 tydny a testovany podobnym zpusobem.

1:20 25 ul séra
1:40 20 pl séra
1:80 10 pl séra
1:160 10 pl séra

atd.

475 ul pufru pro vzorky

780 pl pufru pro vzorky (respektive 1:2 fedéni ,1:20%)
790 pl pufru pro vzorky (respektive 1:2 fedéni ,1:40%)
1590 pl pufru pro vzorky (respektive 1:2 fedéni ,1:80%)

+ + + +

Klasicky vzor C-ANCA vykazuje granularni homogenni cytoplazmatické barveni s minimalnim
barvenim jaderné oblasti.

Vzor P-ANCA vykazuje ostie ohrani¢ené perinuklearni barveni (neutrofily fixované etanolem) nebo
cytoplazmaticky vzor C-ANCA (neutrofily fixované formalinem).

5. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY FUNKCE

5.1. Citlivost/specifichost

Testy AESKUSLIDES® ANCA Ethanol a ANCA Formalin byly porovnany s jinymi komeréné
dostupnymi testovymi systémy nepfimé imunofluorescence vyuzivajicimi neutrofily fixované
ethanolem a formalinem. 132 sér od pacientl s diagn6zou ANCA asociované vaskulitidy a 375 sér
od pacientl s jinymi onemocnénimi (,non-healthy controls“) bylo analyzovano ru¢né a
vyhodnoceno na zékladé dvou ¢teni. Pro stanoveni pozitivnich vzorkld byla pouzita mezni hodnota
fedéni 1:20. Klinické vzorky pfedstavovaly plné spektrum autoimunitnich onemocnéni.
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PFi porovnani jsme u testu ANCA Ethanol ziskali nasledujici vysledky:

Predikat

Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 145 34
Negativni 71 257 328
Celkem 216 291 507

AESKUSLIDES®
ANCA Ethanol

Citlivost =145/216 =67,1% (95 % CI: 60,6-73,0 %)
Specificnost =257/291 =88,3% (95 % CI: 84,1-91,5 %)

PFi porovnani jsme u testu ANCA Formalin ziskali nasledujici udaje:

Predikat
Pozitivni Negativni
66 35 101

Pozitivni

AESKUSLIDES®

ANCA Formalin Negativni | 16 390 406
Celkem 82 425 507
Citlivost = 66/82 =80,5% (95 % CI: 70,6-87,6 %)

Specificnost =390/425 =91,8% (95 % CI: 88,8-94,0 %)

95% intervaly spolehlivosti jsou intervaly spolehlivosti podle Wilsonovy metody?*.

5.2. Reprodukovatelnost a presnost

Za UcCelem prokazani reprodukovatelnosti testdt AESKUSLIDES® ANCA Ethanol a ANCA Formalin
byly provedeny vnitrolaboratorni a mezilaboratorni studie a studie mezi Sarzemi. Osm vzorkl séra
bylo testovano pomoci testu AESKUSLIDES® ANCA Ethanol. U testu AESKUSLIDES® ANCA
Formalin bylo pouZito deset vzorkd. Soubor vzorkd zahrnujici negativni, nizce pozitivni, stfredné
a vysoce pozitivni vzorky reprezentujici dva rizné vzory (P-ANCA a C-ANCA) byl zpracovan ru¢né
a pomoci automatizovaného systému HELIOS® Automated IFA System a vyhodnocen na zakladé
dvou ¢teni. U vnitrolaboratornich a mezilaboratornich studii byly vzorky testovany v pribéhu péti
dnd, pfiCemz kazdy den byly na tfech studijnich pracovistich provedeny dva cykly a tfi replikaty na
cyklus. K prokazani variability mezi Sarzemi byly vzorky AESKUSLIDES® ANCA Ethanol a ANCA
Formalin testovany v deseti replikatech pomoci tfi riznych Sarzi souprav. Pozitivni a negativni
shody byly =90 %. Vzorky vykazovaly konzistentni vzory a intenzitu fluorescence ve vSech
testovanych jamkach.

1 wilson, E. B. (1927). Probable Inference, the Law of Succession, and Statistical Inference. Journal of the American
Statistical Association, 22(158), 209-212. https://doi.org/10.2307/2276774
4714
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6. LIST INTERPRETACE DAT

ANCA

Datum:

Sarze:

Fixace

C. skligka:

Pracovnik:

ethanolem: D formalinem: D

C. jamky ID Faktor F.l.
redéni

nukleoplazma

cytoplazma

autoprotilatky

poznamky

1

2

10

11

12
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7. OBSAH STANDARDNI SOUPRAVY

SKLICKA

KONJUGAT

POZITIVNI KONTROLA

soupravy

ANCA Ethanol

54.100 b S S$54.100
54.101 (Al'\Z'?aAmFecl’(r)ma”” S54.101
54.050 g'\;acn’:e'it)ha”"' S54.050
54051 ANCAFormalin o) o5y

(6 jamek)

12

12

lidské neutrofily

) 10
(fixace etanolem)

lidské neutrofily 10

(fixace formalinem)

lidské neutrofily

) 10
(fixace etanolem)

lidské trofil

idské neutrofily 10

(fixace formalinem)

C54.100

C54.101

C54.050

C54.051

IgG s modrym vickem:
roztok zbarveny lehce
do modra
Obsah: BSA, Tween,
protilatka proti lidskym
antigentm znacena
fluoresceinem (FITC)

IgG s modrym vi¢kem:

roztok zbarveny lehce
do modra
Obsah: BSA, Tween,
protilatka proti lidskym
antigenm znacena
fluoresceinem (FITC)

IgG s modrym vickem:

roztok zbarveny lehce
do modra
Obsah: BSA, Tween,
protilatka proti lidskym
antigenm znacéena
fluoresceinem (FITC)

IgG s modrym vickem:

roztok zbarveny lehce
do modra
Obsah: BSA, Tween,
protilatka proti lidskym
antigenm znacena
fluoresceinem (FITC)

1x
4,8 ml

1x
4,8 ml

1x
2,4 ml

1x
2,4ml

PC54.100

PC54.101

PC54.100

PC54.101

PC54.100

PC54.101

PC54.100

PC54.101

Kontrola vzoru ANCA — C-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacni roztok).

Kontrola vzoru ANCA — P-ANCA

S ¢ervenym vi¢kem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacni roztok).
Kontrola vzoru ANCA — C-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacni roztok).
Kontrola vzoru ANCA — P-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacni roztok).
Kontrola vzoru ANCA — C-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacni roztok).
Kontrola vzoru ANCA — P-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacni roztok).
Kontrola vzoru ANCA — C-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacéni roztok).
Kontrola vzoru ANCA — P-ANCA

S ¢ervenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:

lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 %
(konzervacéni roztok).

POZNAMKA: Zbyvaijici ¢asti souprav, tj. bézné reagencie (neg. kontrola, fixaéni médium atd.) jsou popsany nize v éasti 8 BEZNE REAGENCIE.

1x
0,5 ml

1x
0,5 ml

1x
0,5 ml

1x
0,5 ml
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8. BEZNE REAGENCIE

a. Bézné reagencie

Reagencie Mnozstvi Popis Pripravena
/lobjem k pouziti

Se zelenym vickem: bezbarvy roztok.
NCANCA Negativni kontrola 1x 05ml  Obsah: lidské sérum (nafedéné), azid sodny ANO
< 0,1 % (konzervacni roztok).

S bilym vi€kem: modfe zbarveny roztok.
Obsah: PBS, Evansova modfF.
Naredte 0,2 % Evansovu modf v poméru
1:3000 v 1x WBIFA.
Validovano k pouziti s HELMED®
MMIFA Fixa&ni médium 1x 8 ml S bilym viékem: bezbarvy roztok. ANO

Obsah: PBS, glycerin.

* EBIFA Evansova modr 0,2 % 1 x 1,5ml NE

S bilym vickem: bezbarvy roztok.

P Naredte koncentrovany pufr destilovanou
WBIFA Promyvaci pufr (10x 1x | 100 ml NE
yvact pufr (10%) vodou v poméru 1:10 (napf.: 100 ml + 900 ml).

Obsah: PBS, azid sodny (konzervacni roztok).

S bilym viékem: bezbarvy roztok.
K fedéni séra pacienta.

SBIFA Pufr pro vzorky (1x) 1x 70 ml . ANO
Obsah: BSA, PBS, azid sodny (konzervaéni
roztok).

MnoZstvi jsou uvedena na soupravu. (*) musi se objednat samostatné.
b. Nezbytné materialy, které nejsou soucasti baleni

1. Destilovana voda

2. Zkumavky k fedéni vzorku

3. Odmérna banka

4. Odmérna pipeta

5. Stopky

6. Fluorescenéni mikroskop se systémem FITC (excitacni filtr — 490 nm, bariérovy filtr — 510 nm)
7. Inkubétor

8. Miska na barveni

9. Pipetovaci Spicky

10. Kryci sklicka (24 x 60 mm)

11. Stficka

Pokud jsou informace o vyrobku, v€éetné znaceni, chybné nebo nespravné, kontaktujte
vyrobce nebo dodavatele testovaci soupravy.

7114
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9. SKLADOVANI A DOBA POUZITELNOSTI

V8echny reagencie skladujte pfi teploté 2-8 °C / 35,6-46,4 °F chranéné pred intenzivnim svétlem.
Datum expirace kazdé ¢asti je uvedeno na pfislusném Stitku. Po uplynuti data expirace reagencie
nepouzivejte. V8echny reagencie a sklicka skladujte pfi teploté 2-8 °C / 35,6-46,4 °F v jejich
puvodnich obalech. Jakmile jsou rekonstituované roztoky pfipravené, jsou stabilni po dobu
minimalné 1 tydne pfi teploté 2-8 °C / 35,6-46,4 °F. Reagencie a sklicka se mohou pouzivat
pouze do data expirace uvedeného na kazdé ¢asti.

10. BEZPECNOSTNIi OPATRENI PRI POUZIVANI

c. Udaje tykajici se zdravotnich rizik

TENTO VYROBEK JE URCEN POUZE K DIAGNOSTICKEMU POUZITI IN VITRO. Proto mohou
soupravu pouzivat pouze pracovnici specialné vyskoleni v metodach in vitro diagnostiky. Ackoli se
vyrobek nepovazuje za zvlast toxicky ani nebezpeény v podminkach zamys$leného pouZiti,
k zachovani maximalni bezpecnosti postupuijte podle nasledujicich doporuceni:

Doporuceni a bezpec¢nostni opatieni

Tato souprava obsahuje potencidlné nebezpecné Casti. Ackoli nejsou reagencie soupravy
klasifikovany jako drazdivé na oci a kiizi, doporu€ujeme nosit jednorazové rukavice a vyhnout se
kontaktu s o€ima a kuzi.

Veskery material lidského plvodu pouzity pro nékteré reagencie této soupravy (napf. kontroly) byl
testovan schvalenymi metodami a shledan negativnim na HBsAg, hepatitidu C a HIV. Zadny test
v8ak nemuze zcela zaruc€it nepfitomnost virovych agens v tomto materialu. S kontrolami souprav
a vzorky pacientl proto zachazejte v souladu se statnimi pozadavky, a jako kdyby mohly pfenaset
infek€éni onemocnéni. Souprava obsahuje material zvifeciho plvodu (BSA, imunoglobulin), jak je
uvedeno v obsahu. Zachézejte s ni v souladu se statnimi pozadavky.

d. Obecné pokyny k pouziti
1. Nepipetujte usty. Pfi manipulaci se soupravou nekufte, nejezte ani nepijte.
Nemichejte reagencie s reagenciemi s odliSnym &islem Sarze ani je jimi nenahrazujte. Mohlo by
to vést k odchylkam ve vysledcich.
Po pouziti uchovavejte vSechny barky zaviené, aby nedoslo k bakterialni kontaminaci.
VSechny roztoky vzdy pipetujte pomoci novych sterilnich pipetovacich Spicek.
Casti nikdy nevystavujte vy3$im teplotdam nez 37 °C / 98,6 °F (krom& MMIFA).
Béhem celé doby postupu davejte vzdy pozor, aby jamky sklicka nevyschly.
Skli¢ka nikdy nevystavujte mrazu.

n

No ok

Kazda laborator si musi stanovit vlastni interni kontroly pro vlastni techniky, kontroly,
vybaveni a populaci pacientd podle zavedenych postupd.

Konkrétni klinicka diagnéza nesmi byt zalozena pouze na vysledcich provedeného testu.
Musi byt stanovena lékafrem po zhodnoceni vS§ech klinickych a laboratornich nalezu.

Pokud hodnoty kontrol nesplriuji kritéria, test je neplatny a musi se opakovat. Je tfeba zkontrolovat
nasledujici technické zalezitosti: Data expirace (pfipravenych) reagencii, skladovaci podminky,
pipety, prostfedky, fotometr, inkubacni podminky a zplsoby promyvani. Pokud testované polozky
vykazuji abnormalni hodnoty ¢&i jakykoli druh odchylky nebo pokud nejsou bez opodstatnéného
ddvodu splnéna kritéria validace, kontaktujte mistniho zastupce.
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11. ODBER VZORKU, MANIPULACE S NIMI A JEJICH SKLADOVANI

Priprava vzorku: Idealni je pouzivat ¢erstvé odebrané vzorky séra. Odbér krve se musi provést
podle statnich pozadavku. Vzorky krve odeberte asepticky.

Lipemické, ikterické, hemolyzované nebo mikrobialné kontaminované vzorky mohou zpUsobit
interferenci.

Séra s Casticemi se musi vycistit odstfedénim nizkou rychlosti (< 1000 x g). Vzorky krve se musi
odebirat do Cistych, suchych a prazdnych zkumavek. Po separaci se vzorky séra musi pouZit
bé&hem prvnich 8 hodin, respektive jsou-li pevné uzaviené, je mozné je skladovat az 48 hodin pfi
teploté 2-8 °C / 35,6-46,4 °F nebo zmrazené pfi teploté —20 °C / -4 °F po delSi dobu. Vzorky
opakované nezmrazujte a nerozmrazuijte.

12. POSTUP TESTU

e. Priprava pred pipetovanim
Pokud chcete dosahnout optimalni vykonnosti testu, nechte pfed pouzitim vSechny ¢asti dosahnout
pokojové teploty (20-26 °C / 68-78,8 °F), dobfe zamichejte a postupujte podle doporuceného
schématu inkubace.

1. Ptiprava promyvaciho pufru: Nafedte koncentrovany pufr destilovanou vodou v poméru 1:10.

2. Redéni vzorki: Nafedte séra pacienta (screeningovy titr viz ast Postup pouZiti soupravy

v souladu s ozna€enim vyrobku, ktery pouzivate) pomoci pufru pro vzorky (1x). U souprav HEp-

2, nDNA, rLKS, EMA atd. mohou byt titry odliSné.

Kontroly jsou pfipraveny k pouziti.

4. Pripravte protokol: Listy interpretace dat jsou k dispozici v ¢asti Postup pouziti soupravy podle
oznaceni vyrobku, ktery pouzivate.

5. V pfipadé zvySené viskozity a/nebo neprihlednosti je tfeba reagencii fixacniho média (MMIFA)
pfed pouzitim zahfat na 15 minut ve vodni lazni pfi teploté 56 °C / 132,8 °F a poté pockat, az
dosahne pokojové teploty (20-26 °C / 68—78,8 °F). Po tomto postupu Ize zahfatou reagencii
pouzivat az 21 po sobé jdoucich dnd, a to za pfedpokladu, Ze je skladovana pfi teploté 2-8 °C /
35,6-46,4 °F, jak je uvedeno na §titku reagencie a v navodu k pouziti.

w
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f. Provedenitestu

Popis kroku

1 Vytahnéte pozadovana skliCcka z obalu a oznaéte je. Nedotykejte se jamek. Nenechte
" skli¢ka vyschnout.

Pripravte inkubator: Do inkubatoru dejte maly objem deionizované nebo destilované vody
a vlozte sklicka na podpéry inkubatoru.

Sklicka inkubujte pfi pokojové teploté ve vihkém inkubatoru 30 minut £ 10 minut.
U konjugatu pouzijte stejné inkubacni doby.

2. Prvni inkubace: Do pfisludnych jamek napipetujte piiméfeny objem kazdého nafedéného
séra a kontrol (pfipraveny k pouziti). Snazte se pipetou pfimo nedotykat povrchu skli¢ka.
Zkontrolujte, zda je kazda jamka Uplné zakryta odpovidajicim sérem. Je dllezité pouzit tolik
testovaného materialu, kolik je potfeba k Uplnému zakryti jamky. Ale dbejte na to, aby
kapalina mezi jamkami neproudila. Mohlo by to vést k nespravnym vysledkam.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stfiCky kratce oplachnéte
promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky.
POZNAMKA: Aby nedo$lo ke zkfizené kontaminaci naklorite sklicko nejprve smérem
k jedné fadé, opatrné nechte téct promyvaci pufr podél stfedu sklicka a odtéct dolnim
okrajem skli¢ka. Poté naklonte sklicko smérem k dalSi fadé a postup opakujte. Nechte
promyvaci pufr odtéct v misté, kde se nyni nachazi dolni okraj skli¢ka. Sklicka omyvejte
3. 10 minut promyvacim pufrem v misce na barveni sklicek. Davejte pozor, aby nedoSlo
k pfimému kontaktu pevnych ¢asti a substratu. Pokud chcete docilit optimalnich vysledkd,
pufrovaci roztok jednou za 5 minut vymérite.

Vytahnéte sklicka z misky na barveni a opatrné odstrante prebytecny promyvaci pufr.

POZNAMKA: Je dilezité, abyste nenechali jamky sklicka béhem postupu vyschnout. Mohlo
by dojit k poSkozeni substratu. Zadnym zpisobem sklicko neodsavejte ani nesuste ani ho
nenechavejte ustat bez reagencie fluorescencni protilatky déle nez nékolik sekund.

Druha inkubace: Po postupu promyti vratte sklicko ihned do inkubatoru, zakryjte kazdou
4. jamku odpovidajicim mnozstvim konjugatu FITC a zkontrolujte, zda je jamka UpIné zakryta.

Skli¢ka inkubujte pfi pokojové teploté v temnu 30 minut £ 10 minut.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stfiCky kratce oplachnéte
promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky. Sklicka omyvejte 10 minut

" promyvacim pufrem v misce na barveni skli¢ek. Pokud chcete docilit optimalnich vysledkd,
pufrovaci roztok jednou za 5 minut vymérite.

*Volitelné kontrastni barveni: Nafedte kontrastni barvivo (Evansova modf) promyvacim

pufrem v poméru 1: 3 000 a dobfe promichejte. Kontrastni barveni vylijte do misky na

barveni a inkubujte v ni skli¢ka. Konkrétni inkubacni dobu najdete v Casti Postup pouziti

soupravy podle oznaceni vyrobku, ktery pouzivate. Evansova modf pokryje nespecifickou
" fluorescenci pozadi.

Po uplynuti inkubacni doby sklicka vyjméte a kratce oplachnéte promyvacim roztokem.

Odstrante prebytecny promyvaci roztok. Zadnym zplsobem sklicko neodsavejte ani

nesuste.

Fixaéni médium: Pfidejte odpovidajici objem fixaéniho média podél stfedu kazdého
' skliCka. Kryci sklicko umistujte opatrné, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin.

Cteni: Sklicka prohlédnéte ihned pfi celkovém 400-800 nasobném zvétSeni pomoci
" fluorescenéniho mikroskopu (excitacni filtr — 490 nm, bariérovy filtr — 510 nm).
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g. Pracovni postup
Kontroly / pfedfedéné vzorky WASHB WASHB o
[N ]
30 = 10 min 2 X bmin
CONJ WASHB WASHB o
OCD
30 £ 10 min 2 X 5min
DYE WASHB SEAL 9
\ -
oo —7
OO
3 -5 min
* 30-90 sec
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13.

rv s

RESENI POTIZi

CHYBA | MOZNE PRIGINY Resen

Nizka
hustota
bunék

Nerovnomérn
a
fluorescence

Diftizni obraz

Mala nebo
zadna
fluorescence

Fluorescence
pozadi

o Lyza bunék po dlouhotrvajicim
kontaktu s deionizovanou vodou.

e Pufr byl nastfikan pfimo na
substrat do jamky.
Proteolytické enzymy napadly substrat.

Sérum je zaschlé v jamkach,
fluorescence silngjsi na okraiji.

Sérum nezakryva testovaci jamku.

ZKkFizena reakce mezi jamkami.

Oznaceni sklicka voskovou tuzkou
vytvaFi na skli¢ku film.

Mikroskop neni spravné nastaveny.

Sklicko bylo inkubovano v chladniéce
bez zakryti.

I.F. mikroskop je Spinavy. Mozné
poskrabani ¢ocky.

Konjugat a sklicka byly rozmrazeny
a znovu zmrazeny.

Nafedéné kontroly.

e Bakterialni kontaminace séra nebo
konjugatu.
e Mikroskop neni nastaveny.

¢ Hodnota pH promyvaciho roztoku
je prili$ nizka (hodnota pH
7,4+0,2).

Konjugat FITC byl vystaven svétlu.

e Nespravné promyti.

e VysuSené sklicko.

e Lipemick4, hemolytick& séra.
e Chyba mikroskopu.

Postupuijte podle doporu¢eného
promyvaciho postupu.

Inaktivni sérum.

Vzdy inkubujte ve vlhkém prostfedi.

Pouzijte dostate¢ny objem
testovaného materialu.

Pfi prvni inkubaci dejte pozor, aby
nedos$lo k proudéni kapaliny mezi
jamkami.

Pouzijte oby&ejnou (nevoskovou)
tuzku.

Zkontrolujte nastaveni UV lampy.

Utésnéte skli¢ko lakem na nehty nebo
parafinovym voskem.

Mikroskop vycistéte podle pokyn.

Konjugat a sklicka skladujte pfi teploté
2-8 °C/ 35-46 °F.

Nahlédnéte do pokynu, pouzijte
kontroly soupravy pfipravené k pouziti.

Zkontrolujte podminky.

Konjugat skladujte chranény pred
svétlem.
¢ Nahlédnéte do pokynu
k promyvani.
e Nenechte sklicko vyschnout.
o Pouzivejte pouze Cerstva séra.

e Zkontrolujte, zda mate spravny
filtr/objektiv.
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14. REGULACNIi SYMBOLY

IVD

- Diagnosi in vitro

- For in vitro diagnostic use

- Pour diagnostic in vitro

- Para uso diagnostico in vitro

- In-vitro-Diagnostikum

- In Vitro AlayvwoTiko HECO

- Para uso Diagndstico in vitro

- Numero d’ordine

- Cataloge number

REF

- Référence Catalogue

- Numéro de catalogo

- Katalognummer

- ApIBudG napayyeAiag

- NUmero de catalogo

LOT

- Descrizione lotto - Lot

- Lot - Lote

- Chargen Bezeichnung - XapakTtnpiopog napTidag
- Lote

UDI

- Identificatore univoco del dispositivo

- Unique device identifier

- Identifiant unique de I'appareil

- Identificador Unico del dispositivo

- eindeutige Produktidentifizierung

- Movadikd avayvwpIoTIKO GUOKEUNG

- Identificador Unico do dispositivo

Ce

- Conformita europea

- EC Declaration of Conformity

- Déclaration CE de Conformité

- Declaracion CE de Conformidad

- Europaische Konformitét

- Eupwnaikr cupewvia

- Declaragdo CE de conformidade

- Rispettare le istruzioni elettroniche per I'uso

- See electronical instructions for use

elfy - Voir les instructions d'utilisation électronigue - Siga las instrucciones electrénicas de uso
WW CO“\ - Elektronsiche Gebrauchsanweisung beachten - AKOAOUBNOTE TIG NAEKTPOVIKEG 0dNYiEG XpProNng
W.AESKY. - Seguir as instrugbes electrénicas de utilizagdo
- Da utilizzarsi entro - Use by
- Utilise avant le - Utilizar antes de
- Verwendbar bis - Xpron ueéxp!
- Utilizar antes de
o - Conservare a 2-8°C (35.6-46.4°F) - Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)
+8°C - Conserver a 2-8°C (35.6-46.4°F) - Conservar a 2-8°C (35.6-46.4°F)
£2°C - Lagerung bei 2-8°C (35.6-46.4°F) - ®ulaooeTal oToug 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Conservar entre 2-8°C (35.6-46.4°F)

wl

- Prodotto da

- Manufactured by

- Fabriqué par

- Fabricado por

- Hergestellt von

- KataokeualeTal ano

- Fabricado por

DYE

- Colorante Blue-Evans

- Evans-Blue Dye

- coloration au Bleu Evans

- Colorante Azul de Evans

- Evans-Blue Férbelosung

- Evans Blue

- Evans Blue

- Controllo positivo

- Positive Control

CONTROL[ +

- Controle Positif

- Control Positivo

- Positiv Kontrolle

- OETIKOG 0pOG EAEYXOU

- Controlo positivo

- Controllo negativo

- Negative Control

CONTROL| -

- Contrble Négatif

- Control Negativo

- Negativ Kontrolle

- ApvNTIKOG 0pOG EAEYXOU

- Controlo negativo

SEAL

- Mezzi di montaggio

- Mounting media

- milieu de montage

- Medio de montaje

- Mounting Medium

- Méoo poviponoinong

- Meio de montagem

- Coniugato - Conjugate
- Conjugé - Conjugado

CO N J - Konjugat - Suleuypa
- Conjugado

<=

- Vetrino per microscopio

- Microscope slide

- lame de microscope

- Portaobjetos

- Objekttréager

- AVTIKEINEVOPOPO MAaKidIo

- Lamina

- Tampone di lavaggio

- Wash Buffer

WASHB [10x

- Tampon de Lavage

- Solucién de lavado

- Waschpuffer

- PuBpioTiko didAupa nAlong

- Solucdo de lavagem

SB [1x

- Tampone di campione

- Sample Buffer

- Tampon de Echantillons

- Solucién de muestras

- Probenpuffer

- PuBpIoTIKO didAupa SelypaTwyv

- Solugdo para amostras
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- Numero di determinazioni

- Number of determnations

- Nombre de déterminations

- Nimero de determinaciones

- Anzahl der Prifungen

- ApIBHOG NpoadiopIoHMOV

- Nimero de determinagdes

- Non riutilizzare

- Do not reuse

- Ne pas réutiliser

- No reutilizar

- Nicht wiederverwenden

- Mnv enavaypnoiygonoleite

- N&o reutilizar

/
\\

|69

N
%

- Proteggere dall'esposizione alla luce

- Protect from exposure to light

- Protéger de I'exposition a la lumiére

- Proteger de la exposicién a la luz

- Vor Sonnenlicht schiitzen

- MpooTacia anod Tnv €kBean OTO PWG

- Proteger da exposigdo a luz

‘

Sy

- Conservare all'asciutto

- Store dry

- Stocker au sec

- Almacenar en seco

- Trocken aufbewahren

- AnoBnkeuaoTe Enpa

- Armazenar em local seco

@ |9

- Non utilizzare se la confezione & danneggiata e
consultare le istruzioni per I'uso

- Do not use if package is damaged and consult
instructions for use

- Ne pas utiliser si I'emballage est endommagé et
consulter le mode d'emploi.

- No utilizar si el envase esta dafiado y consultar las
instrucciones de uso

- Nicht verwenden, wenn die Verpackung beschadigt ist,
und Gebrauchsanweisung beachten

- Mnv XpnOIUONOIEITE €GV N CUOKEUACIA €XEI UNOOTEI
Znuia kar cUPPBOUAEUTEITE TIG 0dnYieg Xprong.

- N&o utilizar se a embalagem estiver danificada e
consultar as instrugdes de utilizagdo
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