ANTI-NUKLEARNI PROTILATKY HEp-2 (ANA-HEp-2)

KOD 44509
120 testu

KOD 44508
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KOD 44108
24 testl

KOD 44546 10 x 6 testd KOD 44547 10 x 12 testd

SKLADOVANI PRI 2-8 °C

Reagencie pro kvalitativni stanoveni anti-nuklearnich protilatek
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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ANTI-NUKLEARNI
PROTILATKY HEp-2
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Nepfima imunofluorescence
HEp-2 BUNKY

PRINCIP METODY
Anti-nuklearni protilatky (ANA) ze séra se vazi na odpovidajici
antigeny pfitomné v HEp-2 burnkach. Vysledny komplex antigen-
protilatka je detekovan anti-human imunoglobulinem znacenym
fluoresceinem. Vyhodnoceni se provadi pomoci fluorescenéniho
mikroskopu?.

OBSAH
Kod 44108 | Kod 44508 | Kod 44509
Sklicka 4 x6testd | 10 x 6 testd| 10 x 12 testy
B. [PBS (10x) 1x100mL [1x100mL | 1x 2100 mL
C+ |ANA-Ho poz. kontrola | 1x0,3mL | 1x0,3mL | 2x0,3mL
C- |Negativni kontrola 1x0,3mL | 1x0,3mL | 2x0,3mL
IgG FITC/Evans 1x3mL 1x3mL 2x3mL
E. |Montovaci médium 1x3mL 1x3mL 1x3mL
Absorpéni papir 1x4 1x10 1x10
Kod 44546 Kod 44547
|A. | skitka 10x6 testd 10x12 testd
SLOZENI

A. Sklicka: HEp-2 buriky v kazdé jamce.

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

C+. ANA-Ho pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahujici anti
nuklearni protilatky (ANA) homogenniho obrazu, azid sodny
0,95 g/L.

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

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

E. Montovaci médium: Mowiol, glycerol, Tris,
azid sodny 0,95 g/L.

F. Absorpcni papir

Lidské séra pouZita pfi 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 bunécnych

kulturach, jako je poSkrabani nebo sloupnuti.
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POMOCNE REAGENCIE
- Pro kédy 44108, 44508 a 44509 neni tfeba dalSich reagencii.
- Pro kédy 44546 a 44547 je tfeba objednat nasledujici reagencie:
B. PBS (10x) (kod 44592)
D. IgG FITC/Evans konjugat (kéd 44697-3 ml, nebo 44834-10 ml)
E. Montovaci médium (kéd 44694)
ANA Pozitivni kontroly pro diferenciaci onemocnéni:
C+. ANA-Ho pozitivni kontrola (kod 44502).
C+. ANA-Sp pozitivni kontrola (kdd 44503): Lidské sérum
obsahuijici Anti-nuklearni protilatky (ANA) se zrnitym zobrazenim,
azid sodny 0,95 g/l.
C+. ANA-Nu pozitivni kontrola (kod 44504): Lidské sérum
obsahujici Anti-nuklearni protilatky (ANA) s nukleolarnim
zobrazenim, azid sodny 0,95 g/l.
C+. ANA-Ce pozitivni kontrola (kéd 44585): Lidské sérum
obsahuijici Anti-nuklearni protilatky (ANA) s centromerovym
obrazem, azid sodny 0,95 g/l.
C-. Negativni kontrola (k6d 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. VSechny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené
k pfimému pouziti.

DOPLNUJICI VYBAVENI
- Zvihéovaci komurka
- Promyvaci nadoba
- Kryci sklicka 24 x 60 mm
- Fluorescenéni mikroskop s excitanim 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.
Sérum zfedte 1/80 v PBS (Viz. pfiprava reagencie). K fitraci
pozitivnich vzork(l fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz zacnete
fedénim 1/160.

Ackoliv jsou zde uvedena doporucena fedéni, kazda laboratof by si

meéla stanovit sva vlastni podle populaéni charakteristiky.

PRACOVNI POSTUP
Vytemperujte reagencie a vzorky na pokojovou teplotu.
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. Inkubujte sklicka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30 °C) uvnitf
zvlh¢ovaci komurky.

I

4. Naklonte sklicko a opatrnym poklepavanim o filtraéni papir

odstranite pfebytecné kapky vzorku. Zabrarnte zkfizené
kontaminaci.

5. Oplachnéte kratce vlehkém proudu PBS (viz. pfiprava
reagencie) (Pozn. 2).

6. Sklicka dukladné promyijte v nadobé obsahujici PBS po dobu 5
minut. Poté PBS vyménte a promyvani zopakujte.
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7. Opatrné sklicko osuste s pouzitim specialniho absorpéniho
papiru. Jamky nevysusujte, musi zUstat vlhké 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 zvlh¢ovaci
komdrce.

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

10. Pridejte do kazdé jamky nékolik kapek reagencie E a opatrné
prikryjte krycim skli¢kem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

ODECITANI
Sklicka vyhodnocujte s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu
(zvétSeni 250-400 x). Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocujte
okamzité. Pro odecet zvolte ¢ast zorného pole mezi stfedni a krajni
zonou v Casti se stejnomérnou vzdalenosti mezi burfikami a se
stejnomérnou jasnosti jader. Intenzita fluorescence v okrajich a ve
stfedu neni charakteristicka.

Najdete-li specificky fluorescenéni obraz, ktery je nize popsan, pfi
doporuceném fedéni vzorku, Ize mluvit o pozitivhim vysledku.

ANA: Existuje nékolik rGznych nuklearnich a cytoplazmatickych
fluorescencnich zbarveni vzoru, které jsou povazovany za pozitivni
vysledek ANA testu. Rdzna zbarveni vzord muzou koexistovat ve
stejném vzorku séra. Vzory mohou byt modifikovany vlivem nafedéni
séra. Hlavni anti nuklearni vzory jsou popsany nize a jsou v souladu
s nomenklaturou ICAP (Mezinarodni konsensus o ANA vzorech)?.
AC-1 Nuklearni homogenni: Homogenni, rovhomérna fluorescence
v celé nukleoplazmé. Jadérka mohou byt zbarvena, nebo
bezbarevna, v zavislosti na bunéfném substratu. Mitotické buriky
(metafaze, anafaze a telofdze) maji chromatinovou hmotu
homogenni, €irou a intenzivné zbarvenou.

AC-3 Centromerovy: Oddélené, hrubé skvrnky (40-80/buriku)
rozptylené v interfazi bunék a vyrovnané v jedné roviné v
chromatinové hmoté mitotickych bunék, napf. anti-CENP B.

AC-4 Nuklearni jemné zrnity: Jemné drobné skvrnky v celé
nukleoplazmé. Jadérka mohou byt zbarvena nebo nezbarvena.
Mitotické buriky (metafaze, anafaze, telofaze) nemaji chromatinovou
hmotu zbarvenou, napf. anti—-SS-A/Ro, anti-SSB/La.

AC - 5 Nuklearni hrubé zrnity: Hrubé skvrnky v celé nukleoplazmé.
Jadérka mohou byt zbarvena nebo nezbarvena. Mitotické buriky
(metafaze, anafaze, telofaze) nemaji chromatinovou hmotu
zbarvenou, napf. anti-Sm, anti-ULRNP.

AC-8 Homogenni nukleolarni: Difuzni fluorescence celého jadérka,
zatim co metafazova desti¢ka se zobrazuje jako nevybarvena, napf.
anti-PM-Scl, anti-Th/To.

AC-9 Hrudkovity nukleolarni: Nepravidelné vybarveni jadérek a
Cajalovych télisek s peri-chromozomalnim vybarvenim
metafazovych desti¢ek, napf. anti fibrillarin.

AC-21 Cytoplazmaticky retikularni/AMA: Hrubé, zmité, viaknité
zbarveni probihajici celou cytoplazmou, napf. anti-mitochondrialni
protilatky.

Pozitivni séra mohou byt titrovana. Titr séra je definovan jako
nejvyS8Si fedéni vykazujici pozitivni vysledek. V pfipadé, Ze neni
pozorovano vySe uvedené specifické zbarveni/fluorescence,
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vysledek testu by se mél povazovat na tyto autoprotilatky za
negativni.

KONTROLA KVALITY
Aby se verifikovala spravnost postupu zkousky, méla by byt
Pozitivni (C+) a negativni kontrola (C-) testovana spole¢né se
vzorkem pacienta za pfedpokladu, Zze byla zakoupena se soupravou
(ko6d 44108, 44508 nebo 44509).
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 napravnd jednani, kdyZz Kkontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU
IgG FITC/Evans a IgG FITC konjugat je kalibrovan proti WHO
Mezinarodnimu standardu pro FITC znacdeny ovéi anti-human
imunoglobulin.
Specifita ANA - Ho pozitivni kontroly byla ovéfena proti
referenénimu séru AF/CDC1 z Centra pro infekéni kontroly.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

ANA: Senzitivita anti nuklearnich protilatek poukazuje z vice nez 95

% na Systémovy lupus erythematodes, ackoliv specifita je velmi

nizka3.

- Nuklearni homogenni (AC-1): Svéd¢i na Systémovy lupus
erythematodes.

- Nuklearni zrnity (AC-4, AC-5): Vysoka pravdépodobnost
systémového lupusu erythematodes kombinovana s pojivovym
tkanovym onemocnénim, Sjogrentv syndrom, polymyotitida nebo
sklerodermie.

— Nukleolarni (AC-8, AC-9): Priblizné 50-70 % pacientd
s pfekryvajici se sklerodermii a polymyotitidou/dermatomyotitidou.
Tento obraz Ize nalézt u vice nez 33 % pacientl se systémovou
sklerodermii, specialné viak pfi renalnich komplikacich®.

- Centromerovy (AC-3): protilatky proti centroméram se nachazi u
pacientll se systémovou sklerézou, zvlasté u kozni formy
onemocnéni (80 %). Tyto protilatky Ize ob€as nalézt u nékterych
pojivovych onemocnéni 4,

- Mitochondrialni (AC-21): Casty u pacientdl s primami biliarni
cirhdzou, systémovou sklerézou a vzacné pfi jinych autoimunitnich
revmatickych chorobach.

Souprava BioSystems ANA protilatek byla testovana na 140

sérech pacientd sruznym autoimunitnim onemocnénim:
Systémovy  lupus  erythematodes, Sjogrendv  syndrom,
sklerodermie, CREST syndrom, dermatopolymyozitida,

revmatoidni artritida, autoimunitni hepatitida a primarni biliarni
cirh6za. Dale byla testovana na zdravych darcich. Vysledky
vykazuji diagnostickou senzitivitu od 98,3 % a specifitu od 93 %
pro vSechna autoimunitni onemocnéni.

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

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

revize ¢eského prekladu 04/2025/VS

EN ISO 13485 and EN ISO 9001 standards



BioSystems

ANTI-NUKLEARNI PROTILATKY HEp-2 (ANA-HEp-2)

REAGENTS & INSTRUMENTS

KOD 44108 KOD 44508 KOD 44509 ANTI-NUKLEARNI
24 testu 60 testu 120 testl .
PROTILATKY HEp-2
KOD 44546 10 x 6 testd KOD 44547 10 x 12 test (ANA-HED-Z)
SKLADOVANI PRI 2-8 °C Nepfima imunofluorescence
Reagencie pro kvalitativni stanoveni anti-nuklearnich protilatek H Ep-2 BUNKY
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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