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ANA-HEp-2

ZAMYSLENE POUZITI

Test AESKUSLIDES® ANA-HEp-2 je nepfimy imunofluorescencni test k detekci jadernych a/nebo
cytoplazmatickych autoprotilatek v lidském séru.

Test slouzi jako nastroj v diferencialni diagnostice systémovych revmatickych onemocnéni, jako
jsou systémovy lupus erythematodes (SLE), smiSena onemocnéni pojivové tkané (MCTD),
sklerodermie, Sjogrenlv syndrom (SS), polymyozitida a dermatomyozitida.

KLINICKE POUZITI

Antijaderné protilatky (ANA) namifené proti riznym jadernym a cytoplazmatickym antigenim se
u systémovych revmatickych onemocnéni vyskytuji s vysokou frekvenci, a jsou tak dualezitym
nastrojem k diferencialni diagnostice. Napfiklad protilatky SS-A (Ro) a SS-B (La) jsou spojovany se
Sjogrenovym syndromem (SS) a anti-dsDNA (anti-nDNA), anti-SM, anti-histon a anti-nukleozomy
jsou spojovany se SLE (systémovy lupus erythematodes). Protilatky anti-RNP jsou spojovany se
smiSenym onemocnénim pojivové tkané (MCTD) a SLE, protilatky anti-Scl-70 se sklerodermii
(progresivni systémovou skler6zou [PSS])), protilatky anti-Jo-1 s polymyozitidou
a dermatomyozitidou a protilatky proti centromeram se syndromem CREST. Podrobné informace
najdete v ¢asti 4 nize.

Nepfimy imunofluorescenéni test (IFT) na eukaryotickych bunkach, napf. HEp2, je zavedena
metoda k detekci ANA. Ackoli je IFT citlivy test, je pfi testovani velkého poctu vzork( pacientt
pracny aje zatizen chybami zpusobenymi lidskou interpretaci a variabilitou fluorescenéniho
mikroskopu. Specificita jednotlivych protilatek musi byt stanovena specifi¢téjSim testovanim,
napfiklad pomoci testd ELISA nebo imunoblotl, s pouzitim specifickych cilovych antigent pro
jednoduché a spolehlivé rozliSeni ANA.

Charakterizace antigenu: HEp-2 bunky
Zkrizena reaktivita: Zkfizené reaktivity nejsou znamy.

Detekce protilatek je zaloZena na principu nepfimého imunofluorescenéniho testu (lIFA). Sklenéna
mikroskopicka sklicka jsou potazena fezy tkani nebo bunfkami (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazou se béhem prvni inkubace. Po odstranéni nenavazaného 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 fluorescenénim mikroskopem.
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3. POSTUP POUZITi SOUPRAVY

Podrobné pokyny najdete v oddile Postup testu uvedeném v ¢asti 11 VSeobecného navodu. Pri
pouziti souprav ANA-HEp-2 dodrZujte nasledujici podrobné pokyny:

= Doba kontrastniho barveni: 30 az 90 sekund
= Doporu€eny screeningovy titr:

> 1:80 pro vzorky dospélych

» 1:40 pro pediatrické vzorky

4. INTERPRETACE

HEp-2 je lidska epitelialni burika kultivovana z tkané pacienta s karcinomem hrtanu. Substrat
umoznuje homogenni rist bunék a neobsahuje Zzadné extracelularni pomocné latky. Pro hodnoceni
vzork( maji velky vyznam mitotické buriky, protoze Ize pfesnéji definovat vzory jadra.

Vhodny konecny titr je ten, pfi kterém sérum pacienta vykazuje jednoduchou pozitivni fluorescenci.

Hodnoceni se musi vzdy provést s pozitivni nebo negativni kontrolou. Slabou fluorescenci
buné&nych jader s titry mezi 1:40 (déti) a 1:80 (dospéli) nebo neurditost klinickych vysledkd je tfeba
ovéfit prostfednictvim kontrol. V takovém pfipadé musi byt vzorky odebirany pfiblizné kazdych
6 tydnua a testovany podobnym zplsobem.!

4.1. Vzory jaderné membrany
4.1.1. Vzor hladka jaderna membrana

Hladk&d homogenni prstencovita fluorescence jaderné membréany v interfaznich burikach. Nékteré
vzorky se silnymi protilatkami mohou vyvolat dojem barveni celych jader. Podobny vzor je
pozorovatelny iubunék v telofazi. Ubunék v metafazi je fluorescence difuzné lokalizovana
v cytoplazmé a chromozomalni material neni zbarven.

4.1.2. Vzor péry v jaderné membrané

PfreruSovana fluorescence s péry podél jaderné membrany. Pfi zaostfeni pres jadro je na povrchu
celého jadra pozorovatelné barveni s pory.

Podobny vzor je pozorovatelny i v telofazi. V metafazi je fluorescence difuzné lokalizovana po celé
cytoplazmé. Nékteré vzorky se silnymi protilatkami mohou vyvolat dojem barveni celych jader.

1 wiik A. Scand J Rheumatol 2005; 34:260-8.
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4.2. Vzory jadra
4.2.1. Vzor homogenni jadro

Rovnhomérna difuzni fluorescence pokryvajici celou nukleoplazmu, nékdy zvyraznéna na periferii
jadra, mlze byt spojena s riznymi protilatkami zamérenymi pfedevS§im na soucéasti chromozomu
(DNA, histony). V nékterych pfipadech Ize pozorovat intenzivnéji barveni vnitfniho okraje jadra
(jaderny okraj).

U nékterych vzorkd se mize vyskytnou dalSi periferni nukleolarni barveni. Nukleolarni barveni je
variabilni. V metafazi je vidét homogenni nebo periferni barveni chromatinu.

Lze rozlisit dva mirné odliSné vzory barveni:

= vzor homogenni jadro s homogennim nukleolarnim barvenim,

» vzor homogenni jadro s negativnimi nukleoly.

4.2.2. Vzor jadro se skvrnami

Existuje mnoho rlznych vzoru jadra se skvrnami, ale m{ze byt obtizné je rozliSit. S dostatec¢nou
presnosti Ize rozliSit sedm vzorl. U Sesti z téchto vzord jsou chromozomy v metafazi negativni
a u vzoru centromera jsou pozitivni.

4.2.3. Vzor jadro s velkymi skvrnami (jaderna matrix)

Variabilni velké skvrny po celé nukleoplazmé, dfive oznaCované jako barveni ,jaderné matrix",
pravdépodobné zplsobené barvenim interchromatinovych granul. Nukleoly jsou negativni.
Cytoplazma v metafazi a telofazi vykazuje difuzné lokalizované skvrny a negativni chromatinové
desticky.

4.2.4. Vzor jadro s hrubymi skvrnami

Husté rozmisténé, rizné velké skvrny, obvykle spojené s vétSimi skvrnami, po celé nukleoplazmé
interfaznich bunék. Nukleoly jsou negativni. Cytoplazma v metafazi a telofazi obsahuje skvrny
s kondenzaci kolem chromatinové destiCky, ktera je negativni. Tento vzor je nejvice spojen
s barvenim spliceozomu.

4.2.5. Vzor jadro s jemnymi skvrnami

Barveni s rovhomeérné rozlozenymi jemnymi skvrnami je nékdy velmi husté, takze vznika témér
homogenni vzor. Nukleoly mohou byt pozitivni (zejména u protilatek anti-SSB/La) nebo negativni.
Cytoplazma bunék v metafazi vykazuje jemné skvrny a kondenzaci kolem chromatinovych desticek,
které jsou samy o sobé negativni. Nukleoly bunék v telofazi mohou byt pozitivni, nékdy se barvi
siln&ji nez buriky v interfazi.

4.2.6. Vzor zrnity Scl-70-like / Topo I-like

Rovnomérné jemné zrnité barveni nukleoplazmy a chromozomalnich oblasti bunék v metafazi
a telofazi, ¢asto se zvyraznénymi pozitivnimi nukleoly. Pfi mensim zvétSeni mlze barveni vypadat
homogenné. Toto barveni se neprojevuje pouze u anti-Scl-70 pozitivnich sér.
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4.2.7. Vzor jadro s pleomorfnimi skvrnami

Jadra proliferujicich bunék (S faze) vykazuji rGzné skvrny, od jemnych az po velmi hrubé
nepravidelné skvrny nukleoplazmy (10-50 % bunék, v zavislosti na bunéfném preparatu).
U nékterych bunék se barvi i nukleoly. Bunky v klidové fazi (G faze) a v metafazi jsou negativni.
Tento vzor je také znamy jako vzor anti-PCNA (antiproliferacni bunécny jaderny antigen), ktery
muze byt pozorovan ve spojeni s jinymi vzory.

4.2.8. Vzor centromera

SpiSe rovnomérné diskrétni skvrny rozmisténé po celém jadife (40—60 skvrn na jadro). Bunky
v telofazi a metafazi vzdy vykazuiji tyto skvrny v kondenzovaném chromozomalnim materiélu. Tento
vzor je vytvafen protilatkami proti kinetochordm chromozomu, které mohou rozpoznavat nékolik
centromerovych proteint (CENP-A, B, C, D, E).

4.2.9. Cetné jaderné tecky (NSp-1)

5-10 teCek na jadro barvi jaderné substruktury, ¢asto nazyvané PML téliska (z dlvodu jejich
vyrazné exprese u promyelocytarni leukemie). Chromozomy bunék v metafazi atelofazi jsou
negativni.

4.2.10. Ojedinélé jaderné tecky (Cajalovo télisko)

2—6 teCek na jadro umisténych v nukleoplazmé, €asto v blizkosti nukleold. Nedochazi k barveni
chromatinovych desti¢ek v metafazi ani telofazi.

Nukleolarni vzory
4.3.1. Vzor homogenni nukleolarni

Vykazuje difuzni rovnomeérnou fluorescenci celého nukleolu a nedochazi k barveni chromozomu.

4.3.2. Vzor chomackovity nukleolarni

Jasné seskupena vétsi granula odpovidajici vzhledu fibrilarnich center nukleoll i Cajalovych
télisek. U mitotickych bunék se zda, Ze desti¢ka v metafazi a desti¢ka v telofazi maiji fluorescencéni
nepravidelny ,vé&jifovity“ okraj.

4.3.3. Vzor te€kovany nukleolarni

Mala diskrétni zrnka pfevazné ve stfedu nukleold. U bunék v metafazi je v chromatinovém télisku
pozorovatelnych 2-5 diskrétnich skvrn, které odpovidaji oblastem nukleolarnich organizatoru.
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4.4. Vzory déliciho vieténkového aparatu

4.4.1. Vzor centriola (centrozom)

Délici vieténko v metafazi vykazuje diskrétni fluorescencni bod na kazdém polu déliciho vieténka
leziciho kolmo na dalsi. V cytoplazmé bunék v interfazi jsou pozorovatelné jeden nebo dva svétlé
body tésné priléhajici k jadru.

4.4.2. Vzor poly déliciho vieténka (NuMA)

Barveni pouze v oblasti polu déliciho vieténka u bunék v metafézi (vzor ve tvaru trojuhelniku nebo
bananu). Vlakna déliciho vieténka jsou negativni a u bunék v telofazi maji linearnéjsi vzor. Vzor
jadro s jemnymi skvrnami s negativnimi nukleoly je vétSinou pozorovatelny u bunék v klidové fazi
a telofazi, av8ak i ty mohou byt negativni.

4.4.3. Vzor vlakno déliciho vieténka

Barveni celého aparatu vlaken déliciho vieténka od polu az po chromatinovou destiCku v burikach
v metafazi. Nedochazi k barveni chromozoma v burnkach v klidoveé fazi ani v délicich se burikach.

4.4.4. Vzor délici télisko (MSA-2, midbody)

U bunék v profazi a metafazi je fluorescence lokalizovana v chromozomalni oblasti jako jemné
prouzky kolmé k okraji desticky v metafazi. V telofazi je barveni omezeno na délici ryhu a uzké
spojovaci délici télisko mezi bufikami, ¢imz je cytokineze dokonc€ena. Buriky v S fazi a G2 fazi se
barvi diskrétnimi nebo nejednotnymi jadernymi skvrnami. Vzor je vysledkem pusobeni protilatek
proti antigenu MSA-2 (antigen 2 mitotického (déliciho) vieténka).

4.4.5. Vzor CENP-F (MSA-3)

hustych velkych granul obklopujicich chromozomalni destiCku v metafazi jako sevfeni, Casto
vypadajici jako zip. Tato granula jsou soucasti centromery. Okolni cytoplazma se barvi difuzné.
U bunék v profazi je patrny vzhled chromozom s hustymi péry. U nékolika bunék v metafazi Ize
pozorovat vzor jadra svelmi jemnymi hustymi skvrnami. Vzor je zplsoben protilatkami proti
antigenu MSA-3 (antigen 3 mitotického (déliciho) vreténka), ktery mize byt totozny
s centromerovym proteinem (CENP-F).
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4.5. Cytoplazmatické fluorescencni vzory

4.5.1. Vzor cytoplazmaticky s jemnymi skvrnami

Jemna granula rozptylena po celé cytoplazmé zvyraznujici se smérem k periferii buriky a nékdy
vytvarejici vzhled hvézdného prachu. Nedochazi k barveni jader ani nukleold. Tento vzor je
charakteristicky pro protilatky proti tRNA syntetdzdm. Chromozomalni material v burikach
v metafazi je negativni.

4.5.2. Vzor difuzni cytoplazmaticky

Jsou pozorovany velmi jemné husté granularni az homogenni barveni nebo zakaleny vzor
pokryvajici ¢ast cytoplazmy €i celou cytoplazmu. Nedochazi k barveni jader, ale nukleoly mohou
byt homogenné barvené, pokud jsou protilatky namifeny proti proteinim ribozomalni RNA, jejichz
prekurzory se nachazeji v nukleolech. Chromozomalni material v burikach v metafazi je negativni.

4.5.3. Vzor mitochondrialni

VétSi nepravidelna granula vybihajici z jadra po celé cytoplazmé v retikularni siti. Hlavni
rozpoznany klastr antigenu, M2, zahrnuje €tyfi hlavni proteiny vnitfni mitochondrialni membrany.
Jadra a nukleoly jsou negativni, ale silné pozitivni séra mohou indikovat skvrnité barveni jadra.

4.5.4. Vzor lyzozomalni

Nepravidelné stfedné velké az velké organely rozmisténé po celé cytoplazmé mohou byt
zpusobeny protilatkami namifenymi proti organelam, jako jsou lyzozomy nebo peroxizomy —
nedochdzi k barveni jader ani nukleold, ale k difuznimu barveni cytoplazmy délicich se bunék.

4.5.5. Vzor Golgiho

Barveni polarni organely pfiléhajici k jaddru a sloZzené z nepravidelnych velkych granul. Jadra
a nukleoly jsou negativni. Difuzni barveni cytoplazmy délicich se bunék se zvyraznénim kolem
chromozomalniho materiélu.

4.5.6. Vzor aktin

Stresova vlakna lezici v ohniskové roviné tésné pod obarvenim plazmatické membrany. Jadra,
nukleoly a chromozomy v metafazi jsou negativni. Aktinova vlakna se rozpinaji po celé délce bunky
v blizkosti plazmatické membrany. Na bunétné membrané mohou byt také patrna rozSifeni
podobna dendritiim.

4.5.7. Vzor vimentin

Hojna jemna vlakna prostupujici celou cytoplazmou, barvici sit' radialnich vlaken i agregované
svazky kolem jader ve svinuté formé. Jadra a nukleoly jsou negativni.
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Negativni
4.6.1. Negativni (priklad 1)

Neni vidét prakticky Zadna zelena fluorescence cytoplazmy ani jader. Jednotlivé a Casto
nepravidelné zelené body vyskytujici se v poli pfedstavuji konjugované agregaty. Bunécéné struktury
mohou vypadat, Ze jsou nahnédlé (napf. nukleoly), zejména v pfipadé starych preparatd nebo
preparatll, které byly skladovany s pouzitim prostfedkl proti vyblednuti. Zbytky bunék mohou
zpusobit vznik artefaktu ve formé nazelenalych fluorescenc¢nich bodu.

4.6.2. Negativni (priklad 2)

Velmi slaba nazelenala fluorescence jader, cytoplazmy nebo obojiho dosahujici intenzity nizSi nez
u slabé pozitivniho vzorku. To Ize nejlépe posoudit, pokud je do kazdého denniho béhu jako kontrola
citlivosti zarfazeno slabé pozitivni sérum ANA s jednoznaéné negativnim kontrolnim sérem ANA
a jednoznacné pozitivnim kontrolnim sérem ANA.

Neurcitelny

Jakykoli jiny vzor barveni tykajici se subcelularnich organel nebo struktur, které nebyly zahrnuty do
této taxonomie.

PRILOHA

Laboratofe, které pouzivaji kryostatové fezy zvifecich tkani, tj. ledvin nebo jater hlodavcu, jako
substrat ANA, bézné nerozpoznavaji fluorescenéni vzory, jako jsou vzor jadro s pleomorfnimi
skvrnami, vzor centromera, Cetné jaderné tecky, ojedinélé jaderné tecky (Cajalovo télisko), nékteré
nukleolarni vzory a vétSina cytoplazmatickych vzortd. Podobné nerozpoznany zUstavaji vzory
vztahujici se k délicimu vieténkovému aparatu. Mitochondrialni vzor Ize pozorovat na mnoha
tk&nich jako vzor s hrubymi skvrnami, ktery byl dfive zjistén na fezech zvifecich ledvin. Na jatrech
potkanu Ize Casto velmi zfetelné pozorovat vzor hladka jaderna membrana. Mezni hodnota pro
pozitivni ANA nebo HEp-2 buriky je bézné stanovena nad 1:80, zatimco u tkanovych fezl je bézné
stanovena na mensi fedéni.

Nékteré vzory barveni se bézné rozpoznavaiji spole¢né v jednom séru, tj. Cetné jaderné tecky spolu
se vzorem mitochondrialni (oboji charakteristické pro primarni biliarni cholangitidu) a vzor jadro
s pleomorfnimi skvrnami spolu se vzorem homogenni jadro, vzor jadro s hrubymi skvrnami nebo
vzor jadro s jemnymi skvrnami (oboji charakteristické pro systémovy lupus erythematodes). Také
vzor centromera je bézné pozorovatelny spole¢né se vzorem mitochondrialni.

Je tfeba mit na paméti, ze nékteré laboratofe a soupravy pouzivaji konjugaty FITC zaméfené na
vSechny tfidy lg. Tento glosar vychazi z nalezu zjisténych pomoci konjugatu specifického pro 1gG.
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5. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY FUNKCE

138 zmrazenych vzorkU bylo testovano na dvou Sarzich reagencii od jiné spole¢nosti a dvou Sarzich
AESKUSLIDES®. 118 klinickych vzorkll bylo uchovavano po dobu nékolika let a pochazelo od
pacientl, ktefi byli vySetfovani pro revmatické onemocnéni. Dale bylo zahrnuto 20 vzork(
z preventivnich zdravotnich akci. Vzorky z preventivnich zdravotnich akci pfedstavovaly populaci
bez znamych klinickych pfiznak( revmatického onemocnéni. Porovnani obou souprav mélo prokazat
srovnatelnost systémud ANA HEp-2 dvou nezavislych spole¢nosti, véetné konzistence vzora.

a. Tabulka 1: Intervaly spolehlivosti kombinovaného souboru dat:

Predikat
Pozitivni Negativni

Pozitivni 116 0 116
®
ﬁﬁiKHUESL_IZDES Negativni 0 22 22
P Celkem 116 22 138
Pozitivni % shoda =116/116 =100 % (95% CI: 96,8—100 %)
Negativni % shoda =22/22 =100 % (95% CI: 85,1-100 %)

b. Tabulka 2: Kombinovany soubor dat srovnani vzort predikat vs. Aesku

Vzor n " Predikat AESKUSLIDES®
Homogenni 32 32 32

Skvrny 82 82 82

Nukleolarni 20 20 20

Centromera 6 6 6

Periferni 3 3 3

Jaderna membrana 1 1 1

N = 144?

Klinické vzorky pfedstavovaly celé spektrum autoimunitnich onemocnéni, v€etné SLE, sklerodermie,
sklerodermie CREST, Sjégrenova syndromu, MCTD, antifosfolipidového syndromu, revmatoidni
artritidy, polymyozitidy/dermatomyozitidy, |éky indukovaného SLE atd.

5.1. Reprodukovatelnost a presnost

TFi rizné SARZE testu AESKUSLIDES® byly testovany s 15 vzorky séra s tim, Ze byly pokryty
vS8echny typy vzoru. Tyto vzorky byly nafedény v poméru od 1:40 do 1:10240 a kazdé fedéni bylo
analyzovano dvéma nezavislymi &tenimi na v$ech tfech SARZICH. Kritériem pfijatelnosti byla
odchylka +1 vintenzité fluorescence. Kritéria pfijatelnosti byla spinéna u vS8ech vzorkd, vSech

Fedéni, vSech SARZI a véech nezavislych &teni. Podrobnéjsi udaje obdrzite na vyzadani.

2 Nesrovnalost mezi N = 138 z tabulky 1 a N = 144 z tabulky 2 mé svi{j plvod v tom, ze
nékteré vzorky nemaji zadny vzor (nap¥. vzorek ¢. 5) a nékteré vzorky maji dva vzory
(napt. vzorek ¢&. 2). Tabulka 2 udava pouze pocet vzord.
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6. LIST INTERPRETACE DAT

ANA-HEp2

Datum: SARZE:

C. skli¢ka: Pracovnik:

C. jamky ID Faktor redéni F.I. Chromozomy (mit6za)

Nukleoplazma

Nukleolus

Cytoplazma

Autoprotilatky

Poznamky
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7. OBSAH STANDARDNI SOUPRAVY

Oznaceni

Popis

soupravy soupravy
ANA-HEp-2

51.100 (12 wells)
ANA-HEp-2

51.101 (12 wells)
ANA-HEp-2

LI (12 wells)

Bulk kit
ANA-HEp-2

R (12 wells)

Bulk kit

SKLICKA

Oznaceni | Jamky Potazeno ‘Mnoistvi

S$51.100

12

ANA-HEp-
2 bunky

Oznaceni ‘

KONJUGAT

Popis

Mnozstvi

Oznaceni ‘

POZITIVNI KONTROLA

Popis

‘ Mnozstvi

Kontrola vzoru ANA
1gG s modrym vickem: roztok (homogenni) s ervenym
zbarveny lehce do modra. vickem: bezbarvy roztok. 1X
C51.100 | Obsah: BSA, protilatka proti PC51.100 | Obsah: lidské sérum 05 ml
lidskym antigendm znacena (nafedéné), azid sodny ’
fluoresceinem (FITC) <0,1 % (konzervacni
1x roztok)
10 I9G s modrym vickem: roztok 4,8 ml Kontrola vzoru ANA
zbarveny lehce do modra. (homogenni) s Gervenym
Obsah: BSA, protilatka proti vidkem: bezbarvy roztok
c51.101 | lidskym antigendm znadena PC51.101 | Obsah: lidské sérum 1X
) fluoresceinem (FITC). Obsah: ’ k. - . 0,5ml
[ A (nafedéné), azid sodny
BSA, protilatka proti lidskym < 0,1 % (kKonzervacni
antigentim (H + L) znadena roziok)o
fluoresceinem (FITC)
Kontrola vzoru ANA
IgG s modrym vickem: roztok (homogenni) s ervenym
C51.100 zbarveny lehce d(_) [’nodra. _ vickem: _bezblar\{y roztok. 1X
Bﬁlk " | Obsah: BSA, protilatka proti PC51.100 Obsah: lidské sérum 05 ml
lidskym antigenim znacena (nafedéné), azid sodny ’
fluoresceinem (FITC) < 0,1 % (konzervacni
3x roztok)
50 I9G s modrym vickem: roztok 7,5 ml Kontrola vzoru ANA
zbarveny lehce do modra. (homogenni) s Gervenym
Obsah: BSA, protilatka proti vidkem: bezbarvy roztok
C51.101. | lidskym antigenim znacena A ’ 1X
. . PC51.101 Obsah: lidské sérum
Bulk fluoresceinem (FITC). Obsah: (nafed&né), azid sodny 0,5ml
BSA, protilatka proti lidskym <01% (ko,nzervaénl'
antigenm (H + L) zna¢ena roziok)
fluoresceinem (FITC)
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SKLICKA KONJUGAT POZITIVNI KONTROLA

Oznaceni

Popis

Oznaceni | Jamky @ Potazeno ‘Mnoistvi Oznaéeni‘ Popis Mnozstvi | Oznaceni Popis ‘Mnoistvi

soupravy soupravy
ANA-HEp-2

51.180 (18 wells)
ANA-HEp-2

51.181 (18 wells)
ANA-HEp-2

o (18 wells)

Bulk Kit
ANA-HEp-2

Slasl | 18 wells)

Bulk Kit

S$51.180

18

ANA-HEp-
2 buriky

IgG s modrym vi¢kem: roztok
zbarveny lehce do modra.

Kontrola vzoru ANA
(homogenni) s ¢ervenym
vickem: bezbarvy roztok.

CS;&}SO' Obsah: BSA, protilatka proti PC51.100 | Obsah: lidské sérum 015>r(nl
lidskym antigenlim znacena (nafedéné), azid sodny ’
fluoresceinem (FITC) < 0,1 % (konzervacni

1x roztok)
10 IgG s modrym vi¢kem: roztok
zbarveny lehce do modra. 7.5ml E%nr:gla:axﬁgnsl ?glrcen M
Obsah: BSA, protilatka proti vit’;kerr?' bezbarvy roztc);k
C51.101. | lidskym antigentim znacena s 'y ) 1X
. . PC51.101 Obsah: lidské sérum
Bulk fluoresceinem (FITC). Obsah: (nafedéné), azid sodny 0,5 ml
BSA, protilatka proti lidskym <01 % (kc;nzervaénl' y
antigenm (H + L) znaéena roziok)o
fluoresceinem (FITC)
Kontrola vzoru ANA
IgG s modrym vickem: roztok (homogenni) s ¢ervenym
C51.100 zbarveny lehce do modra. vickem: bezbarvy roztok. 1x
Bﬁlk " | Obsah: BSA, protilatka proti PC51.100 | Obsah: lidské sérum 05 ml
lidskym antigenlim znacena (nafedéné), azid sodny ’
fluoresceinem (FITC) < 0,1 % (konzervacni
5% roztok)
50 19G s mgdwm vickem: roztok 7,5 ml Kontrola vzoru ANA
zbarveny lehce do modra. (homogenni) s &ervenym
Obsah: BSA, protilatka proti vit’;kerr?' bezbarvy roztzk
C51.101. | lidskym antigentim znacena PC51.101 Obsah'.lidské sé)r/um ’ 1X
Bulk fluoresceinem (FITC). Obsah: ’ . 0,5ml

BSA, protilatka proti lidskym
antigenim (H + L) znaCena
fluoresceinem (FITC)

(nafedéné), azid sodny
< 0,1 % (konzervaéni
roztok)

POZNAMKA: Zbyvaijici éasti souprav, tj. bézné reagencie (negativni kontrola, fixaéni médium atd.) jsou popsany nize v &asti 8 OBSAH BEZNYCH REAGENCI.




RT3 AESKU, DIAGNOSTICS o e e 050 04 07

Strana: 14/ 21

OBSAH BEZNYCH REAGENCII

Bézné reagencie

Oznaceni soupravy Mnozstvi Oznaceni Reagencie Pripravena
k pouziti

Se zelenym vickem: bezbarvy roztok. Obsah:
VsSechny soupravy 1x NCIFA Negativni kontrola 0,5 ml lidské sérum (nafedéné), azid sodny < 0,1 % ANO
(konzervacni roztok)

S bilym vickem: modfe zbarveny roztok. Obsah:
Vsechny soupravy 1x * EBIFA Evans Blue 0,2 % 1,5ml PBS, Evansova modr. Naredte 0,2 % Evansovu NE
modrf v poméru 1:3000 v 1x WBIFA.

51.100; 51.101;

51.180; 51.181 1x MMIFA Fixacéni médium 8 ml \é@li_(jlg\,ségo k pouZiti s HELMED® nebo
o - . , . ANO
51.100.Bulk5: 51.101.Bulk5: ; MIEA BULK ot med o SI bc;grri]; vickem: bezbarvy roztok. Obsah: PBS,
51.180.Bulk5; 51.181.Bulk5 X : Ixacni medium m gy
51.100; 51.101;
51.180: 51.181 1x S bilym vickem: bezbarvy roztok. Nafedte
T L koncentrovany pufr destilovanou vodou
51.100.Bulk5: 51.101.Bulk5: WBIFA Promyvaci pufr (10x) 100 ml v poméru 1:10 (napf.: 100 ml + 900 ml). Obsah: NE
e o ' 3x PBS, azid sodny (konzervaéni roztok)

51.180.Bulk5; 51.181.Bulk5

51.100; 51.101 1x

70 ml
51.100.Bulk5; 51.101.Bulk5 3x o - . Y x .

S bilym vickem: bezbarvy roztok k fedéni séra
SBIFA Pufr pro vzorky (1x) pacienta. Obsah: PBS, BSA, azid sodny ANO

51.180: 51.181 1x (konzervacni roztok)

100 ml
51.180.Bulk5; 51.181.Bulk5 3x

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

=

Destilovana voda

Testovaci zkumavky k fedéni vzorku
Odmérna barika

Odmérna pipeta

Stopky

Fluorescencni mikroskop se systémem FITC (excitacni filtr — 490 nm, bariérovy filtr — 510 nm)
Inkubator

Miska na barveni

. Pipetovaci 8picky

10. Kryci sklicka (24 x 60 mm)

11. Stficka

©OoNOOOOAWDN

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

9. SKLADOVANIi A DOBA POUZITELNOSTI

V8echny reagencie skladujte pfi teploté 2—-8 °C / 35,6-46,4 °F a chrante je pfed pfimym svétlem.
Datum exspirace kazdé ¢asti je uvedeno na pfisluSném stitku. Po uplynuti data exspirace reagencie
nepouzivejte.

V8echny reagencie a sklicka skladujte pfi teploté 2—-8 °C / 35,6—46,4 °F v jejich plvodnich 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 exspirace uvedeného na kazdé casti.
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10. BEZPECNOSTNIi OPATRENI PRI POUZIVANI

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 diagnostiky in vitro. Ackoli se
vyrobek nepovazuje za zvlast toxicky ani nebezpeény v podminkach zamys$leného pouziti,
k zachovani maximalni bezpecnosti postupujte podle nasledujicich doporuceni:

Doporuceni a bezpecnostni opatreni

Tato souprava obsahuje potencialné nebezpecné c¢asti. Ackoli nejsou reagencie soupravy
klasifikovany jako drazdivé pro o€i a kuzi, doporuujeme nosit jednorazové rukavice a vyhnout se
kontaktu s oima a kuzi.

VeSkery material lidského puvodu 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 zarucit nepfitomnost virovych agens v tomto materialu. S kontrolami souprav
a vzorky pacientu proto zachazejte v souladu se statnimi pozadavky a tak, jako kdyby mohly
prenaset infek&ni onemocnéni.

Souprava obsahuje material zvifeciho pavodu (BSA, imunoglobulin), jak je uvedeno v obsahu.
Zachéazejte s ni v souladu se statnimi pozadavky.

Obecné pokyny k pouziti

1. Nepipetujte usty. Pfi manipulaci se soupravou nekurte, nejezte ani nepijte.

Nemichejte ani nezaménujte reagencie z rtznych Cisel $arzi. 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 teplotam nez 37 °C / 98,6 °F.

Bé&hem celé doby postupu davejte vZdy pozor, aby jamky skli¢ka nevyschly.

Skli¢ka nikdy nevystavujte mrazu.

A

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 Iékafem po zhodnoceni vSech klinickych a laboratornich nalez.

Pokud hodnoty kontrol nesplriuji kritéria, test je neplatny a musi se opakovat. Je tfeba zkontrolovat
nasledujici technické zaleZitosti: data exspirace (pfipravenych) reagencii, skladovaci podminky,
pipety, prostfedky, fotometr, inkubacni podminky a zplsoby promyvani. Pokud testované polozky
vykazuji abnormalni hodnoty ¢i odchylky nebo pokud nejsou bez opodstatnéného duvodu spinéna
kritéria validace, kontaktujte mistniho zastupce.
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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.

POSTUP TESTU

Priprava pred pipetovanim

Pokud chcete dosahnout optimalni funkce testu, nechte pfed pouzitim vSechny ¢asti dosahnout
pokojové teploty (20-26 °C / 68-78,8 °F), dobfe je promichejte a postupujte podle doporuc¢eného
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 oznacenim vyrobku, ktery pouzivate) pomoci pufru pro vzorky (1x). U souprav HEp-
2, nDNA, rLKS, EMA atd. mohou byt titry odliSné.

3. Kontroly jsou pfipraveny k pouZziti.

4. PfFiprava protokolu: Listy interpretace dat jsou k dispozici v ¢asti Postup pouziti soupravy
podle oznaceni vyrobku, ktery pouZivate.
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Postup provedeni testu

Popis kroku

1.

Vytahnéte pozadovana sklicka z obalu a oznacte je. Nedotykejte se jamek. Nenechte
skli¢ka vyschnout.

Priprava inkubatoru: Do inkubatoru umistéte maly objem deionizované nebo destilované
vody a vloZte sklicka na podpéry inkubatoru.

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

Prvni inkubace: Do pfislusnych jamek napipetujte pfiméfeny objem kazdého nafedéného
séra a kontrol (pfipraveny k pouziti). Pipetou se béhem toho pfimo nedotykejte povrchu
sklicka.

Zkontrolujte, zda je kazda jamka Uplné zakryta odpovidajicim sérem. Je dllezité pouzit tolik
testovaného materialu, kolik je potfeba k uplnému zakryti jamky. Dbejte vSak na to, aby
kapalina mezi jamkami neproudila. Mohlo by to vést k nespravnym vysledkdm.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stficky provedte kratké
oplachnuti promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky.

POZNAMKA: Aby nedo$lo ke zkfizené kontaminaci naklorite sklicko nejprve smérem
k jedné Ffadé, opatrné nechte promyvaci pufr téct podél stfedu sklicka a odtéct dolnim
okrajem skli¢ka. Poté naklorite sklicko smérem k dal$i fadé a postup opakujte. Nechte
promyvaci pufr odtéct v misté, kde se nyni nachazi dolni okraj sklicka. Sklicka omyvejte
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 vyménte.

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

POZNAMKA: Je dulezité, abyste nenechali jamky sklicka béhem postupu vyschnout. Mohlo
by to poSkodit substrat. Zadnym zplsobem sklicko neodsavejte a nesuste ani ho
nenechavejte ustat bez reagencie fluorescenéni protilatky déle nez nékolik sekund.

Druha inkubace: Po postupu promyti vratte sklicko ihned do inkubatoru, zakryjte kazdou
jamku odpovidajicim mnozstvim konjugatu FITC a zkontrolujte, zda jsou jamky uplné
zakryté. Sklicka inkubujte pfi pokojové teploté v temnu 30 minut £ 10 minut.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stficky provedte kratké
oplachnuti promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky. Sklicka omyvejte 10 minut
promyvacim pufrem v misce na barveni skli€ek. Pokud chcete docilit optimalnich vysledka,
pufrovaci roztok jednou za 5 minut vymérite.

*Volitelné kontrastni barveni: Nafedte kontrastni barvivo (Evansova modf) promyvacim
pufrem v poméru 1:3000 a dobfe promichejte. Kontrastni barveni vylijte do misky na
barveni a inkubujte v ni sklicka. Konkrétni inkubacni dobu najdete v Casti Postup pouZziti
soupravy podle oznaceni vyrobku, ktery pouzivate. Evansova modf pokryje nespecifickou
fluorescenci pozadi.

Po uplynuti inkubacni doby sklicka vyjméte a kratce je oplachnéte promyvacim roztokem.
Odstrante prebytecny promyvaci roztok. Zadnym zplsobem sklicko neodsavejte ani
nesuste.

Fixaéni médium: Pfidejte dostatené mnozstvi fixatniho média podél stfedu kazdého
sklicka. Kryci sklicko umistujte opatrné, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin.

Cteni: Sklicka prohlédnéte ihned pfi celkovém 400-800nasobném zvétSeni pomoci
fluorescenéniho mikroskopu (excitacni filtr — 490 nm, bariérovy filtr — 510 nm).
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g. Pracovni postup

Controls / Prediluted Samples WASHB —— o

|

‘;:f’ —> R

30 £ 10 min 2 X 5min

o WASHB WASHB 9

[

‘o";‘:’ —> N

30 + 10 min 2 x 5min

DYE WASHB SEAL (3]

== 7

3-5min
*30-90 sec
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13. RESENI POTIiZi

CHYBA | WOZNE PRIGNY Resen

e Lyza bunék po dlouhotrvajicim

kontaktu s deionizovanou vodou.
Nizka hustota

Pufr byl nastrfikan pfimo na substrat
bunék y P

VvV jamce.
Proteolytické enzymy napadly substrat.

Sérum je zaschlé v jamkéch,
fluorescence je siln&jSi na okraji.

Sérum nezakryva testovaci jamku.

Nerovnomérna ZkfiZzena reakce mezi jamkami.
fluorescence

Oznaceni sklicka voskovou tuzkou
vytvari na sklicku film.

Mikroskop neni spravné nastaveny.

Sklicko bylo inkubovano v chladni¢ce

bez zakryti.
Difuzni obraz
I.LF. mikroskop je S$pinavy. Mozné

poskrabani Cocky.
Konjugat asklicka byly rozmrazeny
a znovu zmrazeny.

Kontroly byly nafedény.

Mala nebo e Bakterialni kontaminace séra nebo
zadna konjugatu.
fluorescence o Mikroskop neni nastaveny.
¢ Hodnota pH promyvaciho roztoku je
pfilis nizka (hodnota pH 7,4 + 0,2).

Konjugat FITC byl vystaven svétlu.

e Nespravné promyti.
e VysusSené sklicko.
Fluorescence o Lipemicka, hemolyticka séra.

pozadi e Chyba mikroskopu.

Postupujte podle doporuéeného
promyvaciho postupu.

Inaktivni sérum.

Vzdy inkubujte ve vlhkém prostfedi.

Pouzijte dostateCny objem
testovaného materialu.

Pfi prvni inkubaci dejte pozor, aby
nedosSlo Kk proudéni kapaliny mezi
jamkami.

Pouzijte  obyCejnou  (nevoskovou)
tuzku.

Zkontrolujte nastaveni UV lampy.

Utésnéte sklicko lakem na nehty nebo
parafinovym voskem.

Mikroskop vycistéte podle pokyn(.

Konjugét a sklicka skladujte pfi teploté
2-8 °C/ 35,6-46,4 °F.

Nahlédnéte do pokynll, pouzijte
kontroly soupravy pfipravené k pouziti.

Zkontrolujte podminky.

Konjugat skladujte chranény pred

svétlem.

¢ Nahlédnéte do pokyn(
k promyvani.

¢ Nenechte sklicko vyschnout.

o Pouzivejte pouze Cerstva séra.

e Zkontrolujte, zda méte spravny
filtr/objektiv.
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14. PREDEPSANE 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 pégo

- Para uso Diagndstico in vitro

- K diagnostickému pouZziti in vitro

- Numero d’ordine

- Cataloge number

REF

- Référence Catalogue

- Numéro de catalogo

- Katalognummer

- Ap1BuoG napayyeAiag

- NUmero de catalogo

- Katalogové Cislo

LOT

- Descrizione lotto - Lot

- Lot - Lote

- Chargen Bezeichnung - XapakTtnpiopog napTidag
~ Lote - Sarze

UDI

- Identificatore univoco del dispositivo

- Unique device identifier

- Identifiant unique de I'appareil

- Identificador Unico del dispositivo

- eindeutige Produktidentifizierung

- Movadiko avayvwpIioTIKO CUGKEUNG

- Identificador Unico do dispositivo

- Jedinecny identifikator prostiedku

Ce

- Conformita europea

- EC Declaration of Conformity

- Déclaration CE de Conformité

- Declaracion CE de Conformidad

- Europaische Konformitat

- Eupwnaikn oup@wvia

- Declaragdo CE de conformidade

- ES prohlaseni o shodé

elFU

Wi apsko N

- Rispettare le istruzioni elettroniche per I'uso

- See electronical instructions for use

- Voir les instructions d'utilisation électronique

- Siga las instrucciones electrénicas de uso

- Elektronsiche Gebrauchsanweisung beachten

- AKOAOUBNOTE TIG NAEKTPOVIKEG 0dNYiEG XPriong

- Seguir as instrugdes electrénicas de utilizagdo

- Viz elektronicky navod k pouziti

¥

- Da utilizzarsi entro - Use by
- Utilise avant le - Utilizar antes de
- Verwendbar bis - Xpnon péxpl

- Utilizar antes de

- Spotfebujte do

+8°C
+2C

- Conservare a 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Store at 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Conserver a 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Conservar a 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Lagerung bei 2-8°C (35.6-46.4°F)

- ®uhaooetal oToug 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Conservar entre 2-8°C (35.6-46.4°F)

- Skladujte pri teploté 2-8 °C (35,6-46,4 °F)

wl

- Prodotto da

- Manufactured by

- Fabriqué par

- Fabricado por

- Hergestellt von

- KataokeualeTal ano

- Fabricado por

- Vyrabi

DYE

- Colorante Blue-Evans

- Evans-Blue Dye

- coloration au Bleu Evans

- Colorante Azul de Evans

- Evans-Blue Férbelosung

- Evans Blue

- Evans Blue

- Barvivo Evansova mod¥

- Controllo positivo

- Positive Control

CONTROL|[ +

- Controle Positif

- Control Positivo

- Positiv Kontrolle

- OETIKOG 0pOG EAEYXOU

- Controlo positivo

- Pozitivni kontrola

- Controllo negativo

- Negative Control

CONTROL| -

- Contrble Négatif

- Control Negativo

- Negativ Kontrolle

- ApvNTIKOG 0pOG EAEYXOU

- Controlo negativo

- Negativni kontrola

SEAL

- Mezzi di montaggio

- Mounting media

- milieu de montage

- Medio de montaje

- Mounting Medium

- Mégo povipgonoinong

- Meio de montagem

- Fixaéni média

CONJ

}

- Coniugato - Conjugate

- Conjugé - Conjugado

- Konjugat - SUleuypa

- Conjugado - Konjugat

- Vetrino per microscopio - Microscope slide
- lame de microscope - Portaobjetos

- Objekttrager

- AVTIKEINEVO(POPO NAAKiSIO

- Lamina

- Mikroskopické skli¢ko

- Tampone di lavaggio

- Wash Buffer

10x

- Tampon de Lavage

- Solucién de lavado

- Waschpuffer

- PuBpioTIkO didAupa nAlong

- Solucdo de lavagem

- Promyvaci pufr

- Tampone di campione

- Sample Buffer

- Tampon de Echantillons

- Solucién de muestras

- Probenpuffer

- PuBpIOTIKO BlAAupa SelypaTwv

- Solugdo para amostras

- Pufr pro vzorky
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- Numero di determinazioni

- Number of determnations

- Nombre de déterminations

- Nimero de determinaciones

- Anzahl der Prifungen

- ApIBHOG NpoadiopIoHOV

- Nimero de determinagdes

- Pocet determinaci

- Non riutilizzare

- Do not reuse

- Ne pas réutiliser

- No reutilizar

- Nicht wiederverwenden

- Mnv enavaypnaoigonoleite

- N&o reutilizar

- Nepouzivejte opakované

\V2
by
\

- 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 €kBeTN 0TO PWG

- Proteger da exposigdo a luz

- Chrarite pred svétlem

N
1%

4 J

- Conservare all'asciutto

- Store dry

- Stocker au sec

- Almacenar en seco

- Trocken aufbewahren

- AnoBnkeuoTe Enpa

- Armazenar em local seco

- Skladujte v suchu

@ |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 estéd 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

- NepouZzivejte, pokud je obal poskozeny. Prectéte si
navod k pouziti




