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Navod k pouziti [Ii]

ANA-HEp2

Pocéet test i

51.100 ANA-HEp2 (12 jamek) 120

NDNA (Crithidia luciliae)

Pocéet test i

53.100 nDNA (10 jamek) 100
ANCA

Obj.¢. Popis Pocet test

54.200 ANCA Ethanol (10 jamek) 100

54.201 ANCA Formalin (10 jamek) 100

Tkané hlodavc U (jatra, ledviny, Zaludek)(krysa/mysS/LK/LKS
Pocet test t

517.050 rLKS — krysa, obaleno (5 jamek) 50
517.101 rLKS — krysa, obaleno (10 jamek) 100
517.051 rLKS — krysa, oddéleno (5 jamek) 50
517.100 rLKS — krysa, oddéleno (10 jamek) 100
518.050 MLKS — mys, oddéleno (5 jamek) 50
518.100 MLKS — mys, oddéleno (10 jamek) 100
55.050 rKS — krysa, oddéleno (5 jamek) 50
56.050 mKS — mys, oddéleno (5 jamek) 50
56.100 mMKS — mys, oddéleno (10 jamek) 100

EMA (Endomysium)

Pocéet test i

512.050 EMA IgA (5 jamek) 50
512.100 EMA IgA (10 jamek) 100
512.060 EMA IgG (5 jamek) 50
512.101 EMA IgG (10 jamek) 100




ANA-HEp-2

51.100 ANA-HEp2 (12 jamek) 120

51.100.demo | ANA-HEp2 (12 jamek) Demo souprava 24

51.100.bulk3 | ANA-HEp2 (12 jamek) Bulk souprava x 3 360

51.100.bulk5 | ANA-HEp2 (12 jamek) Bulk souprava x 5 600
1. Pouziti

AESKUSLIDES ANA-HEp-2 je nepfim& imunofluorescenéni analyza slouzici k detekci jadernych
a/nebo cytoplazmatickych autoprotilatek v lidském séru.

Analyza je nastrojem v diferencialni diagnostice systémovych revmatoidnich onemocnéni jako je
systémova lupus erythematosus (SLE), smiSené onemocnéni pojivovych tkani (MCTD), sklerodermie,
Sjégrenav syndrom (SS), polymyositida a dermatomyositida.

2. Klinické vyuziti

Antijaderné protilatky (ANA) namifené proti rGznym jadernym a cytoplazmatickym antigendm se
s vysokou frekvenci vyskytuji pfi systémovych revmatoidnich onemocnénich a proto jsou dulezitym
nastrojem v diferencialni diagnostice téchto chorob. Napfiklad SS-A (Ro) a SS-B (La) protilatky jsou
spojeny se Sjogrenovym syndromem (SS) a anti-dsDNA, anti-SM, anti-histonové a anti-nukleozomové
protilatky se SLE (systémova lupus erythematosus). Anti-RNP protilatky se vyskytuji u smiSenych
onemocnéni pojivovych tkani (MCTD) a SLE, anti-Scl-70 protilatky jsou spojovany se sklerodermii
(progresivni systémova skleréza {PSS}), anti-Jo-1 protilatky s polymyositis a dermatomyositis a anti-

Nepfimy imunofluorescencni test (IFT) na eukaryotickych burnkach napf. HEp2 se stal uznavanou
metodou pro detekci ANA protilatek. Ackoliv je IFT citlivym testem, je naroc¢ny pfi velkém poctu vzorkud
a také zatizen omyly zplisobenymi subjektivni interpretaci a rozdily mezi fluorescenénimi mikroskopy.
Specifiénosti jednotlivych typl protilatek je proto tfeba urcit pomoci pfesnéjSiho testovani metodou
ELISA pouZivajici pro jednoduchou a spolehlivou diferenciaci ANA protilatek specifické cilové
antigeny.

Charakteristika antigenu : HEp-2 buriky
ZkFizena reaktivita : neni znama

Detekce protilatek je zaloZzena na principu nepfimé imunofluorescenéni analyzy (IIFA). Mikroskopicka
sklicka jsou potazena tkanovymi fezy nebo bunkami tkanovych kultur (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazi se béhem prvni inkubace. Po odstranéni nenavdzaného materidlu promyvanim,
navazané protilatky se béhem druhé inkubace detekuji anti-lidskymi imunoglobuliny konjugovanymi
s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescenéni zbarveni komplexu antigen-protilatka se objevi pod
fluorescenénim mikroskopem.

3. Pracovni postup

Nahlédnéte do Pracovniho postupu uvedeného ve Spoleéném manualu, kapitola 11, strana 30, kde

Doba barveni: 30— 90 sekund

Doporuceny titr pro screening:
- 1:80 pro vzorky dospélych
- 1:40 pro pediatrické vzorky



4. Interpretace

HEp-2 jsou lidské epitelidlni buriky, kultivované z tkdné pacientu trpicich karcinomem hrtanu. Substrat
nabizi homogenni bunécny rast bez dalSich bunéénych pomocnych latek. Pro hodnoceni vzorkd maji
mitotické bunky velky vyznam, protoze Ize mnohem presnéji definovat obraz jadra.

Prislusny konecny titr je fedéni, kdy pacientovo sérum jesté ukazuje jasnou fluorescenci.

Hodnoceni by se mélo vzdy provadét s pozitivni i negativni kontrolou. U slabé fluorescence
bunééného jadra u titrd v rozmezi 1:40 (déti) - 1:80 (dospéli) nebo u nejasnosti s ohledem na klinicka
data, by se vysledky mély porovnat s kontrolami. V takovém pfipadé by se vzorky mély odebirat
pfiblizné kazdych 6 tydnu a testovat stejnym zplGsobem.®

1 Wiik A.Scand J Rheumatol 2005;34:260-8.

4.1. Obraz jaderné membrany

4.1.1 Obraz homogenni jaderné membrany

Hladky homogenni krouZek fluorescence jaderné membrany u bunék v interfazi. Vzorky se silnymi
protiladtkami mohou pulsobit dojmem celistvé obarveného jadra. Podobny obraz je u bunék v telofazi. U
bunék v metafazi je fluorescence lokalizovana difizné v cytoplazmé a chromozomalni materiél
zlistava neobarven.

4.1.2 Obraz por t v jaderné membran é

PreruSovana bodova fluorescence podél jaderné membrany. PFi proostfeni skrz jadro je mozné toto
bodové barveni spatfit po celém jadfe. Podobny obraz je v telofazi. V metafazi je fluorescence
lokalizovana difazné po celé cytoplazmé. Vzorky se silnymi protilatkami mohou pulsobit dojmem
celistvé obarveného jadra.

4.2. Nukleoplazmicky obraz

4.2.1 Obraz homogenniho jadra

Jednolita difazni fluorescence pokryvajici kompletni jadro. U nékterych protilatek hlavné proti
chromozomalnim komponentiim (DNA, histony atp.) lze spatfit zvyraznénou fluorescenci na okrajich
jadra. U nékterych pfipadll je mozZné spatfit i intenzivnéjSi zbarveni vnitfniho okraje jadra (jaderny
lem).

U nékterych vzorkd se muze navic vyskytnout i periferni zbarveni jadérek. Nukleolarni barveni je
variabilni. V metafazi Ize spatfit homogenni nebo periferni zbarveni chromatinu.

Lze rozliSit dva nepatrné odliSné obrazy:
- homogenni jaderny obraz s homogennim obarvenim jadérek
- homogenni jaderny obraz s negativnimi jadérky

4.2.2. Obraz jadernych skvrn

Lze nalézt mnoho typl obrazu jadernych skvrn, ale muze byt obtizné je rozeznat. S rozumnou
presnosti rozpoznavame 7 typl jadernych skvrn. Chromozomy v metafézi jsou u Sesti z nich negativni,
pozitivni jsou pouze u centromerového obrazu.

4.2.3 Obraz velkych jadernych skvrn (jaderna matrix ) (SC35)

Promeénlivé velké skvrny po celém jadfe, dfive nazyvané barveni ,jaderné matrix“, nejpravdépodobnéji
zpusobené barvenim granuli interchromatinu. Jadérka jsou negativni. Cytoplazma v metafazi a telofazi
ukazuje difazné lokalizované skvrny a negativni chromatinové pasy.

4.2.4 Obraz drsnych jadernych skvrn

Husté rozmisténé skvrny rlznych velikosti, oby¢ejné se vyskytujici s vétSimi skvrnami, umisténé po
celém jadre bunék v interfazi. Jadérka jsou negativni. Cytoplazma bunék v metafazi a telofazi
obsahuje skvrny se zhusSténim okolo chromatinovych past, jez jsou samy negativni. Tento obraz je
obvykle spojen s barvenim spliceozom{.

4.2.5 Obraz jemnych jadernych skvrn

Obarveni jemnych skvrn rovnomérné rozmisténych, nékdy velmi husté, takze vétSinou je docileno
homogenniho obrazu. Jadérka mohou byt pozitivni (zvlaSté s anti-SSB/La protilatkami) nebo
negativni. Cytoplazma bunék v metafazi obsahuje jemné skvrny a zhusténi okolo chromatinovych



pasq, jez jsou samy negativni. Jadérka bunék v telofazi mohou byt pozitivni, nékdy jsou obarveny
silnéji nez u bunék v interfazi.

4.2.6  Zrnity obraz (jako nap F. u Scl-70)

Uniformni husté zrnité barveni nukleoplazmy a oblasti chromozomu bunék v metafazi a telofazi, ¢asto
se zdlUraznénymi pozitivnimi jadérky. Pfi menSim rozliSeni mGze barveni vypadat homogenné. Toto
barveni se nevyskytuje pouze u anti-Scl-70 pozitivnich sér, ale i u jinych vzorkd.

4.2.7 Pleomorfni obraz jadernych skvrn

Jadra proliferujicich (S-faze) bunék ukazuji razné typy skvrn od jemnych az po velmi drsné
nepravidelné skvrny nukleoplazmy (10-50 % bunék v zavislosti na jejich pfipravé). U nékterych bunék
jsou stejné zabarvena jadérka. Klidové (G-faze) bunky a bunky v metafazi jsou negativni. Tento obraz
je také znam jako ,anti-PCNA" obraz (anti jaderny antigen proliferujicich bunék), bézné se vyskytuje
ve spojeni s jinymi obrazy.

4.2.8 Centromérovy obraz

SpiSe uniformni nespojité skvrny lokalizované po celém jadre (40-60 tecek na jadro). Buriky v telofazi
a metafazi maji tyto skvrny vzdy na kondenzovaném chromozomovém materialu. Tento obraz je
zplsoben protilatkami proti kinetochoriim chromozomd, které mohou rozpoznavat nékolik proteind
centromery (CENP-A,B,C,D,E).

4.2.9 Mnohonasobné jaderné te ¢ky (NSp-1)
5-10 bodl na jadro s barvenim jadernych substruktur, tzv. PML téliska (protein promyelocytarni
leukemie), chromozomy bunék v metafazi a telofazi jsou negativni.

4.2.10 Obraz Kachalovycht élisek (Cajal nebo coiled body)
2-6 bodl na jadre lokalizovanych v nukleoplazmé, ¢asto v tésné blizkosti jadérek. Chromatinové pasy
nejsou v metafazi ani v telofazi zbarveny.

4.3. Nukleolarni obraz

4.3.1 Homogenni nukleolarni obraz

Fluorescence po celém jadérku, chromozomy ani oblasti organizatord jadérka v délicich se burkach
nejsou zbarveny.

4.3.2  Trsnaty nukleolarni obraz

Za&fivé shluky vétSich granul odpovidajici fibrilarnim centrim nukleold stejné jako Kachalovym
téliskiim. U mitotickych bunék v metafazi a telofazi se u ekvatoridlniho pasu objevuje fluorescenéni
nepravidelny véjifovity okraj.

4.3.3 Teckovany nukleolarni obraz
Mala samostatna zrnka hlavné ve stfedu nukleolld. U bunék v metafazi je uvnitf chromatinového
téliska 2-5 oddélenych skvrnek, korespondujicich s oblasti organizatort jadérka.

4.4, Obraz déliciho v reténka

4.4.1 Obraz centriol G (centrozomu)

Délici vieténko v metafazi ma samostatné fluoreskujici te¢ky na kazdém z poll lezicich kolmo jeden
k druhému. U bunék v interfazi se v cytoplazmé objevuje jedna nebo dvé zéfici tecky tésné prilehlé
k jadru.

4.4.2 Obraz pdl G déliciho v Feténka (NUMA)

Jsou zbarvené pouze oblasti p6lG déliciho vieténka buriky v metafazi (trojuhelnikovy nebo rohlikovity
obraz). V telofazi jsou vldkna déliciho vieténka negativni a jeSté vice linearniho vzhledu. U klidovych
bunék a bunék v telofazi se vétSinou objevuje obraz jemnych jadernych skvrn s negativnimi jadérky,
ale i tyto buriky mohou byt negativni.

4.4.3 Obraz vlaken d éliciho v Feténka
Obarveni vSech vldken déliciho vieténka od pélu k chromatinovému pasu u bunék v metafazi.
Chromozomy klidovych bunék nebo délicich se bunék nejsou zbarveny.

4.4.4 Obraz déliciho t éliska (MSA-2)



U bunék v profazi a metafazi je fluorescence lokalizovana v oblasti chromozom( a to ve formé
jemnych prouzkd umisténych kolmo k okraji metafazového pasu. U telofaze je barveni omezeno na
vznikajici ryhu a zazeni spojujici délici télisko mezi bufikami dokonc&ujicimi cytokinezi. Obarvené
buriky v S a G2 fazi maji samostatné nebo nepravidelné jaderné skvrny. Tento obraz vznika diky
protilatkam proti MSA-2 antigenu (Mitotic Spindle Antigen2).

4,45 Obraz C-F

hustych velkych granul obklopujicich chromozomalni ekvatorialni pas jako svorka, ¢asto pfipominajici
zip. Tato granula jsou soucasti centromery. Okolni cytoplazma je difizné obarvena. U bunék v profazi
je kvidéni husté teckovani na chromozomech. Obraz velmi jemnych hustych jadernych skvrn se
objevuje u nemnoha bunék v interfazi. Tento obraz vznika diky protilatkdm proti MSA-3 antigenu
(Mitotic Spindle Antigen 3), ktery je identicky s centromerickym proteinem (CENP-F).

4.5. Obraz cytoplazmatické fluorescence

45.1 Obraz jemnych cytoplazmatickych skvrn

Jemna granula rozptylena po celé cytoplazmé, ktera jsou vice patrna smérem k okraji buriky, nékdy
pfipominaji hvézdny prach. Jadro ani jadérka nejsou zbarvena. Tento obraz je charakteristicky pro
protilatky proti tRNA-syntetaze. Chromozomalni material bunék v metafazi je negativni.

4.5.2 Obraz difuzni cytoplazmy

Velmi jemné husté granularni az homogenni barveni nebo zamlzeny obraz pokryvajici kompletni
cytoplazmu nebo jeji ¢ast. Jadro neobarveno, ale jadérka mohou byt homogenné obarvena, pokud
jsou zde protilatky proti ribozomalnim RNA proteinim, jejichz prekurzory se v jadércich nalézaji.
Chromozomalni material bunék v metafazi je negativni.

4.5.3 Mitochondrialni obraz

Velka nepravidelna granula rozprostirajici se v retikularni siti z jadra po celé cytoplazmé. Hlavni
rozpoznavany antigenovy shluk M2 je sloZzen ze 4 hlavnich mitochondrialnich proteind vnitfni
membrany. Jadra i jadérka jsou negativni, ale silné pozitivni séra mohou zpusobit dojem zbarveni
jadernych skvrn.

4.5.4 Lysozomalni obraz

Nepravidelné stfedni az velké organely rozmisténé po celé cytoplazmé, jez mohou byt patrné diky
protilatkam proti organelam, jako jsou lysozomy nebo peroxyzomy. Jadra ani jadérka nejsou
obarvena, ale u délicich se bunék je difuzni zbarveni cytoplazmy.

455 Obraz Golgiho aparatu

Obarveni polarnich organel pfiléhajicich k jadru a slozenych z nepravidelnych velkych granul. Jadra i
jadérka jsou negativni. Cytoplazma délicich se bunék je difizné zabarvena se zddraznénim okolo
chromozomalniho materiélu.

45.6 Aktinovy obraz

Barvi se stresova vlakna lezici v pfimé ohniskové roviné pfimo pod plazmatickou membranou. Jadra,
jadérka a chromozomy v metafazi jsou negativni. Aktinova vlakna pfemostuji celou délku bunky tésné
u plazmatické membrany. Lze také spatfit rozSifeni bunécné membrany pfipominajici dendrit.

4.5.7 Vimentinovy obraz
Hojnd jemna vlakna rozprostirajici se po celé cytoplazmé s obarvenou siti radialnich vidken a
souborem svazkl okolo jadra ve spiralizované formeé.

4.6. Negativni obraz

4.6.1 Negativni —p Fiklad 1

Prakticky neni vidét zadna fluorescence cytoplazmy nebo jadra. Jednotlivé a €asto nepravidelné
zelené body objevujici se v zorném poli reprezentuji shluky konjugatu. Bunééné struktury se mohou
jevit jako nahnédlé (napf. jadérka), hlavné na starych sklickovych preparatech nebo preparatech

uchovavanych s anti-fade reagencii. Bunécné zbytky mohou zapfiCinit artefaktualni zelenavé
fluorescentni body.

4.6.2 Negativni - p Fiklad 2



Velmi slaba zelenava fluorescence jadra, cytoplazmy nebo obou s intenzitou nizS§i nez ma slabé
pozitivni vzorek. Takovy vysledek je nejlépe posuzovat se slabé pozitivnim ANA sérem, které
zahrneme jako kontrolu citlivosti ke kazdému dennimu testovani spolu s ANA negativnim kontrolnim
sérem a jasné pozitivnim ANA kontrolnim sérem.

4.7. Nehodnotitelny obraz
VSechny ostatni obrazy barveni souvisejici s buné&nymi organelami nebo strukturami, které nebyly
zahrnuty ve vySe uvedené klasifikaéni taxonomii.

4.8 Priloha

V laboratofich pouzivajicich fezy zivoCiSnych tkani zpracované kryostatem tj. ledviny nebo jatra
hlodavcu, obvykle ANA substrat postrada fluorescenéni obraz, jako je pleomorfni obraz jadernych
skvrn, mnohonasobné jaderné skvrny, obraz Kachalovych télisek, nékteré nukleolarni obrazy a
vétSina cytoplazmatickych obrazd. Stejné tak neni mozné spatfit obrazy déliciho vreténka.
Mitochondrialni obrazy mohou byt spatfeny na mnoha tkanich v podobé drsnych jadernych skvrn,
puvodné objevenych na fezech zvifecich ledvin. Obraz homogenni jaderné membrany je asto jasné
detekovatelny na krysich jatrech. Hodnota cut-off pro pozitivni ANA nebo HEp-2 buriky je obvykle

axw s

Nékteré obrazy barveni jsou obvykle pozorovany spoleéné v jednom séru tj. obraz mnohonéasobnych
jadernych skvrn dohromady s mitochondrialnim obrazem (oboji je charakteristické pro primarni biliarni
cirh6zu) a pleomorfni obraz jadernych skvrn spole¢né s homogennim jadernym obrazem nebo
obrazem jemnych nebo drsnych jadernych skvrn (oboji charakteristické pro systémovy lupus
erythematosus).

Je tfeba brat na zfetel, Ze nékteré laboratofe a soupravy pouZzivaji FITC-konjugaty proti vSem Ig
tfidam protilatek. Aktualni praxe je zaloZzena na testovani s IgG-specifickym konjugatem.



5. Tabulka pro interpretaci dat

ANA — HEp2

Datum:

SarZe:

Cislo sklicka:

Laborant:

Jamka €.

Faktor
fedéni

F.1.

Chromozomy
(mitéza)

Plazma
bun ééného
jadra

Jadérko

Cytoplazma

Autoprotilatky

Poznamky

10

11

12




6. Obsah standardni soupravy

6.1 Standardni souprava

Kat.¢.

51.100

Popis

soupravy

ANA-HEp-2 (12
jamek)

Kat.¢€.

s51.100

Jamek

12

Skli€ka (10x v kaZdé souprav &)

Potazeny

Burikami ANA-HEp-2

MnozZstvi

1x

Kat.¢€.

c51.100

Konjugat (lahvi ¢€ka 4 ml)

Popis

1gG (H+L fetézec) Modré
vicko: jemné modre
zabarveny roztok.

Obsahuje: BSA, Anti-
humanni protilatky
znacené fluoresceinem
(FITC)

Pozitivni kontrola (1x 0, 5 ml lahvi €ka
v kazdé souprav é)
Kat. €. Popis

Kontrola ANA vzoru (homogenni)
Cervené vicko: bezbarvy roztok.
PC51.100 Obsahuje: Humanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%
(konzervans)

identické ve vSech AESKUSLIDES soupravach.

Poznamka: Obsah zbyvajicich sou ¢asti soupravy tj. spole €né reagencie (pufry, negativni kontrola, montovaci médiu
kapitole 7 Spole €né reagencie obsazené v soupravach, protoze ty jsou

m atd.) jsou popsany nize v

6.2 Demo a Bulk soupravy

xxx Demo soupravy maji stejny obsah jako standardni souprava, ale obsahuji 2 sklicka misto 10.

Napf. kat.¢. 51.100 Demo = kat.¢. 51.100 pouze se dv éma skli €ky.

xxx Bulk3 soupravy jsou mnozstevni soupravy obsahujici 3 nasobek obsahu standardni soupravy.
x0ox Bulk5 soupravy jsou mnozstevni soupravy obsahujici 5 nasobek obsahu standardni soupravy.



NDNA (Crithidia luciliae )

53.100 NDNA (10 jamek) 100

53.100.demo | nDNA (10 jamek) Demo souprava 20

53.100.bulk3 | nDNA (10 jamek) Bulk souprava x 3 300

53.100.bulk5 | nDNA (10 jamek) Bulk souprava x 5 500
1. Pouziti

AESKUSLIDES nDNA (Crithidia luciliae) je nepfima imunofluorescenéni analyza slouzici k detekci 1IgG
protilatek proti nativni dvouSroubovicové DNA v lidském séru.

2. Klinické vyuziti

Protilatky navazujici se na DNA patfi do skupiny antijadernych protilatek (ANA), které jsou pozorovany
u nékolika autoimunitnich onemocnéni. Protilatky reagujici s nativni dvouretézcovou (ds) DNA jsou
pokladany za specifické pro systémovy lupus erythematosus (SLE) a byly pozorovany u pfiblizné 50-
80 % pacientu.

Protilatky proti dsDNA jsou nalézany béhem aktivni faze SLE. Jejich koncentrace v séru pozitivhé
koreluje se zavaznosti choroby. Proto je detekce téchto protilatek dulezita pro diagnostiku a klinické
sledovani SLE a byla ustanovena jednim z 11 ACR kritérii pro diagnostiku SLE.

VétSina pacientd se SLE m4 protilatky 1gG tfidy proti dsDNA. Tyto autoprotilatky jsou spojovany
s lupus nephritis. PFiblizné u 30 % SLE pacientd se navic objevuji anti-dsDNA protilatky tfidy IgA.
Existuji domnénky, podle kterych pfitomnost anti-ds DNA protilatek tfidy IgA maze definovat ur€itou
podskupinu pacientl se SLE. Ve skute¢nosti studie ukazuji spojeni této podtfidy s ur€itymi parametry
aktivity onemocnéni, jako je zvySena hodnota sedimentace erytrocytt, nebo spotfeba C3-komponenty
komplementu, stejné jako s klinickymi parametry kutanni vaskulitidy, akralni nekrézy a erytémy.
Zatimco zadné spojeni s nefritidou a artritidou nalezeno nebylo.

IgM tfida anti-dsDNA protilatek se objevuje u 52 % sér pacientt se SLE. Na rozdil od 1gG a IgA tfidy
autoprotilatek podtfida IgM s aktivitou onemocnéni nekoreluje. Nicméné byla dokazana velmi
vyznamna negativni korelace mezi IgM anti-dsDNA protilatkami a lupus nephritis, véetné jejich
laboratornich parametri. Ztoho divodu mohou IgM protilatky indikovat podskupinu pacientl
s lupusem chranénych proti riziku rozvoje nephritis.

Charakteristika antigenu : mitochondrialni DNA pochézejici z Crithidia luciliae (jednobicikaty prvok)
ZKkFizen4 reaktivita : neni znamé

Detekce protilatek je zaloZzena na principu nepfimé imunofluorescenéni analyzy (IIFA). Mikroskopicka
sklicka jsou potazena tkanovymi fezy nebo bunkami tkanovych kultur (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazi se béhem prvni inkubace. Po odstranéni nenavazaného materialu promyvanim,
navazané protilatky se béhem druhé inkubace detekuji anti-lidskymi imunoglobuliny konjugovanymi
s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescenéni zbarveni komplexu antigen-protilatka se objevi pod
fluorescenénim mikroskopem.

3. Pracovni postup

Nahlédnéte do Pracovniho postupu uvedeného ve Spoleéném manualu, kapitola 11, strana 30, kde

vvvvv

Doba barveni: 30— 90 sekund
Doporuceny titr pro screening: 1:10



4., Interpretace

Doporuceny titr pro screening 1:10

Crithidia luciliae obsahuje obfi mitochondrion, znamy také jako kinetoplast, ktery obsahuje pouze
dsDNA. Pokud jsou pfitomny protilatky proti nDNA objevuje se homogenni fluorescence kinetoplastu,
nebo presnéji fe¢eno jadra a kinetoplastu, jez je umistén mezi jadrem a bazalnim téliskem blizko
bi¢iku.

Hodnoceni je vzdy tfeba provadét s pomoci pozitivni a negativni kontroly.

Vzorek je tfeba posuzovat jako nDNA negativni, pokud se fluorescence bazalniho téliska objevi pouze
blizko zac¢atku bi¢iku nebo jadra a neexistuji specifické nDNA praotilatky.

Priklady fedéni:

1:10 10 pl séra + 90 pl Fediciho pufru
1:20 10 pl séra + 190 pl Fediciho pufru
1:40 10 pl séra + 390 ul Fediciho pufru
1:80 10 pl séra + 790 pl Fediciho pufru
atd.

V pFitomnosti anti-ds-DNA se imunofluorescence objevuje v podobé charakteristického dvoubodového
obrazu, zatimco s non-dsDNA jadernymi protilatkami fluoreskuje pouze jadro (dsDNA je dalezitym
autoantigenem u SLE se specifiénosti 95 %).

U pacientl se SLE jsou pozorovany protilatky proti celé Skéle jadernych antigend. Nejvétsi korelace s
touto chorobou je u Sm-protilatek (glykoprotein), které se projevuji jako obraz jadernych skvrn u HEp-
2 bunék a nDNA-protilatek (periferni nebo homogenni obraz u HEp-2 bunék).

Protilatky proti nativni dvouSroubovicové DNA jsou vysoce specifické pro SLE. A¢koliv se nizké
hladiny nDNA protilatek mohou objevovat i u jinych onemocnéni, napf. Sjérgendv syndrom, smiSené
onemocnéni pojivovych tkani (MCTD) a dermatomyositida, jsou vysoké titry nDNA protilatek
detekovany témér vyluéné u SLE. ?

2 Stroch WB; Immunfluoreszenz-Fibel 2n Edition; Blackweli Wissenschaftsverlag 1997



5. Tabulka pro interpretaci dat

NnDNA

Datum:

SarZe:

Cislo sklicka:

Laborant:

Jamka €.

Faktor
fedéni

F.l.

Jadro

Kinetoplast

Bazalni
télisko

Autoprotilatky

Poznamky

1

2

10




6. Obsah standardni soupravy

6.1 Standardni souprava

Skli€ka (10x v kaZdé souprav &)

Kat. €. Popis Kat. €.
soupravy

53.100 nDNA (10 jamek) $S53.100

Jamek

10

Potazeny

Burikami Crithidia
luciliae

MnozZstvi

1x

Kat.¢.

€53.100

Konjugat (lahvi ¢€ka 4 ml)

Popis

1gG (H+L fetézec)
Modré vi¢ko: jemné modre
zabarveny roztok.

Obsahuje: BSA, Anti-
humanni protilatky
znacené fluoresceinem
(FITC)

Pozitivni kontrola (1x 0,5 ml lahvi  €ka
v kazdé souprav é)

Kat.¢€.

PC53.100

Popis

_ Pozitivni kontrola nDNA
Cervené vicko: bezbarvy roztok.

Obsahuje: Humanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%
(konzervans)

Poznamka: Obsah zbyvajicich sou ¢€asti soupravy tj. spole €né reagencie (pufry, negativni kontrola, montovaci
kapitole 7 Spole €né reagencie obsazené v soupravach, protoze ty jsou

médium atd.) jsou popsany nize v
identické ve vSech AESKUSLIDES soupravach.

6.2 Demo a Bulk soupravy

xxx Demo soupravy maji stejny obsah jako standardni souprava, ale obsahuiji 2 sklicka misto 10.

Napf. kat.¢. 53.100 Demo = kat.¢. 53.100 pouze se dv éma skli €ky.
xo¢ Bulk3 soupravy jsou mnoZzstevni soupravy obsahujici 3 nasobek obsahu standardni soupravy.
x0¢ Bulk5 soupravy jsou mnoZstevni soupravy obsahujici 5 nasobek obsahu standardni soupravy.



ANCA

54.200 ANCA Ethanol (10 jamek) 100

54.200.demo | ANCA Ethanol (10 jamek) Demo souprava 20

54.201 ANCA Formalin (10 jamek) 100

54.201.demo | ANCA Formalin (10 jamek) Demo souprava 20
1. Pouziti

AESKUSLIDES ANCA je nepfima imunofluorescenéni analyza slouzici k detekci anti-neutrofilnich
cytoplazmatickych autoprotilatek v lidském séru.

Analyza je nastrojem pro diferencialni diagnostiku ANCA asociovanych vaskulitid (AAV), jako je

granulomatosis s polyangiitidou (Wenegerova)?, mikroskopicka polyangiitida a Churg-Strausstv
syndrom.

2. Klinické vyuziti

Zkratka ANCA (Anti-neutrofilni cytoplazmatické autoprotilatky) popisuje skupinu protilatek namifenych
proti riznym komponentiim neutrofilnich granulocytll a monocytl. Zatim je pro detekci ANCA
uznavanou metodou nepfimy imunofluorescenéni test na ethanolem fixovanych neutrofilech. Bylo
zfejmé, ze nékteré ANCA vytvareji na neutrofilech fixovanych ethanolem cytoplazmaticky
fluorescenéni obraz (C-ANCA), zatimco jiné vytvareji perinuklearni obraz (zvany p-ANCA). Protoze
oba obrazy mohou zahrnovat mnoho antigend, imunofluorescence nesta¢i pro diferencialni
diagnostiku vaskulitidy; proto kazdy imunofluorescenéni test (IFA) by mél byt ovéfen specifickymi
ELISA testy. 45

Nékteré ANCA zpusobuji atypicky fluorescenéni obraz (A-ANCA), ktery mize byt technicky obtizné
odlisitelny od obrazu vytvareného na ethanolem fixovanych neutrofilech anti-jadernymi protilatkami
(ANA). Pro zlepSeni jejich rozliSeni se pouzivaji neutrofily fixované formalinem. ANCA, které
vyvolavaji P-ANCA/A-ANCA barveni u neutrofild fixovanych ethanolem, ukazuji cytoplazmaticky obraz
pfi pouziti neutrofild fixovanych formalinem jako substratu. V pfipadé, Ze obraz barveni je negativni,
meélo by se provést testovani ANA s HEp2. 6

Myeloperoxidaza (MPO) byla uréena jako hlavni P-ANCA antigen (MPO-ANCA). Nicméné dalSi
bunééné komponenty jako je laktoferrin, kathepsin G, lysozym a elastaza také zplsobuji perinuklearni
fluorescenci a jsou proto zahrnuty do skupiny P-ANCA. Nicméné nejsou specificky spojovany s AAV a
mohou hrat roli pfi diferencialni diagnostice dalSich onemocnéni nesouvisejicich s vaskulitidou. ”

Pro porovnani je proteinaza 3 hlavni cilovy antigen C-ANCA (PR3-ANCA). & DalSim antigenem
tvoficim C-ANCA je BPI (baktericidni/permeabilitu zvySujici protein). °

ANCA se nachazeji ¢asto u pacientd s mikroskopickou polyangiitidou (60 % MPO-ANCA, 30 % PR3-
ANCA) a u pacientt s Churg-Straussovym syndromem (30 % MPO-ANCA, 30 % PR3-ANCA). 10
Autoprotilatky proti PR3 jsou specifickym serologickym markerem granulomatézy s polyangiitis
(Wegener). Zde 50 % (lokalizované onemocnéni) az 95 % (generalizované onemocnéni) vykazuje
PR3-ANCA.1!

Protilatky proti dalSim antigenim vyznamnych u ANCA jako je laktoferrin, kathepsin G, elastaza a BPI
byly spojovany s Sirokym spektrem onemocnéni. Nicméné jasny klinicky vyznam se stale zkouma. ”
V pfipadé anti-elastdzovych protilatek byla prokazana korelace s destruktivnimi |ézemi stfedni Cary
indukovanymi kokainem (CIMDL). 12

Charakteristika antigenu : humanni neutrofily (granulocyty) fixované bud etanolem, nebo formalinem
ZkFizena reaktivita : Jak je popsano v kapitole Klinické pouziti, pfitomnost ANA muze poskytovat

fluorescenéni obraz, ktery mize byt zaménén za P-ANCA/A-ANCA. Jinak nebyla pfitomna zadna
zkfizen4 reaktivita.



Detekce protilatek je zalozena na principu nepfimé imunofluorescenéni analyzy (IIFA). Mikroskopick&a
sklicka jsou potazena tkanovymi fezy nebo bunkami tkanovych kultur (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazi se béhem prvni inkubace. Po odstranéni nenavazaného materialu promyvanim,
navazané protilatky se béhem druhé inkubace detekuji anti-lidskymi imunoglobuliny konjugovanymi
s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescenéni zbarveni komplexu antigen-protilatka se objevi pod
fluorescenénim mikroskopem.

3
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3. Pracovni postup

Nahlédnéte do Pracovniho postupu uvedeného ve Spoleéném manualu, kapitola 11, strana 30, kde

Doba barveni: 30 — 90 sekund
Doporuceny titr pro screening: 1:20

4., Interpretace

Anti-neutrofilni cytoplazmatické protilatky (ANCA) maji velky klinicky vyznam pfi posuzovani cévnich
poruch pacienta.

Prislusny koncovy titr je takovy, kde pacientovo sérum dava jasnou pozitivni fluorescenci. Slaba
fluorescence s titry mezi 1:20 a 1:80 nebo nejasnosti vzhledem ke klinickym vysledkim by mély byt
ovéfeny pomoci kontrolniho sledovéani. V tomto pfipadé by mély byt vzorky odebirany kazdé 3 tydny a
testovany stejnym zplasobem.

1:20 25 pl séra + 475 pl vzorkového/promyvaciho pufru

1:40 20 pl séra + 800 ul vzorkového/promyvaciho pufru (resp. 1:2 fedéni 1:20)
1:80 10 pl séra + 790 ul vzorkového/promyvaciho pufru (resp. 1:2 fedéni 1:40)
1:160 10 pl séra + 1590 pl vzorkového/promyvaciho pufru (resp. 1:2 fedéni 1:80)
atd.

Klasicky C-ANCA obraz mé granularni homogenni fluorescenci cytoplazmy s miniméalné obarvenou
oblasti jadra.

P-ANCA obraz ma ostfe vymezenou perinuklearni fluorescenci (neutrofily fixované ethanolem) nebo
C-ANCA cytoplazmaticky obraz (neutrofily fixované formalinem).



5. Tabulka pro interpretaci dat

ANCA

Datum:

SarZe:

Fixace

Cislo sklicka:

Laborant:

Ethanol:

[]

Formalin:

[]

Jamka €. ID Faktor
rfedéni

F.l. Plazma
bun ééného
jadra

Cytoplazma

Autoprotilatky

Poznamky

10




6. Obsah standardni soupravy

6.1 Standardni souprava

Pozitivni kontrola (1x 0,5 ml lahvi  €ka

Skli €ka (10x v kazdé souprav &) Konjugat (lahvi ¢€ka 4 ml) v kazdé souprav &)
Popis - - D - : - :
Kat. €. Jamek Potazeny Mnozstvi  Kat.é. Popis Kat. €. Popis
soupravy
ANCA Ethanol s54.200 Humannimi neutrofily c54.100 | IgG (H+L fetézec) PC54.100 ANCA kontrolni obraz C-ANCA
(12 jamek) (fixace ethanolem) Modré vi¢ko: jemné modre Cervené vicko: bezbarvy roztok.
zabarveny roztok. Obsahuje: Huméanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%
Obsahuje: BSA, Anti- (konzervans)
humanni protilatky PC54.101 ANCA kontrolni obraz P-ANCA
znacené fluoresceinem Cervené vicko: bezbarvy roztok.
(FITC) Obsahuje: Humanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%
(konzervans)
54.201 ANCA Formalin s54.201 10 Humannimi neutrofily | 1x c54.100 |1gG (H+L fetézec) PC54.100 ANCA kontrolni obraz C-ANCA
(12 jamek) (fixace formalinem) Modré vi¢ko: jemné modre Cervené vicko: bezbarvy roztok.
zabarveny roztok. Obsahuje: Humanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%
Obsahuje: BSA, Anti- (konzervans)
humanni protilatky PC54.101 ANCA kontrolni obraz P-ANCA
znacéené fluoresceinem Cervené vigko: bezbarvy roztok.
(FITC) Obsahuje: Humanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%
(konzervans)
Poznamka: Obsah zbyvajicich sou €asti soupravy tj. spole €né reagencie (pufry, negativni kontrola, montovaci médium atd.) jsou popséany nize v
kapitole 7 Spole €né reagencie obsazené v soupravach, protoze ty jsou identické ve vSech AESKUSLIDES soupravach.

6.2 Demo soupravy

xxx.Demo soupravy maji stejny obsah jako standardni souprava, ale obsahuji 2 sklicka misto 10.
Napf. kat.¢. 54.200 Demo = kat.€. 54.200 pouze se dv éma skli €ky.



Tkéné thdaVC loj (jatra, ledviny, zaludek)
(krysa/mys/LK/LKS)

517.050 rLKS — krysa, obaleno (5 jamek) 50 VEetné demo a bulk
517.101 rLKS — krysa, obaleno (10 jamek) 100 souprav:

517.051 rLKS — krysa, oddé&leno (5 jamek) 50

517.100 rLKS — krysa, oddéleno (10 jamek) 100 .Demo
518.050 MLKS — mys, oddéleno (5 jamek) 50 .Bulk3
518.100 MLKS — mys, oddéleno (10 jamek) 100 .Bulk5

55.050 rKS — krysa, oddéleno (5 jamek) 50

56.050 mKS — mys, oddéleno (5 jamek) 50

56.100 mKS — mys, oddéleno (10 jamek) 100

3. Pouziti

VySe uvedené AESKUSLIDES soupravy jsou nepfimé imunofluorescenéni analyzy slouzici k detekci
autoprotilatek proti mitochondridlnimu antigenu (AMA), antigenu hladkého svalstva (ASMA), jaternim a
ledvinovym mikrosomim (LKM) a cirkulujicim parietalnim bunkam (APCA) v lidském séru.

4. Klinické vyuziti

Autoimunitni choroby jsou zplGsobeny poruchou bunééné a/nebo humordlni imunologické reakce. Tyto
reakce, které za normalni situace pasobi proti vnéjSim vlivim, se mohou za urcitych okolnosti obratit
proti vlastnimu télu a tim zpusobit Fadu riiznych onemocnéni.

ANA  Pfitomnost antijadernych protilatek miZze byt detekovana u kazdé pfipravené tkané s pomoci
pozitivni jaderné fluorescence. Kromé toho se nedoporucuje je pouzivat pro screening ANA obrazu,
protoZze HEp-2 buriky jsou citlivéjSi a umoznuji rozpoznat rGzné typy obraza.

AMA  antimitochondridlni protilatky (AMA) pfednostné reaguji s vnitfni membranou mitochondrii
(bohatou na fosfolipidy). AMA se vétSinou vyskytuji u chorob jako je primarni biliarni cirh6za, pseudo —
LE syndrom a rGzné formy chronickych agresivnich hepatitid. Vysoké titry AMA protilatek jsou
nalézany hlavné u nehnisavych Zluénikovych infekci nebo priméarni biliarni cirhdzy (pozitivni vysledky
asi u 90 %). Protilatky se v téchto pfipadech objevuji pfed klinickymi symptomy a jsou silné ovlivnény
terapii béhem choroby. Nizké titry protilatek jsou pozorovany u sklerodermie, Sjérgenova syndromu,
revmatoidni artritidy a dalSich autoimunitnich onemocnéni.

ASMA Protilatky proti hladkym svalim se objevuji u raznych jaternich chorob, napf. akutni a
chronické hepatitidy, primarni biliarni cirhdzy a jinych forem jaternich cirhéz. Navic detekce ASMA
potvrzuje diagn6zu SLE, infek&ni mononukledzy, karcinomu ovaria a prsu a maligniho melanomu.

LKM  Protilatky, které se vazi na cytochrom p450 a jsou bézné spojovany s autoimunitni hepatitis
typu 2, ktera se objevuje pfevazné u podskupiny divek a mladych zen (80% prevalence). Lze je
pFidruzit i k hepatitidé typu C.

APCA Cirkulujici protilatky proti struktufe parietalnich bunék Zaludec¢ni sliznice se obecné objevuji
diky perniciézni anémii. Nicméné se mohou vyskytovat i u jinych chorob zaludku (chronicka atroficka
gastritida, zalude¢ni vied), onemocnéni §titné zlazy (Hashimotova thyreoitida, myxedém) a vzacnéji u
hypoferrické anémie, diabetes mellitus a u starSich pacientd.

Charakteristika antigenu : mySi nebo krysi jatra, ledviny, Zaludek / krysi nebo mysi ledviny, zZaludek
ZkFizena reaktivita : neni znaméa




Detekce protilatek je zalozena na principu nepfimé imunofluorescenéni analyzy (IIFA). Mikroskopicka
sklicka jsou potazena tkafovymi fezy nebo burfikami tkafovych kultur (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (hnDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazi se béhem prvni inkubace. Po odstranéni nenavazaného materialu promyvanim,
navazané protilatky se béhem druhé inkubace detekuji anti-lidskymi imunoglobuliny konjugovanymi

s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescenéni zbarveni komplexu antigen-protilatka se objevi pod
fluorescenénim mikroskopem.

3. Pracovni postup
Nahlédnéte do Pracovniho postupu uvedeného ve Spole€ném manualu, kapitola 11, strana 30, kde

vvvvv

Doba barveni: 3 —5 minut
Doporuceny titr pro screening: 1:20

4., Interpretace

R nebo M LKS/ R nebo M KS (krysa nebo mys, jatra, ledviny, Zaludek/krysa nebo mys ledviny,
Zaludek: Kombinované tkanoveé fezy umoznuiji rozlieni rdznych protilatek v ramci jedné testovaci
oblasti a mohou byt tudiZ pouzity jako diagnosticky test pro nasledujici autoimunitni protilatky. (V
pfipadé jinych protilatek je vhodné hledat dalSi diagnostickou identifikaci). Hodnoceni by mélo vzdy
byt provadéno s pozitivni a negativni kontrolou.

ANA: pfitomnost antijadernych protilatek maze byt detekovana u kazdé pfipravené tkané s pomoci
pozitivni jaderné fluorescence.

AMA: Na pfitomnost antimitochondrialnich protilatek ukazuje jemna zrnitd cytoplazmaticka
fluorescence renalnich tubul(. Distalni tubuly jsou u mitochondrii vydatnéjsi, proto maji intenzivné;si
fluorescenci nez je tomu u proximalnich tubuld.

ASMA: PFitomnost ASMA je indikovana fluorescenci hladkych svalovych vldken ledvinovych a
Zalude€nich cév, muscularis mucosae, vrstvy muscularis ventriculi stejné jako interglandularnich
kontraktilnich fibril Zaludeéni sliznice.

APCA: jemné zrnita fluorescence parietalnich bunék v Zaludeéni slizniéni membrané indikuje APCA.
Protoze AMA s parietdlnimi bufkami reaguji také, je tfeba pfi posouzeni APCA vyloucit
antimitochondrialni protilatky (renalni tubuly).

LKM: V cytoplazmé proximalnich renalnich tubul( je vidét specificka fluorescence, neni v3ak u
distalnich. Jatra vykazuji homogenni fluorescenci hepatocytli a neni zde zadna viditeln& fluorescence
Zaludku.

AMA:
1:20-1:80 (napf. 10 yl séra + 790 pl fediciho pufru) pozitivni reakce se objevuje u nékterych
jaternich chorob

> 1:160 (napF. 10 pl séra + 1590 pl fediciho pufru) indikuje biliarni cirh6zu. AMA titry zustavaji
stejné i po uplynuti dlouhého obdobi a navzdory
lé¢beé, takze ur€eni titru jako méfitko pro kontrolu
terapie neni vhodné.



ASMA:

1:20-1:80 (napf. 10 ul séra + 790 pl fediciho pufru) pozitivni reakce se objevuje u nékterych
jaternich chorob, virové hepatitidy a primarni biliarni
cirh6zy. Nicméné titry zde mohou klesat pod
rozhodujici hranici. Nizké titry Ize pozorovat u
pacientd se zluénikovou infekci, alkoholickou
cirh6zou, SLE a také u 2 % normalni zdravé populace.

> 1:160 (napf. 10 ul séra + 1590 pl fediciho pufru) je indikaci chronické aktivni hepatitidy. Naproti
virové hepatitidé zde titry klesaji pouze mirné a
mohou pretrvavat po nékolik let. Vysoké ASMA titry
Ize nalézt také u pacientl s infekéni mononukleézou.

APCA: titr nevypovida nic o stavu pacientovy choroby. Ur€eni protilatek je tfeba hodnotit spoleéné s
méfenim  vnitfniho  faktoru  a/nebo  vysledky
histopatologie.

Prislusny konecny titr je ten, u néhoz ma pacientovo sérum jasné pozitivni fluorescenci. Slaba
fluorescence u titr mezi 1:20 a 1:80 nebo nejasnosti s ohledem na klinické vysledky by se mély
zkontrolovat dalSim monitorovanim. Vzorky je v tomto pfipadé tfeba odebrat kazdé tfi tydny a znovu
testovat stejnym zplsobem. 3

13 Thomas L; Labor und Diagnose; 61" Edition; TH-Books GmbH



5. Tabulka pro interpretaci dat

LKS/KS

Datum:

Sarze:

Cislo skli¢ka:

Laborant:

Jamka €.

Faktor
redéni

F.lL

Jatra

Ledviny

Zaludek

Jadro

Protilatky

Poznamk

y

1

2

10




LKS/KS

Datum: Sarze:
Cislo sklicka: Laborant:
Faktor Ledviny Zaludek
Jamka ¢€. ID fedani Tubuly | Glomeruly Panevtalm Hladka Cévni st ény Protilatky Poznamky
bunky |svalovina
1
2
3
4




6. Obsah standardni soupravy

6.1 Standardni souprava

Popis soupravy

Skli€ka (10x v kaZdé souprav &)

Kat. &.

 Jamek

Potazeny

‘MnoZstvi Kat.é&.

CDTIFA

Konjugat (lahvi ¢€ka 3,5 ml)

' Popis

1gG (H+L fetézec)
Modré vicko: jemné
modfe zabarveny
roztok.

Obsahuje: BSA, Anti-
humanni protilatky
znacené
fluoresceinem (FITC)

Pozitivni kontrola (1x 0,5 ml
lahvi €ka v kazdé souprav é)

Kat. &.

PCDTIFA

Popis

AMA pozitivni kontrola
Cervené vigko:
bezbarvy roztok.

Obsahuje: Humanni
sérum (nafedéné), azid
sodny < 0.1%
(konzervans)

517.050 rLKS obaleno, 5 jamek Krysi LKS tkani
$517.050 (L/K obaleny v Zaludku)
517.101 rLKS obaleno, 10 jamek 517101 10 Krysi LKS tkani 1x
SoLf (L/K obaleny v Zaludku)
517.051 rLKS oddéleno, 5 jamek 5 Krysi LKS tkani 1x
$517.051 (oddélené Fezy LKS)
517.100 rLKS oddéleno, 10 jamek $517.100 10 Krysi LKS tkani 2x
) (oddélené fezy LKS)
518.050 mLKS oddé&leno, 5 jamek 5 MysSi LKS tkani 1x
$518.050 (oddélené fezy LKS)
518.100 mLKS oddéleno, 10 jamek $518.100 10 MysSi LKS tkani 2x
’ (oddélené fezy LKS)
55.050 rKS oddéleno, 5 jamek 55.050 5 ;(erzilml KS tkanovymi 1x
56.050 mKS oddéleno, 5 jamek $56.050 5 F’\g)zlfllml KS tkanovymi 1x
56.100 mKS oddéleno, 10 jamek $56.100 10 Fl\g)zlilml KS tkarovymi 2x
Poznamka: Obsah zbyvajicich sou ¢asti soupravy tj. spole €né reagencie (pufry, negativni kontrola, montovaci
v kapitole 7 Spole €né reagencie obsazené v soupravach, protoze ty jsou

médium atd.) jsou popsany nize
identické ve vSech AESKUSLIDES soupravach

6.2 Demo a Bulk soupravy

xxx Demo soupravy maji stejny obsah jako standardni souprava, ale obsahuji 2 sklicka misto 10.

Napf. kat.¢. 517.050 Demo = kat.¢. 517.050 pouze se dv éma skli ¢ky.

xxx Bulk3 soupravy jsou mnozstevni soupravy obsahujici 3 nasobek obsahu standardni soupravy.
xxx Bulk5 soupravy jsou mnozstevni soupravy obsahujici 5 nasobek obsahu standardni soupravy.




EMA (Endomysium)

512.050 EMA IgA (5 jamek) 50 Véetné demo a bulk
512.100 EMA IgA (10 jamek) 100 souprav:
512.060 EMA IgG (5 jamek) 50
512.101 EMA 1gG (10 jamek) xxx.Demo
100 xxx .Bulk3
xxx .Bulk5
1. Pouziti

AESKUSLIDES EMA IgA a IgG jsou nepfimé imunofluorescenéni analyzy slouzici k detekci
autoprotilatek proti tkanové transglutaminaze (tTG) v lidském séru.

2. Klinické vyuziti

Gluten-citliva enteropatie neboli celiakie je charakterizovana atrofii malych stfevnich klkd, jez vede
k takzvané ,flat mukéze“. Je zplGsobena patologickou intoleranci gliadinu, v alkoholu rozpustné frakci
glutenu, obsazeného v pSenici, zitu a jeémeni. ProtoZe celiakie je zpusobena absorbci glutenu,
bezlepkova dieta chorobu zcela vylé¢i a proto je tfeba ji dodrzovat po cely Zivot. Obnovena
konzumace gliadinu vede k navratu symptom(. Onemocnéni je vazané na HLA systém (95 %
pacientl ma DQ2 antigen s alelami DQA1*0501 a DQB1*0201) a manifestuje se v jakémkoliv véku
s maximalnim nastupem v ¢asném détstvi, dokonce i u novorozencu. Vyskyt v evropskych zemich se
pohybuje mezi 1 na 4000 az 1 na 300 pfipadd.

Diagnostika celiakie se déla pomoci malé stfevni biopsie (prikaz ,.flat mukdzy*) a s pomoci
serologickych markerd. NejvyznamnéjSimi jsou protilatky proti gliadinu a proti endomysiu (EMA).
Dosud jsou detekovany nepfimou imunofluorescenci, ktera je omezena pouze na IgA podtfidu.
Identifikace tkanové transglutaminazy (tTG) jako hlavniho cilového antigenu EMA poskytuje mnohem
snazSi moznost diagnostiky celiakie. tTG je enzym, ktery je po poSkozeni vylu¢ovan z bunék , kde ma
napomoci tkarnové obnové.

Anti-tTG protilatky maji vySsi citlivost a specifi€¢nost, nez je tomu u anti-gliadin protilatek. Navic t&snéji
koreluji s aktivitou onemocnéni a tim jsou velmi dllezité pro sledovani diety. Uréeni IgG protilatek proti
tTG je jedinou dostupnou specifickou serologii pro 2-5 % pacientl s IgA deficienci. Screeningem anti-
tTg byl detekovan vysoky pocet subklinickych pfipadd, coZz podporuje teorii, Ze vétSina pripadu
celiakie je neodhalena a nelécena (ledovcovy model). 14

Je popséno, Ze u pacientd s pemfigem se objevuje fluorescence na opi¢im jicnu IIF. 5 Protilatky proti
k(zi jsou namifeny proti mezibunéénym strukturdm a jsou pro charakteristické pro pemphigus
vulgaris, pemphigus folaceus a paraneoplasticky pemphigus, odliSeni mezi jednotlivymi typy pemfiga
nejsou s pomoci IIF mozné.

14 Matthias T et al.; Diagnostic Challenges in Celiac Disease and the Role of the Tissue
Transglutaminase-Neo-Epitope. Clinic Rev Allerg Immunol. 2002; 28-301
15 Bradwell A.R. et al.; Advanced Atlas of autoantibody patterns: Skin diseases; Birmingham:

The Binding Site; 1999; 73-81



Charakteristika antigenu : antigenovy substrat: opiéi jicen
ZkFizena reaktivita : neni znama

Detekce protilatek je zaloZzena na principu nepfimé imunofluorescenéni analyzy (IIFA). Mikroskopicka
sklicka jsou potazena tkanovymi fezy nebo bunkami tkanovych kultur (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazi se béhem prvni inkubace. Po odstranéni nenavdzaného materidlu promyvanim,
navazané protilatky se béhem druhé inkubace detekuji anti-lidskymi imunoglobuliny konjugovanymi
s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescenéni zbarveni komplexu antigen-protilatka se objevi pod
fluorescenénim mikroskopem.

3. Pracovni postup

Nahlédnéte do Pracovniho postupu uvedeného ve Spoleéném manualu, kapitola 11, strana 30, kde

Doba barveni: 3 -5 minut
Doporuceny titr pro screening: 1:5

4., Interpretace

Interpretace 512.050/512.100 EMA IgA

Endomysium je podpurna struktura, kterd obklopuje kombinaci hladkych a pfiéné pruhovanych
svalovych vlaken, jez se nalézaji ve stfedni tfetiné jicnu. Obsahuje kolagen a retikulin spole¢né s
endomysialnim teréem, ktery jiz byl charakterizovan.

Gliadin je v ethanolu rozpustné frakce glutenu, ktery je zanétlivym antigenem u celiakie. Protilatky jsou
spojovany s celiakii a dermatitis herpetiformis.

Interpretace 512.060/512.101 EMA IgG

Urceni protilatek 1gG proti tTg je jedinou dostupnou specifickou serologickou metodou pro 2-5 %
pacient(l s IgA deficienci.

Priklady fedéni:

1.5 50 pl séra + +200 ul vzorkového pufru
1:10 10 pl séra + 90 pl vzorkového pufru
1:20 10 pl séra + 190 ul vzorkového pufru
1:40 10 pl séra + 390 pl vzorkového pufru

1:80 10 pl séra + 790 ul vzorkového pufru



5. Tabulka pro interpretaci dat

EMA
Datum: Sarze:
Cislo skli¢ka: Laborant:
Jamka ¢€. ID Faktor Endomysium Hladké& svalovina Autoprotilatky Poznamky
redéni Tunica muscularis
mucosae
1
2
3
4




EMA

Datum: Sarze:
Cislo skli¢ka: Laborant:
Jamka ¢€. ID Faktor Endomysium Hladké& svalovina Autoprotilatky Poznamky
redéni Tunica muscularis
mucosae

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10




6. Obsah standardni soupravy

6.1 Standardni souprava

Skii&ka (10x v kazdé souprav &) Konjugat (lahvi &ka 3,5 ml) Her L) k\f”lzg;’c'iae (slgu%g\r/“g';‘h‘” HE)
Popis

soupravy

Kat. €. Jamek Potazeny Mnozstvi  Kat.¢. Popis Kat. €. Popis

IgA (a fetézec specifické)
Modré vi¢ko: jemné modre

512.050 |EMA IgA (5jamek) |s512.050 5 1x zabarveny roztok.

€512.050

Obsahuje: BSA, Anti-
humanni protilatky
znacené fluoresceinem
(FITC)

1gG (y Fetézec specifické)
Modré vi¢ko: jemné modre
zabarveny roztok.

Pozitivni kontrola EMA

512.100 |EMA IgA (10 jamek) | s512.100 10 2X Cervené vigko: bezbarvy roztok.

Opici jicen PC512.050
Obsahuje: Humanni sérum
(nafedéné), azid sodny < 0.1%

(konzervans)

512.060 |EMA IgG (5jamek) |s512.00 5 1x

¢512.060

Obsahuje: BSA, Anti-
humanni protilatky
znacené fluoresceinem
(FITC)

Poznamka: Obsah zbyvajicich sou ¢€asti soupravy tj. spole €né reagencie (pufry, negativni kontrola, montovaci médium atd.) jsou popsany nize v

kapitole 7 Spole €né reagencie obsazené v soupravach, protoze ty jsou identické ve vSech AESKUSLIDES soupravéach.

512.101 | EMA IgG (10 jamek) | s512.101 10 2x

4.2 Demo a Bulk soupravy

xxx Demo soupravy maji stejny obsah jako standardni souprava, ale obsahuji 2 sklicka misto 10.
Napf. kat.¢. 512.050 Demo = kat.¢. 512.050 pouze se dv éma skli ¢ky.

xxx Bulk3 soupravy jsou mnozstevni soupravy obsahujici 3 nasobek obsahu standardni soupravy.

xxx Bulkb soupravy jsou mnozstevni soupravy obsahujici 5 nasobek obsahu standardni soupravy.



AESKUSLIDES
SPOLECNY MANUAL

Nasledujici ndvod je spole¢ny pro celé portfolio produktd AESKUSLIDES. Pro specifické detaily
tykajici se jednotlivych souprav prosim nahlédnéte do konkrétniho manualu, ktery je také soucasti této
soupravy.

7. Spole éné reagencie obsazené v soupravach
a. Spole €né reagencie

Nésledujici reagencie jsou spoleéné pro celou produktovou fadu AESKUSLIDES. MnoZstvi jsou na
jednu soupravu:

NCIFA Negativni kontrola 1x 0,5 ml Zelené vicko: bezbarvy roztok. ANO
Obsahuje: Humanni sérum (nafedéné),
azid sodny < 0.1% (konzervans)

EBIFA Evansova modf 0,2% | 1x 3,0ml Bile vitko: Modfe zbarveny roztok. NE
Obsahuje: PBS, Evansova modr 0,2%
1:3000 v 1x SWBIFA

MMIFA | Montovaci médium 1x 12 ml Validovéano pro pouziti s HELMED" ANO
Bilé vicko: bezbarvy roztok
Obsahuje: PBS, Glycerin

SWBIFA | Vzorkovy/promyvaci | 1x 100 m| | Nafedte koncentrovany pufr 1:10 NE

pufr v destilované vodé (napf. 100 ml + 900 ml).
Obsahuje: BSA PBS, azid sodny
(konzervans)
b. DalSi pot febny material (nedodavany se soupravou)

Destilovana voda

Zkumavky pro fedéni vzorku

Odmeérny valec

Pipety

Stopky

Fluorescenéni mikroskop s FITC systémem (490 nm excitacni filtr, 510 nm bariérovy filtr)
Inkubaéni komurka

Barvici vanicka

Pipetovaci Spicky

Kryci sklicka (24x60 mm)

V pFipad é, Ze informace o produktu, v €etné Stitk 0, je poSkozena nebo nespravna, kontaktujte
prosim vyrobce nebo dodavatele soupravy.

8. Skladovani a trvanlivost

VSechny reagencie uchovavejte pfi teploté 2-8 € a chrante pred svétlem. Datum exspirace kazdé
komponenty je vyznaceno na etiketé pfisluSné lahvicky. NepouZivejte reagencie po uplynuti data
exspirace.

VSechny reagencie a sklicka uchovéavejte pfi 2-8 T v originalnich obalech. Rekonstituované ro ztoky
reagencii jsou stabilni nejméné po dobu 1 tydne pfi teploté 2-8 C.

Reagencie a skli €ka pouzivejte pouze do data exspirace uvedeného na  pfisluSném obalu.

9. Bezpe €nostni opat feni pFi pouziti

a. Informace o zdravotnich rizicich

Tento produkt je uréen Pouze PRO POUZITI IN VITRO. Se soupravou by mél pracovat pouze personal
odborné zpusobily a specialné vySkoleny v manipulaci s diagnostickymi metodami IN VITRO. Ackoli
tento produkt neni za normalnich podminek pouzZivani povazovan za pfimo Skodlivy nebo
nebezpecny, k zajisténi maximalni bezpecnosti proctéte nasledujici text:




Doporu €eni a bezpe €énostni opat feni

Tato souprava obsahuje potencialné nebezpecné komponenty. Pfestoze reagencie soupravy nejsou
klasifikovany jako drazdivé vici o€im a kazi, doporu¢ujeme vyhnout se jejich kontaktu s o€ima a k{zi
a pfi praci pouzivat jednorazové rukavice.

VeSkery material lidského plvodu pouZity pro vyrobu této soupravy (napf. kontroly) byl schvalenymi
metodami testovan a potvrzen negativnim na HbsAg, Hepatitis C a HIV. Nicméné zadny test nemuze
garantovat Uplnou absenci virovych agens v takovychto materialech. Proto zachazejte s kontrolami a
vzorky sér pacientl jako s potencialné infekénimi materidly v souladu s platnymi pfedpisy.

Souprava obsahuje materidl zivociSného pavodu (BSA, imunoglobulin) jak je uvedeno v tabulce
s obsahem,zachazejte s ni dle mistnich pfedpisa.

b. Obecna pravidla pro pouziti soupravy
1. Nepipetujte Usty. Pfi manipulaci se soupravou nekufte, nejezte ani nepijte.
2. Nemichejte nebo nezaménujte reagencie s odliSnym cislem Sarze. Muze to zpUsobit

odchylky ve vysledcich.

VSechny nadobky po pouZiti zavirejte, abyste se vyvarovali bakterialni kontaminace.
PFi pipetovani vSech roztokd vzdy pouZzivejte nové sterilni Spicky.

Nikdy nevystavujte komponenty teplotam vySSim nez 37 °C.

Béhem pracovniho postupu nikdy nenechavejte jamky na skliécich vyschnout.
Sklicka nezamrazuijte.

Nookw

Kazda laborato ¥ by si m éla stanovit interni kontroly nastavené dle svych la boratornich
technologii, kontrol, vybaveni a konkrétni populace a to v zavislosti na svych vlastnich
zavedenych postupech.

Definitivni klinicka diagnéza by nem  éla byt zaloZzena pouze na vysledcich provedenych tes  tq,
ale méla by byt stanovena Iéka Fem po zhodnoceni vSech klinickych a laboratornich n aleza.

V pfipadé, ze hodnoty kontrol se neshoduiji s kritérii testu, test je neplatny a musi se opakovat. Mély
by se ovéfit nasledujici technické problémy: Datum exspirace (pfipravenych) reagencii, podminky
uchovavani, pipety, zafizeni, fotometr, podminky inkubace a metody promyvani. Pokud testované
polozky vykazuji nenormalni hodnoty nebo jakykoliv druh odchylky nebo kdyz nejsou splnéna
validacni kritéria z omluvitelnych pfi¢in, prosim kontaktujte naSeho mistniho distributora.

10.  Odbeér vzork G, manipulace a uchovavani

PFiprava vzork G: PouZivejte pfednostné cerstvé ziskané vzorky séra. Odbér krve musi byt proveden
podle platnych predpist. Vzorky krve odebirejte asepticky.

Ikterické, lipemické, hemolyzované nebo bakteriemi kontaminované vzorky mohou zplsobovat
interferenci.

Séra s obsahem cCastic by méla byt vy&iSténa nizkorychlostnim odstfedénim (<1000 x g). Vzorky krve
by mély byt odebrany do &istych, suchych a prazdnych zkumavek. Po separaci by sérum mélo byt
ihned pouzito, pfipadné uschovano v tésné uzaviené zkumavce pfi teploté 2-8 °C max. 48 hodin, pro
delSi uschovani pak zamrazeno na teplotu —20 °C. Séra opakované nezamrazujte.

11. Pracovni postup

a. Pripravy p fed pipetovanim

Pred pouzitim nechejte vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (20-26 ), dobfe
promichejte a dodrzujte doporu¢ené inkubacni schéma.

1. Priprava fediciho pufru pro vzorky a promyvaciho pufru:
Naredte koncentrovany pufr pro fedéni vzorkd a promyvaci pufr 1:10 destilovanou vodou.

2. Redéni vzorkl
Séra pacientu nafedte pomoci pfipraveného fediciho pufru (screeningovy titr viz kapitola
Pracovni postup v predchozi &asti podle druhu soupravy, kterou pouzivate). Redé&ni vzorkd
se liSi podle soupravy HEp-2, nDNA, rLKS, EMA atd.

3. Kontroly jsou jiz pfipraveny k pouZiti!

4. Pripravte si protokol — Tabulka pro interpretaci dat je dostupna v kapitole Pracovni postup
v pfedchozi ¢asti podle druhu soupravy, kterou pouzivéte.



Pracovni postup

Vyjméte prislusny pocet sklicek z obalu a oznacte si je. Nedotykejte se jamek. Nenechejte
skli¢ka vyschnout.

Prvni inkubace :

Do pfisluSnych jamek napipetujte adekvatni objem kazdého nafedéného séra a kontroly
(ready to use), nedotykejte se pipetou povrchu sklicka. Ujistéte se, Zze kazda jamka je zcela
pokryta pfislusSnym sérem. Je dulezité pouzit tolik testovaného materialu, aby byly jamky
kompletné zaplnény. Ale zabrarite pfipadnému pfeteceni vzorku séra mezi dvéma jamkami,
doSlo by ke znehodnoceni vysledku. Inkubujte skla 30 minut pfi pokojové teploté ve vihké
inkubacni komdrce.

Promyvani :

Po ukongéeni inkubace vyjméte skla z inkuba¢ni komarky a kratce je omyjte promyvacim
pufrem pomoci pipety. Nestfikejte pufr pfimo na jamky.

Poznamka : Aby nedoSlo ke zkFizené kontaminaci na sklicku, namifte proud pufru podél
stfedni linie sklicka.

Skla promyvejte promyvacim pufrem po dobu 15 minut v barvici vani¢ce. Pro dosazeni
optimalnich vysledk( ménte promyvaci roztok 3x po 5 minutach. Vyjméte sklicka z barvici
vanicky a opatrné odstrarite zbytky promyvaciho pufru.

Poznamka : Je dllezité nenechat sklicka béhem procesu zcela vyschnout, nebot se
muiZe poSkodit substrat na povrchu jamek. Proto v zadném pfipadé neodsavejte nebo
nesuste skla a nenechavejte je bez reagencii déle nez par sekund.

Druha inkubace :

Po promyti ihned vratte skla do inkubaéni komrky a na kazdou jamku naneste 30 pl FITC
konjugatu tak, aby jamky byly kompletné zapInény. Inkubujte ve tmé& 30 minut pfi pokojové
teploté.

Promyvani :

Po ukongéeni inkubace vyjméte skla z inkuba¢ni komarky a kratce je omyjte promyvacim
pufrem pomoci pipety. Nestfikejte pufr pfimo na jamky.

Skla promyvejte promyvacim pufrem po dobu 10 minut v barvici vani¢ce. Pro dosazeni
optimalnich vysledk( ménte promyvaci roztok 2x po 5 minutach.

Nepovinné barveni kontrastnim b arvivem :

Naredte kontrastni barvivo (Evansova modr) 1:3000 promyvacim pufrem a dobfe
promichejte. Prelijte barvivo do barvici vanicky a skla v ni inkubujte. Nahlédnéte do
predchozi ¢asti do kapitoly

Pracovni postup , kde jsou detaily tykajici se doby inkubace soupravy, kterou pouzivate.
Evansova modr prekryje nespecifickou fluorescenci pozadi.

Vyjméte skla po uplynuti doby inkubace a kratce omyjte promyvacim pufrem. Odstrante
zbytky promyvaciho pufru. Skla v Zzddném pfipadé nesuSte ani neodsavejte zbytky roztoku.

Montovani :
Pridejte adekvatni mnozstvi montovaciho média podél stfedni linie kazdého skla.
Opatrné prikryjte krycim sklem a odstrarite pripadné vzduchové bubliny.

Odegitani:
Sklicka ihned odecitejte pfi 400-800 x zvétSeni pomoci fluorescenéniho mikroskopu. (490 nm
excitaéni filtr, 510 nm bariérovy filtr)




Pracovni postup - shrnuti
Do pfislusnych jamek napipetujte
naredéna séra a kontroly.

Do inkubaéni komurky dejte malé
mnozstvi deionizované nebo
destilované vody a umistéte skla do
komrky.

Inkubujte skla po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté (20-26 C).

Contrals / Prediluted Samples WASHB

I
ZRON"

30min 3 x 5min

Vyjméte sklicka z komory a kratce je pomoci pipety omyjte promyvacim pufrem. Promyvejte

skla 3x 5 minut v barvici vani¢ce.

Uvnitf inkubaéni komirky na kazdou
z jamek naneste dostate¢né mnozstvi
FITC konjugatu.

Inkubujte skla 30 minut ve tmé pfi
pokojové teploté (20-26 C)

Vyjméte sklicka z komory a kréatce je
pomoci pipety omyjte promyvacim
pufrem. Promyvejte skla 2x 5 minut
v barvici vanicce.

g l °

30min 2 % 5min

10.

11.

12.

Naredte kontrastni barvivo (Evansovu
modfF) 1:3000 promyvacim pufrem.

Inkubujte skla s nafedénym barvivem
(*pro barveni kontrastnim barvivem
nahlédnéte do predchozi ¢&asti do
kapitoly Pracovni postup , kde jsou
detaily tykajici se doby inkubace
soupravy, kterou pouzivate.

Po uplynuti doby inkubace skla

vyjméte a kratce omyjte promyvacim pufrem.

3-5min
* 30-90 sec

Podél stfedni linie sklicka naneste adekvatni mnoZstvi montovaciho média.

Sklicka ihned odecitejte pfi 400-800 x zvétSeni pomoci fluorescenéniho mikroskopu. (490 nm

excitacni filtr, 510 nm bariérovy filtr)




Maléa hustota bunék

lyze bunék po del§im kontaktu
s deionizovanou vodou

pufr byl stfiknut pfimo na substrat jamky

Postupuijte dle doporu¢eného
promyvaciho postupu

substrat byl atakovan proteolytickymi
enzymy

inaktivovat sérum

Nestejnomérna fluorescence

sérum na povrchu jamky vyschlo,
fluorescence silngjSi na okrajich

vzdy inkubujte ve vihkém prostredi

sérum nebylo na celém povrchu jamky

pouzivejte adekvatni mnozstvi
testovaného materialu

zkfizenéa reakce mezi jamkami

zamezte preteceni vzorkd mezi jamkami
u prvni inkubace

skla byla ozna¢ena voskovou tuzkou,
coz zpusobilo vznik nesméagcivého filmu
na skle

pouzivejte oby€ejnou tuzku

nespravné nastaveny mikroskop

zkontrolujte sefizeni UV lampy

Difazni obrazek

skla byla inkubovéana v lednici bez vicka

prekryjte skla lakem na nehty nebo
parafinem

imunofl. mikroskop je Spinavy. Mozné
Skrabance na €occe

vycistéte mikroskop podle instrukci

Maléa nebo zadna fluorescence

konjugat a skli¢ka rozmrazena a znovu
zamrazZena

konjugéat a skla skladovat pfi 2-8C

kontroly byly nafedény

zkontrolujte instrukce, pouzivejte ready
to use kontroly v soupravé

bakterialni kontaminace séra nebo
konjugétu

mikroskop nesefizen

hodnota pH promyvaciho pufru je pfilis
nizka (pH hodnota 7,4+0,2)

zkontrolujte stav

FITC konjugat byl vystaven svétlu

chrante konjugéat pred svétlem

Fluorescence na pozadi

nespravné promyti

zkontrolujte promyvaci postup

skla vyschla

nenechéavejte nikdy skla zcela vyschnout

lipemicka, hemolyticka séra

pouzivejte pouze Cerstva séra

chyba mikroskopu

zkontrolujte spravnost filtru a objektivu




SYMBOLY

VD Pro diagnostické pouziti  in vitro
| REF Katalogové &islo
LOT Sarze
C€ Znaéka evropské shody

Viz navod k pouziti

_g Pouzitelné do

+TC g Uchovavejte p i 2-8 °C
‘ Vyrobce
DYE Evansova mod F — barvivo

CONTROL| + Pozitivni kontrola

CONTROL = Negativni kontrola

SEAI_ Montovaci médium

CONJ Konjugat

.c:j?;} Mikroskopicka skla

SWB| 10x Promyvaci/vzorkovy pufr

@ XX testti
XX

Zplnomocn ény zastupce vyrobce v Ceské republice:
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Mail: info@biovendor.cz, www.biovendor.cz




