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REF 1124 48 stanoveni (8 x 6)
POUZITI

Neprimy imunofluorescencni (IFA) test k semikvantitativni detekci protilatek proti bazalni membrané
glomerul( v lidském séru.

uvoD

Rychle progresivni glomerulonefritida (RPGN) je klinicky syndrom, ktery se vyviji v priibéhu dnl nebo
tydn( charakterizovanych krescentickou glomerulonefritidou, jak Ize vidét na histopatologii ledvin.
Progndza je Spatnd, pokud neni rozpoznana brzy a neni zahdjena vhodna lécba. RPGN muzZe byt
hodnocena na zakladé nepfimych imunofluorescencnich sérologickych testl a renalnich biopsii
hodnocenych pomoci elektronového mikroskopu.

PFi pouziti vySe uvedenych kritérii Ize RPGN klasifikovat do:

A. Onemocnéni zprostfedkované imunitnimi komplexy, charakterizované pfitomnosti anti-DNA
protilatek nebo anti-streptokokovych protilatek.

B. Glomerulonefritida zplsobend onemocnénim glomeruldrni bazalni membrany (GBM) a
Goodpasturelv syndrom.

C. Glomerulonefritida spojena s anti-neutrofilni cytoplazmatickou protilatkou (ANCA).

Ve studii Jayne et al*, u 889 pacient( s podezienim na RPGN, mélo 47 (5%) anti-GBM, 246 (28%) mélo
ANCA a 576 (65%) mélo jiné protilatky. 2% mély protilatky ANCA i anti-GBM. Frekvence anti-GBM
protilatek a souvisejici nemoci jsou uvedeny v tabulce 1.

PRINCIP TESTU

Tato IFA metoda vyuziva pro zvyseni specifického fluorescenéniho barveni nejprve tkanovy substrat,
ktery je inkubovan s antigen enhancing pufrem pred inkubaci s pacientskymi séry. Pacientské séra se
inkubuji na substratu opicich ledvin, aby byla umoZnéna vazba protilatek na substrat. Jakékoliv
protilatky, které nejsou navazany, se odstrani promytim. Vazané protilatky tfidy IgG jsou detekovany
pfi inkubaci substratu s fluoresceinem znacenym konjugdtem proti lidskému IgG. Reakce jsou
pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem vybavenym vhodnymi filtry.

Pfitomnost reakci anti-GBM protilatek je demonstrovana jable¢né zelenou fluorescenci bazalni
membrany ledvinnych glomerull. Titr (recipro¢né nejvyssi zfedéni s pozitivni reakci) se poté stanovi
sériovym fedénim.



SKLADOVANI A PRIPRAVA

VSechny reagencie skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti po
vytemperovani na laboratorni teplotu.

SOUCASTI SOUPRAVY

ImmuGlo™ anti-GBM (Primate Kidney) 1124
Kit obsahuje dostate¢né mnozstvi reagencii pro provedeni 48 stanoveni.

8x SORB SLD 6 6 jamek se substratem opicich ledvin.
1x0.5 ml CONTROL + GBM GBM Pozitivni kontrola.

Obsahuje lidské sérum s GBM protilatkami.
1x 0.5 ml CONTROL - GBM Negativni kontrola. Obsahuje lidské sérum.

1x5ml 1gG CONIJ. FITC EB* Anti-lidsky 1gG FITC konjugat obsahujici evansovu modr.
Chrarite pred svétlem.

1x60 ml BUF GBM Pufr GBM pro fedéni vzorkd.

2x BUF WASH Fosfatovy pufr (PBS). Rozpustte obsah vialky v 1 litru vody.
1 x 5.0 ml MOUNTING MEDIUM Montovaci medium. Nezmrazujte.

1x12 COVER SLD Kryci sklicka.

* Nahrazuje konjugat bez kontrastniho efektu v kitech s kddy obsahujicich EB

POZADOVANY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

Fluorescencéni mikroskop

Micropipeta nebo Pasteurovy pipety

Sérologické pipety

Barvici miska (napf. Coplinova nadoba)

Malé zkumavky (napt. 13 x 75 mm) a stojan na zkumavky
Deionizovana nebo destilovana voda

1 litrova nddoba

Promyvaci [dhev

Absorpcni papirové ruéniky

Inkubaéni komurka

BEZPECNOSTNi OPATRENI

Pouze pro in vitro diagnostiku. VSechny pouzité lidské komponenty byly testovany na HbsAg, HCV,
HIV-1, HIV-2, HTLV-l a byly shledany negativni vysledky dle FDA. Se vzorky nakladejte jako s
potencialné biologicky nebezpeénym materidlem. Postupujte dle spravné laboratorni praxe pfi
manipulaci, skladovani, vydeji a likvidaci tohoto materialu.

UPOZORNENI - Azid sodny (NaN3) miZe reagovat s olovem a médi za vzniku vysoce vybugnych azidd.
PFi odstranovani kapalin vyplachnéte vse velkym mnoZstvim vody tak, aby se zabranilo nahromadéni
velkého mnozZstvi azidu. Azid sodny mUze byt po poZiti toxicky. V pfipadé poziti okamzité kontaktujte
vedeni laboratofe a lékare.

Postupujte presné dle uvedenych instrukci k zajisténi platnych vysledk(. NepouZivejte nebo
nemichejte reagencie z rdznych souprav a Sarzi.

Nepouzivejte po uplynuti doby expirace.



ODBER VZORKU A JEHO SKLADOVANI

Pouze vzorky séra by mély byt pouzity pro tento postup. Silné hemolyzované, lipemické nebo
mikrobiologicky kontaminované vzorky mohou ovlivnit vysledky tohoto testu, proto nemohou byt
pouzity. Vzorky mohou byt skladovany pfi teploté 2 - 8 °C maximalné 1 tyden. Pro skladovani po delsi
dobu sérum zamrazte a uchovejte pfi teploté -20 ° C. Rozmrazené vzorky znovu nezmrazujte.

POSTUP

Metoda testovani

A. Screening

1. Naredte kazdé sérum pacienta v poméru 1:10 fedicim pufrem Buffered Diluent (0.1 ml séra + 0.9
ml Diluentu). Nefedte Pozitivni ani Negativni kontroly! UloZte neredéné sérum pro pfipadné
stanoveni titr protilatek, pokud bude screeningovy test pozitivni.

2. Sacky obsahuijici sklicka nechte temperovat pfi laboratorni teploté 10-15 minut. Opatrné vyjméte
sklicka, nedotykejte se pfitom substratu!

3. Sklicka oznacte a umistéte je do inkubdatoru na papirovy rucnik navlhéeny vodou, aby se zabranilo
vysychani.

4. Pipetujte 1 az 2 kapky Antigen Enhancing Buffer do kazdé jamky. Inkubacéni komoru uzaviete
vikem a inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté.

5. Vyjméte skli¢ko z inkubacéni komarky, drZte jej za okraj a jemné promyjte asi 10 ml PBS za pomoci
pipety nebo promyjte sklicko v kadince s PBS. NepouZivejte promyvaci lahev. Poté ihned preneste
sklicko do Coplinovy nadoby a promyvejte 10 minut PBS. Proces opakujte u viech sklicek.

6. Vyjméte sklicko z Coplinovy nadoby. Umistéte sklicko do inkubaéni komurky. Absorpénim papirem
jemné vysuste prebytecny PBS ze sklicka.

7. Obratte lahvic¢ku s kapatkem a jemné zmacknéte pro nakapnuti 1 kapky (pfiblizné 50 pl) negativni
kontroly do jamky €. 1 a 1 kapku pozitivni kontroly do jamky €. 2. Vyvarujte se preplnéni jamek.

8. Mikropipetou nebo Pasteurovou pipetou aplikujte 1 kapku (priblizne 50 pl) naredénych
pacientskych sér do ostatnich jamek. Vyvarujte se pfeplnéni jamek.

9. Sklicko inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté v inkubacni kom(rce zakryté vikem.

10. Vyjméte sklicko z inkubacéni komrky, drzte jej za okraj a jemné promyjte asi 10 ml PBS za pomoci
pipety nebo promyjte sklicko v kadince s PBS. NepouZivejte promyvaci lahev.

Poté ihned preneste sklicko do Coplinovy nadoby a promyvejte 10 minut PBS. Proces opakujte u
vsech sklicek.

11. Vyjméte sklicko z Coplinovy nadoby. Absorpénim papirem vysuste prebytecné PBS z okraje
sklicka. Umistéte sklicko do inkubacni komurky a ihned aplikujte 1 kapku (pfiblizné 50 ul) konjugatu
do kazdé jamky.

12. Pfremistéte sklicko do inkubacni komrky. Inkubujte po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté.
13. Vyjméte skli¢ko z inkubaéni komarky, drzte jej za okraj a jemné promyjte asi 10 ml PBS za pomoci

pipety nebo promyjte sklicko v kadince s PBS. NepouZivejte promyvaci lahev. Umistéte sklicko do
nadobky naplnéné PBS na 10 minut. Opakujte postup u vSech sklicek.



POZNAMKA: Nespravné promyti maze vést ke zvyseni fluorescence na pozadi.

14. Vyjméte sklicko z promyvaci nadoby. Absorpénim papirem vysuste prebyte¢né PBS z okraje
sklicka. Pro zabranéni vysuseni sklicka pokracujte ihned dalSim krokem, dokud je sklicko mokré.
Kapnéte 3 kapky montovaciho media na kryci sklicko a opatrné prevratte na podlozni sklicko. Jemné
pritlacte pro odstranéni pripadnych bublin. Zabrarite dalSimu pohybu kryciho skli¢ka.

15. Odeététe a vyhodnotte specifickou fluorescenci pod fluorescenénim mikroskopem pfi zvetseni
200x nebo vétsim.

Sklicka by méla byt odectena co nejdfive po provedeni testu. Nicméné, vzhledem k pritomnosti kryci
tekutiny v montovacim mediu, nedochdzi k Zddné vyznamné ztraté intenzity barveni, jestlize dojde k
odecteni do 48 hodin. Sklicka musi byt skladovana pfi teploté 2-8 °C ve tmé.

B. Endpoint stanoveni (titrace)

Red'te dvojnasobnou fedici fadou zacinajici 1:10 (viz nize). Pouzijte jedno sklicko, kde sérum miize byt
fedéno v pomérech 1:10 az 1:320. V ptipadé pozitivity u fedéni 1:320, je titr vyhodnocen jako vétsi
nebo roven 320. Dalsi sklicko mGzZe byt pouZito pro uréeni endpointu pti pozitivité séra i pfi fedéni
1:320. Pfevracena hodnota nejvyssiho fedéni vytvarejici pozitivni reakci je titrem.

Pf¥iprava redéni

Zkumavky oznacte Cisly 1-6. Pridejte 0,9 ml Diluentu do zkumavky €. 1 a 0.2 ml do zkumavky €. 2-6.
Pipetujte 0.1 ml nefedéného séra do zkumavky ¢. 1 a ddkladné promichejte. Pfeneste 0.2 ml ze
zkumavky ¢. 1 do zkumavky €. 2 a didkladné promichejte. Pokradujte prenesenim 0.2 ml z jedné
zkumavky do ndsledujici po promichani tak, aby vzniklo fedéni, které je znazornéno v nasledujici
tabulce.

Zkumavka 1 2 3 4 5 6

Sérum 0.1ml

g‘i’lzfs;‘:d 0.9 ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml
PFeneseni 2 XD XD D XD I
Vysledné 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

redéni

KONTROLA KVALITY

V kazdém testu by méla byt zahrnuta pozitivni i negativni kontrola. Negativni kontrola by neméla
ukazat zadnou specifickou fluorescenci ledvinnych glomeruld, pficemz pozitivni kontrola by méla mit
2+ nebo vyssi barevnou intenzitu bazalni membrany glomerul(. Jestlize nejsou ziskany tyto
ocekavané vysledky, mél by byt proces zopakovan. Pokud nadéle dochazi k selhani kontrol, mlze to
byt zplisobeno:

e Zdakalem - vyradte kontrolu a pouZijte novou

e Problémy s optickym systémem fluorescencniho mikroskopu - nespravné nastaveni, Zarovka

za hranici Zivotnosti atd.
e Mozné vyschnuti sklicka béhem procesu

VYSLEDKY

Vysledky testu pro anti-GBM protilatky by mély byt interpretovany jako negativni (<10) nebo
pozitivni vyssi nebo rovno 320 nebo nejlépe pozitivni se specifickym endpoint titrem. Odeditejte
specifickou linearni imunofluorescenci bazalni membrany glomeruld.

Specificka reakce protilatek je zobrazena v Tabulce 1 na konci tohoto dokumentu.



OMEZENI TESTU

V nékterych pfipadech, séra pozitivni na anti-GBM protilatky mohou byt bud velmi slabd nebo
negativni pfi Uvodnim screeningovém fedéni diky prozénovému efektu. V takovychto nejasnych
pfipadech by méla byt séra vySetfena pti vyssich fedénich, a v pripadé pozitivity by mél byt stanoven
titr protilatek.

Pritomnost dvou a vice protilatek v séru reagujicich se substratem muzZe zpUsobit interferenci pfi
jejich detekci imunofluorescenci. Tato interference mlze zplsobit bud selhani detekce anti-GBM
protilatky nebo potlaceni titru v pripadé, Ze interferujici protilatka ma vyssi titr nez anti-GBM
protilatky.

OCEKAVANE HODNOTY

Anti-GBM protilatky reaguji s glomeruldrni bazalni membranou, tubuldrni bazalni membranou nebo
alveolarni bazalni membranou s kontinualnim a linedrnim vzorem®. Anti-GBM protilatky jsou
primarné tfidy 1gG. Pfiblizné 5% pacientd s rychle progresivni glomerulonefritidou (RPGN) je anti-
GBM pozitivnich’. Goodpasturetiv syndrom (glomerulonefritida a plicni krvaceni) predstavuje dvé
tfetiny pacientl pozitivnich na anti-GBM protilatky. RPGN a mirnéjsi formy glomerulonefritidy
predstavuji druhou tretinu. Obcas mohou mit pacienti s anti-GBM protilatkami pouze plicni
postizeni®.

Anti-GBM protilatky jsou spojeny s Goodpastureovym syndromem a RPGN. Cirkulujici protilatky proti
GBM jsou pfitomny u 90% pacientll s Goodpastureovym syndromem a u 60% pacientl s RPGN. Tyto
protilatky mohou vymizet 4-8 mésictl po bilateralni nefrektomii’.
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Obrazek 1. Pozitivni GBM reakce na opici ledviné, 200x. Imunofluorescence bazdlni membrany
glomeruld.



Tabulka 1. Frekvence anti-GBM protilatek

Skupina onemocnéni % Pozitivnich

Anti-GBM nefritida 100

Anti-TBM nefritida

Vaskulitida

Anafylaktoidni purpura

Systémovy lupus erythematodes

Membranoproliferacni glomerulonefritida

IgA nefropatie

o000 |O|O

Normal

Vyrabi:

IMMCO Diagnostics, Inc.

60 Pineview Drive

Buffalo, NY 14228-2120 USA
tel: (716) 691-0091

fax: (716) 691-0466

e-mail: info@immco.com

Dodava:

GALI spol. sr.o.

513 01, Semily, Ke Stadionu 179
tel: 481 689 050

fax: 481 689 051

e-mail: info@gali.cz
www.gali.cz
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Diluent

Nebezpeci. Mlze zplsobit rakovinu. Pfed pouzitim si prectéte pokyny. NepouZivejte, dokud
nebudou prectena a pochopena viechna bezpecnostni opatieni. V PRIPADE ZASAZENI NEBO
POSTIZENI: Vyhledejte Iékaiskou pomoc. PouZivejte ochranné rukavice, ochranny odév, ochranu o&i,
ochranu obli¢eje. Uchovavejte v uzamceném prostoru. Likvidujte obsah / obal podle mistnich,
statnich a federdlnich predpist.
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