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Uvod

Autoimunitni  onemocnéni  jsou vyvolana autoimunitnimi
reakcemi, které jsou charakterizovany autoreaktivitou B a T
bunék. Autoimunita je zplsobena ztratou schopnosti imunitniho
systému tolerovat slozky télu vlastni. Existuje velké mnozstvi
relevantnich hypotéz, které davaji jako pfi¢inu vzniku téchto
onemocnéni do souvislosti genetické a/nebo environmentalni
faktory.

ABBA: Heterofilni protilatky (HA) jsou protilatky, které reaguiji
se zvifecimi tkanémi. Ackoliv nejsou reaktivni proti specifickym
tkédfovym antigendm. Tyto protilatky vytvareji fluorescenéni
nalezy a mohou byt mylné zaménény za skute¢né protilatky,
které jsou pro onemocnéni typické. Jsou pravdépodobné
reaktivni v0¢&i skupiné krevnich antigenG, a tak mohou
poskytovat faleSné pozitivni vysledky.

AMA: Anti-mitochondrialni protilatky (AMA) reaguji pfedevsim
s vnitfni membranou mitochondrii (bohata na fosfolipidy). AMA
se vétSinou objevuji u onemocnéni jako je primarni biliarni
cirhéza, pseudo-LE syndrom a také se objevuji u rdznych forem
chronické agresivni zloutenky. Vysoké titry AMA protilatek se
€asto objevuji u nehnisajicich infekci zluéniku nebo u primarni
biliarni cirh6zy (pozitivni vysledky az v 90%). V téchto
pfipadech se protilatky objevuji pfed klinickymi symptomy a
jejich titr bude jen stézi ovlivnén Ié¢bou béhem onemocnéni.
Nizké titry protilatek jsou pozorovany u sklerodermie,
Sjégrenova syndromu, revmatoidni artritidy a u ostatnich
autoimunitnich onemocnéni.

ANA: Termin anti-nuklearni protilatky (ANA) zahrnuje vSechny
protilatky, které reaguji s antigeny v bunééném jadfe. Jsou
dllezitymi markery pfi diagnostice systémového lupu
erythematosus (SLE), sklerodermie, Sjégrenova syndromu
nebo riznych onemocnéni pojivové tkané, obvykle nazyvanych
MCTD. Ackoliv je detekce ANA protilatek pro diagnostiku téchto
onemocneéni velmi dulezita, je nutné urcit kone€nou diagn6zu
v souvislosti s klinickym nalezem. Anti- nuklearni protilatky se
mohou nékdy vyskytovat u onemocnéni, ktera nejsou
autoimunitniho puvodu. Jedna se napf. o rdzné infekce, virova
onemocneéni, hepatitidy, infekéni mononukle6zu, leukémii,
lymfom, melanomy atd. Mimoto jsou ANA protilatky casto
detekovany u chronické hepatitidy, primarni cirhézy, thyroiditidy
a alergické encefalitidy. Nizké titry ANA protilatek mohou byt
pritomny u lIé€enych pacientl nebo u zdravych jedincu.

ARA: Anti-retikulinové protilatky (ARA) jsou pfFitomny u
Crohnovy choroby a u déti s nelé€enou celiakii.

ARIA: Anti-ribozomalni protilatky (ARIA) se nékdy vyskytuji u
pacientd se SLE, u kterych je zarover pfitomna rendlni
porucha.

ASMA: Protilatky proti hladkému svalstvu se vyskytuji u
riznych onemocnéni jater, jako je napf. akutni nebo chronicka
hepatitida, primarni biliarni cirh6za a ostatni formy jaternich
cirhéz. Mimoto, detekce ASMA protilatek podporuje diagnostiku
SLE, infekéni mononukledzy, karcinomu prsu a vajeéniki a
maligniho melanomu.

APCA: Cirkulujici protilatky proti strukturam parietalnich bunék
zalude¢ni sliznice jsou obecné pfitomny u perniciézni anemie.

Nicméné mohou byt tyto protilatky detekovany u ostatnich
onemocnéni zaludku (chronicka atroficka gastritida, zalude¢ni
viedy), §titné zlazy (Hashimotova thyreoiditida, myxedém) a
zfidka u anemie z nedostatku zeleza, diabetu a u starSich
pacientu.

LKM: Protilatky proti jatrdm, ledvinam a mikrozomdm (LKM)
jsou zamérfeny prevazné proti lipoproteindm lokalizovanym
v membranach drsného a hladkého endoplazmatického
retikula.

RozliSuji se dva typy LKM (Typ | a Il):

e LKM protilatky typu | jsou €asto pfitomny u chronické
aktivni autoimunitni hepatitidy u déti, pfedevS§im u
mladych divek. Tento typ hepatitidy je zpUsoben
virem hepatitidy A nebo jinymi viry hepatitid, ale nikdy
ne virem hepatitidy B.

e LKM protilatky typu Il jsou pFitomny v pfipadech Iéky
indukované hepatitidy.

Popis

Souprava MASTAFLUOR™ Combi-3 predstavuje testovaci
systém, pro detekci specifickych protilatek na krysich tkarovych
fezech Zaludku, jater a ledvin, zaloZzeny na nepfimé
imunofluorescenci.

Princip testu

IFA sklicka jsou koutovana kombinaci ledvinovych a
zalude¢nich tkanovych fezG. Nafedéné sérum nebo plazma
pacienta se inkubuje vjamkach na sklicku. V pfipadé
pfitomnosti specifickych protilatek se vytvari stabilni komplex
antigen-protilatka. Nespecifické nebo nenavazané protilatky
jsou odstranény promytim. Specifické imunitni komplexy jsou
nasledné detekovany za vyuziti polyvalentnich, FITC
konjugatem znacdenych, anti-lidskych protilatek. Nespecifické
nebo nenavazané protilatky jsou znovu odstranény promytim.
Vysledky mohou byt vyhodnoceny visudlné za vyuziti
imunofluorescenéniho mikroskopu.

Pozitivni reakce vykazuji specifickou fluorescencni reakci na
tkanovych fezech zaludku, jater a ledvin.
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Soucasti soupravy

Polozka 100 testu Specifikace
Koutovana kombinaci
10x10 |, . . ]
SKiicka zaludec¢nich, jaternich a
jamek Ived\flnnych krysich tkanovych
fezl
Pozitivni Pozitivni sérum, pfipravené
kontrola 0.5mL 1k pousiti, obsahuje
< 0,1°/o NaN3
Negativni Negativni sérum, pfipravené
kontrola 0.5mL k pouziti, obsahuje
<0,1% NaN;;
Anti-lidsky polyvalentni
FITC konjugéat 3mL globulin, FITC konjugat,
pripraveny k pouziti,
obsahuje < 0,1% NaNj;
Evans Blue 3mL Pripraven k pouZziti,
obsahuje < 0,1% NaNj;
Montovaci 3mL Pripraveno k pouziti,
médium obsahuje < 0,1% NaN;
. 1 sacek pro rozpusténiv 1 L
PBS 2 satky destilované vody,
pH7.2+0.2

Potiebny material, ktery neni soucasti soupravy

® N oA

10.

Sterilni zkumavky

Mikropipety a Spic¢ky na jedno pouziti

Plastova miska pro inkubaci skli¢ek, barvici kyveta
VIhka komarka

Odmeérna barika pro PBS

Destilovana voda nebo voda vyssi kvality

Pinzeta

Transmitanéni nebo epi-fluorescencni mikroskop se
490 nm excitacnim filtrem a s 510 nm filtrem

Kryci sklicka

Plastova stficka na promyvani

Uchovavani s trvanlivost reagencii

Souprava MASTAFLUOR™ Combi-3 muze byt pouzita do doby
expirace, ktera je uvedena na obale. Souprava musi byt
skladovana pfi 2 - 8°C.

Rekonstituovany PBS prasSek by mél byt skladovan pfi teploté

2 —

8 T po dobu nejdéle 30 dna.

Vzorky séra a plazmy by mély byt skladovany pfi teploté
2 — 8T po dobu nejdéle 3 dnu pred pouzitim nebo po delsi
dobu pfi - 20 T. Rozmrazené vzorky znovu nezmrazujte.

Upozornéni a zvlastni opatieni

1.

Pouze pro in vitro diagnostiku.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pfed provadénim testu ctéte pozorné navod k pouziti.
Nemeérite pracovni postup.

Soupravu nepouzivejte po uplynuti doby expirace.

PFfi praci pouzivejte odpovidajici ochranné pracovni
pomucky.

Pipety nevkladejte do Ust.

VyuZivejte co nejCastéji plastové pomdlcky na jedno
pouziti. Sklenéné pomucky pro vice pouziti vzdy dikladné
omyjte a pred pouzitim je dikladné oplachnéte vodou bez
pridavku detergentu.

Kontrolni séra dodavana v soupravé byla shledana
negativnima na HBsAg a na pfitomnost protilatek proti
HIV. Nicméné, je tfeba s timto materidlem zachazet jako
s potencialné infekénim, schopnym pfenosu infekce.
Neexistuje stoprocentni jistota, Ze séra neobsahuji zadnou
infekci €i jinou mikrobialni kontaminaci.

Pouzivejte destilovanou vodu nebo vodu vyssi kvality.
Nezaménujte reagencie mezi rliznymi SarZemi, protoze
reagencie jsou kalibrovany v kazdé Sarzi zvIast.

Kfizové nezkontaminujte reagencie nebo nezamérite
uzavéry na lahvi¢kach. Vzdy pouziveijte Cisté pipety a nové
$picky zvlast pro kazdy vzorek a reagencii.

Béhem provadéni testu vzdy zabrarite vyschnuti jamek.

Pfi inkubaci nevystavujte sklicka intenzivnimu slune¢nimu
zafeni ani jinym podobnym nezadoucim vlivim.
Kontaminované plastové pomucky musi byt rychle
likvidovany a spaleny. Kontaminované sklenéné pomucky
mohou byt bud autoklavovany pfi teploté 121°C po dobu
1 hodiny nebo dekontaminovany 2.5 % roztokem
chlornanu sodného. VeSkery tekuty odpad by mél byt
adekvatné dekontaminovan napf. za vyuziti chlornanu
sodného.

Nevystavujte FITC-Konjugat pfimému slune¢nimu zareni,
UV svétlu ¢i svétlu ze zafivek. FITC-Konjugat uchovavejte
co nejvice ve tmé.

Mikrobialné kontaminované vzorky séra by nemély byt
pouzivany.

V pfipadé, Ze je nutné pouzit hemolytické &i lipemické
vzorky sér, je nutné je pfed pouzitim tepelné inaktivovat pfi
56C.

Jak bylo dfive uvedeno, jako konzervant je pouzit azid
sodny. Pfi poziti mGze byt toxicky. Azid sodny mulze
reagovat s olovem ¢i se slou¢eninami médi za vzniku
vysoce explozivnich soli. Vzdy odstranujte do vylevky
naredény velikym mnozstvim vody.

Pracovni postup

1.

Pfed pouzitim nechte veSkery materidl vytemperovat na
pokojovou teplotu (min. 20 C).

Rozpustte obsah jednoho sacku PBS prasku v 1 litru
destilované vody nebo vody vyssi kvality.

Naredte vzorky pacientt v poméru 1 : 20 s PBS.

Pfiklad: 10 pL séra + 190 pL PBS.

Dodavané kontroly jsou pfipraveny k pouziti a nefedi se.
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5. Opatrné vyjméte pozadovany pocet sklicek z jejich obalu a
ddkladné je popiste. Sklicka drzte pouze na jejich rohu a
nedotykejte se jamek. Sklicka umistéte do vihké komurky.

6. Aplikuite 20 — 25 pL nafedéného vzorku a kontrol do
pfislusnych jamek na sklicku podle pfipraveného
pracovniho postupu. Ujistéte se, Ze vSechny jamky jsou
zaplnény a ze v nich neni prebytek vzorku, ktery by mohl
z jamek pretékat.

Vyhnéte se pfimému kontaktu Spicky pipety s povrchem
sklicka zdavodu mozného poskozeni koutovaného
antigenu.

7.  Priklopte vihkou komurku a inkubuijte pfi laboratorni teploté
po dobu 30 minut.

8. Po inkubaci opatrné promyjte sklicka pomoci plastové
stficky s roztokem PBS. Jamky nesmi byt promyvany
pfimym proudem roztoku ze stficky. Opatrné promyti mGze
byt provedeno tak, Ze se pfimy proud roztoku PBS ze
stficky namifi na stied sklicka, které se nejdfive naklopi na
stranu smérem k jamkédm €. 1 — 5, a poté se sklicko
naklopi na druhou stranu smérem k jamkam ¢. 6 — 10.

9. Sklicka se promyvaji ponofenim do kyvety obsahujici
roztok PBS po dobu 15 minut. Kazdych 5 minut vymérite
roztok PBS.

10. Vyjméte sklicka jedno po druhém =z kyvety a vysuste
prebytek PBS. Za vyuziti pijaku vysuste prostor okolo
jamek. Otfete veSkery prebytek PBS i zdruhé strany
sklicek. Nedotykejte se povrchu jamek.

11. lhned umistéte sklicko do vlhké komarky a pfidejte
20 — 25 pL FITC konjugatu do kazdé jamky. Ujistéte se, Ze
ve v8ech jamkach je konjugat pfitomen.

12. Inkubujte skli¢ka pfi laboratorni teploté v uzaviené vihké
komrce ve tmé po dobu 30 minut.

13. 15 minut pfed pouzitim zapnéte mikroskop.

14. Po inkubaci promyijte skli¢ka roztokem PBS jako v krocich
9a10.

15. Volitelné: pfidejte 3-5 kapek Evans Blue do PBS
promyvaciho pufru na poslednich 5 minut posledniho
promyvaciho kroku. Dojde tak ke zvySeni kontrastu
imunofluorescence. Poté promyijte sklicka PBS pufrem,
aby doslo k odstranéni veskerého Evans Blue.

16. Aplikujte jednu malou kapku montovaciho média do kazdé
jamky. Umistéte kryci sklicko a ihned odecitejte vysledky.
Zabrarite vzniku vzduchovych bublin pod krycim sklickem.
Prebytek montovaciho média na sklicku mize zpusobit
zvy$eni fluorescenéniho pozadi diky rozptylu svétla.
Odstrarite prebytek montovaciho média napf. papirovym
ubrouskem. Vyhnéte se pfimému pohybu kryciho sklicka.

17. Hodnotte pod fluorescenénim mikroskopem pfi celkovém
zvétseni 200x — 400x.

Interpretace vysledku

Validita testu

Vzorky jsou vyhodnocovany porovnavanim s kontrolami, které
jsou dodavany v souprave.

Dalsi specifické kontroly mohou byt objednany separatné.

Interpretace vysledkt vzorki

Screeningovy titr: 1:20

Vyhodnocovani vysledkd musi byt vzdy provadéno spole¢né
s pozitivnimi a negativnimi kontrolami.

Kombinované tkarnové fezy umoznuji odliSeni riznych protilatek
vjedné testovaci jamce, a tak mohou byt vyuzity pro
diagnostiku nasledujicich autoimunitnich protilatek (v pfipadé
pfitomnosti raznych protilatek je vhodné wvyuzit blizSich
identifikacnich testd).

ABBA: Pritomnost ABBA je indikovana fluorescenci
kartacového lemu proximalnich tubulG. Jedna se o heterofilni
protilatky.

AMA: Pfitomnost anti-mitochondrialnich protilatek je indikovana
jemné granularni cytoplasmatickou fluorescenci renalnich
tubuld. Distalni tubuly jsou bohat§i na mitochondrie, a proto
vykazuji intenzivnéjsi fluorescenci v porovnani s proximalnimi
tubuly.

ANA: ANA-pozitivni vzorky jsou charakteristické fluorescenci
jader u bunék jaterni tkané. Vzorky mohou byt hodnoceny jako
negativni, pokud neni fluorescence jadra patrna nebo pokud je
pfitomno jeho slabé zelené zbarveni. Silné pozitivni vzorky by
mély byt titrovany z divodu odhaleni skrytého fluorescenéniho
nalezu nebo smiSenych reakci. Pro odliSeni ruznych nalezl
(napf. homogenni, nukleolarni, centromerni,..) mohou byt jako
substrat pouzity HEp-2 buriky.

ARA: Je pfitomna fluorescence peritubularnich vlaken
(tubularnich kapilar), Bowmanovych pouzder, perivaskularnich
vlaken (arteriol, artérii) v ledvinach.

ARIA: Anti-ribosomalni protilatky (ARIA) jsou charakterizovany
fluorescenci hlavnich bunék Zaludku, ale ne parietalnich bunék.

ASMA: Pritomnost ASMA je indikovana pfitomnosti
fluorescence vldken hladkych svali krevnich cév ledvin a
zaludku, muscularis mucosa, tunica muscularis ventriculi, a také
interglandularnich fibril Zalude¢ni sliznice.

APCA: Jemna granularni fluorescence parietalnich bunék
v Zaludeéni sliznici je charakteristicka pro APCA. AMA protilatky
mohou také reagovat s parietalnimi burkami, ale tyto anti-
mitochondrialni protilatky reaguji predevsim s renalnimy tubuly
a mohou byt vylou¢eny z ACA hodnoceni.

LKM: Dvé odlisné fluorescence mohou byt pozorovany na
kombinovanych tkarovych fezech ve stejnou dobu:

e Difazni cytoplasmaticka fluorescence u hepatocytd,
pficemz jaderny prostor bunky zustava tmavy.

e Pomérné slabd fluorescence tfetiho segmentu
proximalniho tubulu ledviny, pfiéemz prvni a druhy
segment vykazuje pouze slabou nebo Zadnou
fluorescenci.
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Poznamka: Distalni tubuly vzdy vykazuji negativitu
tam, kde se casto pevné vazi anti-mitochondrialni
protilatky.

Prislusné findlni fedéni séra je definovano pozitivitou
fluorescence. Slaba fluorescence bunécéného jadra v titrech
mezi 1:20 a 1:80 nebo nejasnost ve vztahu ke klinickym
vysledkim by méla byt FfeSena cestou opakovani testu.
V takovych pfipadech by mély byt vzorky odebirany pfiblizné po

3 tydnech a mély by byt prlibézné testovany.

Diagnosticka relevance

ABBA

> 1:20  Heterofilni protilatky poskytuji faleSné pozitivni
fluorescenéni ndlezy, které mohou byt mylné zaménény
za nalezy typické pro skute¢né protilatky, jeZz jsou pfic¢inou
onemocnéni.

AMA

1:20 — 1:80 Pozitivni reakce se vyskytuje u nékterych
onemocnéni jater.

> 1:160 Indikuje biliarni cirhdzu. ANA titry zdstavaji

konstantni po dlouhou dobu i po ukonéeni terapie, a proto neni
uzite¢né stanoveni titru jako ukazatele kontroly terapie.

ANA

1:20 — 1:80 Pozitivni reakce je ¢asto pozorovana u revmatoidni
artritidy (RA) a MCTD. Vzestup titru muze indikovat aktivni SLE.
Konstantni titry se vyskytuji u chronickych nebo [é¢enych
autoimunitnich onemocnéni.

> 1:160 Indikuje akutni autoimunitni onemocnéni, z ¢ehoz
v 80% ptipadl je pfitomen SLE.

ARA
> 1:20 ARA protilatky jsou pfitomny u Crohnovy choroby a u
déti s neléenou celiakii.

ARIA
> 1:20 Obcas pfitomny u pacientd se SLE doprovazenym
poruchami funkce ledvin.

ASMA

1:20 — 1:80 Pozitivni reakce se vyskytuje u nékterych jaternich
onemocneéni, virové hepatitidy a primarni bilidrni cirhozy.
Nicméné, vySe uvedené titry mohou klesnout pod hranici
detekce. Nizké titry mohou byt pozorovany u pacientl s infekci
Zluéniku, cirh6zou zplGsobenou alkoholem, SLE a u 2% zdravé
populace.

> 1:160 PFitomnost chronické hepatitidy. V porovnani
s virovou hepatitidou se titry snizuji jen ¢aste¢né a mohou
pretrvavat po dobu nékolika let. U pacientd s infekéni
mononukleézou se také mohou vysoké titry ASMA protilatek
vyskytovat.

APCA Titr APCA protilatek neposkytuje zadné informace o
stavu onemocnéni. Stanoveni protilatek by mélo byt
vyhodnocovano spole¢né s méfenim vnitfniho faktoru a/nebo
s vysledky z histopatologie.

LKM
> 1:20 LKM protilatky typu Il mohou byt pozorovany u léky
indukované hepatitidy.

Negativni vzorek nevykazuje Zadnou zelenou fluorescenci.
Muze byt viditelné zelené zbarveni bez fluorescence.

Omezeni / zkfizené reakce

1. Neni zndma zkfizena reaktivita.

2. Souprava MASTAFLUOR™ Combi-3 se vyznaduje
vysokou senzitivitou a specificitou, nicméné, vysledky
musi byt interpretovany v souladu s dal§imi sérologickymi
testy, klinickym nalezem u pacienta a dal§imi faktory.

Presnost
Inter-assay a intra-assay rozptyly nejsou detekovatelné ve
vztahu k intenzité fluorescence.

Literatura

1. Thomas L., Labor und Diagnose, 5. Auflage (1998), TH-
Books Veriagsgesellschaft, Frankfurt
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Vysvétlivky ke zkratkam a ikonam pouzitym na stitcich

SLIDES

CONTR

CONTR

CONJ

Buffer

EVANS Elue

Mounting
Medium

LOT

REF

~E[> B 3}

Sklicka

Pozitivni kontrola

Negativni kontrola

FITC-Konjugat

PBS Promyvaci pufr

Evans Modra

Montovaci médium

Sarze

Katalogové Cislo

Anti-lidsky globulin

Pfipraven k pouziti

Navod k pouziti

Dulezité poznamky

Datum expirace

Skladovani
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