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Bazalni membrana glomerulti (GBM)

Imunoenzymaticka souprava
k diagnhostice protilatek proti
cytoplazmé neutrofili a GBM

IMUNOBLOT souprava je urCena ke stanoveni specifickych protilatek
tridy 1gG v lidském séru nebo plazmé
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Uvod

Antineutrofilni cytoplazmatické protilatky (ANCA)
predstavuji skupinu protilatek namifenych proti antige-
ndm cytoplazmy neutrofilnich granulocytd a monocyt0.
Vysetreni ANCA protilatek patfi mezi zakladni vySetreni
v imunologickych laboratorich. Velky vyznam mé stano-
veni ANCA protilatek zejména pfi podezieni na akutni
vaskulitidy malych cév se zavaZznym plicnim poskoze-
nim nebo se selhanim ledvin, ale i u nékterych nevasku-
litickych klinickych syndrom( jako jsou zanétliva stirevni
onemocnéni, napriklad ulcerézni kolitida.

NejcastéjSimi cilovymi antigeny ANCA-asociovanych
vaskulitid jsou myeloperoxidaza a proteinaza 3.
Protilatky proti myeloperoxidaze (MPO) jsou oznaco-
vany jako subtyp p-ANCA, protoze tvofi perinuklearni
fluorescenéni obraz. Do tohoto fluorescenéniho sub-
typu ANCA protilatek patfi i dalsi protilatky, napfiklad
protilaktoferinu, katepsinu G nebo elastaze. Nicméné u
minimalné 60 % p-ANCA reaktivit je hlavnim antigenem
pravé MPO. Anti-MPO protilatky jsou povaZovany za
dllezity ukazatel predevsim pro progredujici nefritidy,
nachézi se ve velké mife u pacientl s vaznym renalnim
poSkozenim. Vyznamné jsou rovnéz pro diagnostiku
Churg-Straussové syndromu nebo mikroskopickou po-
lyangiitidu.

IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni antigeny jsou pfeneseny na nitrocelu-
|6zovou membranu pomoci mikrodisperznich metod.

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovanéa sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni
protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu
Blokator

Membrana

Protilatky proti proteinaze 3 (PR3) jsou oznacovany
jako fluorescencni subtyp c-ANCA, tedy cytoplazmatic-
ke protilatky (zrnita cytoplazmaticka fluorescence). PR3
je neutralni serinova proteinaza 3, nazyvana také jako
Wegener(v autoantigen. Protilatky proti PR3 jsou vyso-
ce specifickym ukazatelem v diagnostice Wegenerovy
granulomatozy.

Pritomnost ¢i nepritomnost protilatek proti MPO a PR3
pti soucasné pozitivité antinuklearnich protilatek mze
byt povazovana za diferencialni marker mezi ANCA-a-
sociovanymi vaskulitidami a SLE indukovanou vaskuli-
tidou.

Pro diagnostiku glomerulonefritid, které mohou byt pro-
vazeny i plicni hemoragii (Goodpastuerdv pulmoneraini
syndrom), jsou vyznamné protilatky proti GBM (bazal-
ni membrana glomeruld; Goodpeasteurtiv antigen).
Vzhledem k podobnym klinickym pfiznaklim se systé-
movymi vaskulitidami, je vhodné provadét vysetieni an-
ti-GBM protilatek a ANCA protilatek soubézné.

Ve vSech uvedenych pfipadech plati, ze aktivita a za-
vaznost onemocnéni Uzce koreluje s koncentraci pro-
tilatek. Informace o nalezené hladiné protilatek mohou
tedy byt vyuzity i pfi sledovani progrese onemocnéni.

Srovnani diagnostickych metod

Parametr ELISA kofktgl-ce 1IF
MPO 90,3 % 93,2 % 75,6 %
PR3 95,6 % 85,7 % 81,8 %
GBM 90,9 % 93,0 %

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

Patogen

citlivost specifita
MPO 91,1 % 91,9 %
PR3 93,5 % 96,7 %
GBM 100,0 % 95,5 %



Antigeny

Control line
1gG
Start

MPO

PR-3

GBM

BLOT-LINE
ANCA

Myeloperoxidaza (MPO)

- vyznamny specificky znak pro
diagnostiku rychle progredujici
nefritidy, nekrotizujici
glomerulonefritidy, pozitivni reakce
u 70-90% pacientl s vaznym
ledvinovym poskozenim;
Churg-Strauss syndrom (CSS),
mikroskopicka polyangiitida (MPA)
a jiné vaskulitidy.

Proteinaza 3 (PR3)

- vysoce specificky sérologicky
znak pro diagnostiku Wegenerovy
granulomatoézy; mikroskopicka
polyarteritida, Churg-Strauss
syndrom, v mensi mife systémova
sklerdza, ulcerdzni kolitida.
Bazalni membrana glomeruli
(GBM, Goodpastureliv antigen)

- diagnosticky vyznamné
protilatky u glomerulonefritid;
Goodpasturellv pulmoneralni
syndrom (rychle progreduijici
glomerulonefritida, u 2/3 pacientt
s plicnim krvacenim).

Pouziti souprav

- Podrobné stanoveni pritomnosti protilatek proti

specifickym antigenlm myeloperoxidaze (MPO),

proteinaze 3 (PR3) a bazalni membrané glomeruld

(GBM)

- Konfirmace spornych vysledk

- Konfirmacnitest ELISA a IIF vySetfeni

Vyhody souprav

- Identicky pracovni postup

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost

vysledkd

- Sofistikovany vyhodnocovaci software

- Vysoka diagnosticka U¢innost

- Vhodné pro automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

Pracovni postup

Krok

Kroky testu

" 2

Davkovani Univerzéalnino roztoku
2ml

Smaceni stripd 10 min. pfi laboratorni

teploté
- trepacka

Odsati

©C & = 0 ©
A
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Redéni vzorkd
- séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
1,5 ml

Inkubace 30 min. pfi lab. teploté
- trepacka

Odsati a promyti v Univerzalnim

roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka

" 2
®

Davkovani Konjugatu 1,5 ml

Inkubace 30 min. pfi lab. teploté
- trepacka

Odséti a promyti v Univerzalnim

roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka

1.

QO 12

113

Déavkovani substratu (BCIP/NBT)
1,5 ml

Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
- trepacka

Odséati a promyti v destilované vodé
2 krat 2 ml po 5 min.

- trepacka

14.

Nalepeni a vyhodnoceni stript

Uzivatelsky komfort

Komponenty v pracovnim redéni
Barevné odliSené stripy
Zaménitelnost komponent

Negativni a Pozitivni kontrola, kontrolni linie na stripu

- Moznost softwarového vyhodnoceni
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Objednaci udaje

IMUNOBLOT
Kod Nazev soupravy
ANC3L20 BLOT-LINE ANCA-3
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