VYSETRENI ANTI-NUKLEARNiICH PROTILATEK (ANA)

Metoda: Nepfima imunofluorescence

Princip testu:

Testovaci souprava je uréena pro in-vitro diagnostiku lidskych protilatek v séru nebo plazmé.

Tkanovy substrat ( zde HEp-2 bunky) fixovany na reakénim skle se inkubuje s nafedénymi
pacientskymi vzorky. Pfi pozitivni reakci se specifické protilatky tfidy IgG, IgA, a IgM ze séra
pacienta navaZzi na antigeny pfitomné v tkanovém substratu.Ve druhém kroku jsou navazané
protilatky obarveny pomoci detek&nich anti-lidskych protilatek znacenych fluoresceinem
(Polyclonal Rabbit Anti-Human IgG/FITC). V mezikrocich je tfeba vymyt nenavazané slozky.

Vysledky testu se odectou fluorescenénim mikroskopem. Pozitivni séra lze titrovat. Titr séra
je definovan jako prevracena hodnota nejvy$siho fedéni davajici pozitivni vysledek.

Pomucky a reagencie: Reak¢ni sklicko, séra pac. 1 a 2, poz. a neg. kontrola, konjugat, kryci
sklicko, obohaceny PBS: 1 ml TWEEN + 0,5 1 PBS, ...

Pracovni postup:
1. Nafed’te vys. séra: (Pied fedénim sérum dikladné promichejte na vortexu)
- sérumpac.¢. 1) 1:81 (=....ulséra+ ....ul PBS-TW)
a dale fed’te geometrickou fadou ze zakladniho fedéni 1 : 81 na: 1: 160, 1 : 320,
1:640,1: 1280 tak, ze smichate ....ul nafedéného séraa .... ul PBS-TW.
- sérum pac. ¢.2) 1:81 adale fedte na:1:160a 1 : 320.
Jako pozitivni a negativni kontrolu pouzijte ovétené sérum pacienta,
nafed’te zakladnim fedénim 1 : 81
2. Po promichani aplikujte nafedéné kontroly a vys. séra a 25 ul na mista na Sabloné takto:

pozice 1: pozitivni kontrola fed. 1 : 81
2 : negativni kontrola fed’. 1: 81
3 : vys. sérum pac. 1) zakl. fed’.1 : 81
4: 1) fed. 1:160
5: 1) fed. 1:320
6 1) fed. 1: 640
7: 1) fed. 1:1280
8 : vys. sérum pac. 2) zakl. fed’. 1 : 81
9: 2) fed’. 1:160
10: 2) fed’. 1:320

3. Piekryjte Sablonu sklickem - reakénimi misty dold, inkubujte 30 min. pfi laboratorni tepl.

4. Oplachnéte sklicko opatrné proudem PBS-TW, nechte prat v PBS-TW 5 min.
(Umyjte sablonu: oplachnéte vodou, vydesinfikujte Desprejem, nechte chvili pusobit,
znovu oplachnéte vodou a potom destilovanou vodou a osuste.)

5. Nared’te konjugat: 250 ul PBS-TW + 5 ul koncentratu

6. Aplikujte 20 ul nafedéného konjugatu na o¢islovana mista na Sablonu v polystyrenovém
nosici, reakeni sklicko vyndejte z promyvaci 1azné , opatrné osuste zadni stranu skla a
piekryjte jim Sablonu s nakapanym konjugatem. Inkubujte 30 min. pfi laboratorni teploté.

7. Oplachnéte sklicko opatrné proudem PBS-TW, nechte prat v novém PBS-TW 5 min.

8. Umistéte kryci skli¢ko do polystyrenového nosice , nakapte kapku glycerinu na oc¢islovana
mista. Vyjméte reakeni sklicko z promyvaci 1l4zné, optete spodni hranou o bunicitou vatu
a opatrné otfete zadni stranu skla. Takto otfené sklo pfitisknéte reakénimi misty na
glycerinové kapky. Kryci sklicko vycentrujte.

ZAaver: (popiste co jste provedli za vySetieni a jakou metodou)



