Cce

ANTI — NUKLEARNE PROTILATKY HEp-2 BioSystems

(A NA_H Ep‘2) REAGENTS & INSTRUMENTS
Kaéd 44108 Kaéd 44508 Kod 44509 A
24 testov 60 testov 120 toston ANTI — NUKLEARNE

Kod 44546 10x 6 testov Kod 44547 10 x 12 testov

Skladovanie pri 2 - 8°C

Vyhradne pre profesionalnu in vitro diagnostiku

Reagencie na kvalitativne stanovenie anti-nuklearnych protilatok .

PROTILATKY Hep-2
(ANA — Hep - 2)

Nepriama imunofluorescencia
Hep — 2 bunky

PRINCIP METODY
Anti- nuklearne protilatky zo séra sa viazu na odpovedajuci
antigén pritomny v Hep-2 bunkach. Vysledny komplex antigén-
protilatka je detekovany pomocou anti-luského imunoglobulinu
znaceného fluoresceinom. Vyhodnotenie sa uskutoCnuje
pomocou fluorescenéného mikroskopu. *

OBSAH
koéd 44108 Koéd 44508 Kod 44509
A. sklicka 4 x 6testov 10 x 6testov 10 x 12 testov
PBS (10x) 1x100ml 1x100ml 1x100ml
C+. ANA-Ho pozitivha 1x0,3ml 1x0,3ml 2x0,3ml
kontrola
C-. Negativna kontrola 1x0,3ml 1x0,3ml 2x0,3ml
D. 119G FITC/Evans 1x3ml 1x3ml 2x3ml
Montovacie médium 1x3ml 1x3ml 1x3ml
Savy papier 1x4 1x10 1x10
Kéd 44546 Kod 44574
A. sklicka 10x6 testov 10x12 testov

ZLOZENIE

A. Sklic¢ka : Hep-2 bunky v kazdej jamke

PBS(10x) : Fosfore€¢nan sodny 112,5 mmol/l, fosforeénan
draselny 30mmol/l, azid sodny 0,95g/l. pH 7,2

C+. ANA-Ho Pozitivna kontrola : ludské sérum obsahujuce anti-
nuklearne protilatky (ANA) homogénneho obrazu, azid sodny
0,95 g/l

C-. Negativna kontrola ( kéd 44696) : ludské sérum, azid sodny
0,95g/l

D. 1gG FITC/Evans : kozi anti-ludsky IgG konjugovany s
fluorescein izotiokyanatom (FITC), Evansova modra 0,01g/l, azid
sodny 0,95g/I

E. Montovacie médium : Mowiol 12%, glycerol 30%, Tris 20mmol/l,
azid sodny 0,95g/|

F.  Savy papier

Ludské séra pouzité pri priprave pozitivnej a negativnej kontroly
boli testované s negativnym vysledkom na anti-HIV a anti-HCV
a rovnako na HBs antigen. | napriek tomu zaobchadzajte s
kontrolami ako s potencionalne infekénym materialom.

SKLADOVANIE
Skladujte pri 2 — 8°C.
Reagencie su stabilné do datumu uvedeného na Stitku v
pripade, Ze su skladované uzatvorené a je zabranené
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kontaminacii v priebehu ich pouzivania.

Priznaky zhorsenia kvality :

» Kvapalné reagencvie : Pritomnost zrazeniny, zakalu

» Mikrotitracné dosticky : natrhnutie sacku, makroskopické
defekty na buneénych kulturach, ako je poskriabanie dna
jamiek, odlupnutie.

POMOCNE REAGENCIE

* pre kédy 44108, 44508 a 44509 nie je potrebné objednavat
dalSie reagencie

« pre kbdy 44546 a 44547 je potrebné objednat nasledujuce
reagencie :

PBS (10x) (kod 44592)

1gG FITC/Evans, konjugat s Evansovou modrou pre kvalitnejsie
rozliSenie (kéd 44697 — 3ml, alebo 44834 — 10ml )

E. Montovacie médium (kod 44694)
C+. ANA-Ho Pozitivna kontrola

C+. ANA Sp Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujice anti-
nuklearne protilatky (ANA) so zrnitym obrazom, azid sodny
0,95g/I (kod 44503)

C+. ANA-Nu Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujuce anti-
nuklearne protilatky (ANA) s nukleolarnym obrazom, azid sodny
0,959/l (koéd 44504)

C+. ANA-Ce Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujuce anti-
nuklearne protilatky (ANA) s centromérovym obrazom, azid
sodny 0,95g/I (kéd 44585)

C-. Negativna kontrola

PRIPRAVA REAGENCII
PBS: Reagenciu B nariedte destilovanou vodou v pomere 1/10.
Stabilna 1 mesiac pri 2-8 ° C, ak boli pri skladovani dodrzané
odporucané teploty, reagencia bola dobre uzatvorena a nedoslo
ku kontamin&cii v priebehu jej pouzivania.
Ostatné ¢inidla su pripravené k priamemu pouZzitiu.

PRIDAVNE ZARIADENIA
« zvlhéovacia komérka
* premyvacie zariadenie
« krycie sklicka 24x60 mm
« fluorescenény mikroskop s excitaénym filtrom 495nm a
525 nm emisnym filtrom pre FITC vizualizaciu

VZORKY
Sérum alebo plazma odobrana Standardnym spdsobom.
Stabilita — 7 dni pri 2 —8°C.
Vzorku pred testovanim zriedte v pomere 1/80 PBS — vid
priprava reagencii. Na titraciu pozitivnych vzoriek riedte
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dvojkovym radom v PBS — zacnite riedenim 1/160. Aj ked sa tu
uvadzaju odporucané riedenia, kazdé laboratérium by si malo
stanovit svoje vlastné, podla populaéného charakteru
obyvatelov.

POSTUP
1.  Vytemperujte vSetky ¢inidla na izbovu teplotu.

2. Aplikujte 1 kvapku (50pl) nariedenej vzorky alebo
kontroly do kazdej jamky s tkanivovym rezom (A).
Uistite sa, Ze rez je kompletne pokryty. (Poznamka1)

3. Sklicka dajte do zvlhéovacej komorky a inkubujte 30
minut pri izbovej teplote (15-30°C).

4. Sklicko naklorite a opatrnym poklepavanim o filtraény
papier odstrante prebytocné kvapky vzorky. Zabrante
skrizenej kontaminacii.

5. Zlahka oplachnite reagenciou PBS ( vid PRIPRAVA
REAGENCII). (Poznamka2 )

6. Sklicka premyvajte 5 minut v nadobe obsahujucej PBS.
Potom PBS vymerite a premyvanie zopakujte.

7.  Sklicko opatrne osuste Specialnym odsavacim papierom.

8. Jamky musia zostat vlhké v priebehu celej procedury,
preto ich nevysusuijte.

9. Premyvaijte podla bodu 6 a osuste podla bodu 7.

10. Do kazdej jamky pridajte niekolko kvapiek reagencie E
a opatrne prekryte krycim sklickom tak, aby nevznikli
vzduchové bubliny.

ODCITANIE

Skli¢ka vyhodnocujte pomocou fluorescenéného mikroskopu
(zvacsenie 250-400x). Aby ste dosiahli najlepSie vysledky,
vyhodnocuijte sklicka okamzite. Zvolte strednu €ast zorného
pola medzi strednou a krajnou zénou v €asti s rovhomernou
vzdialenostou medzi bunkami a s rovhomernou jasnostou
jadier. Intenzita fluorescencie na okrajoch a v strede nie je
charakteristicka.

vybrana Cast zorného pola
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Ak najdete pri odporu¢anom riedeni vzorky Specificky
fluorescenény obraz, krory je uvedeny nizSie, je mozné hovorit
o pozitivnom vysledku.

ANA : Existuje niekolko réznych nuklearnych a
cytoplazmatickych vzorov s fluorescenénym sfarbenim, ktoré su
povazované za pozitivny vysledok ANA testu. R6zne typy
vzorov mézu koexistovat v jednej vzorke séra. Vzory mézu byt
modifikované vplyvom nariedenia séra. Hlavné antinuklearne
vzory su opisané v nasledujucom texte a su v sulade s
nomenklatdrou ICAP (Medzinarodny konsenzus o ANA
vzoroch)?-

AC-1 Nuklearny homogénny : Homogénna, rovhomerna
fluorescencia v celej nukleoplazme. Jadierka mézu byt
sferbené alebo bezfarebné v zavislosti od bune¢ného substratu.
Mitotické bunky (metafaza, anafaza a telofaza) maju
chromatinovu hmotu €iru, homogénnu, intenzivne zafarbenu.
AC-3 Centromérovy : Oddelené, hrubé Skvrnky (40-80/bunka)
rozptylené v interfaze buniek a vyrovnané v jednej rovine v
chromatinovej hmote mitotickych buniek, napr. Anti — CEP B.
AC-4 Nuklearny jemne zrnity : Jemné, drobné Skvrnky v
celej nukleoplazme. Jadierka mézu byt sferbené alebo
bezfarebné . Mitotické bunky (metafaza, anafaza a telofaza)
nemaju chromatinov hmotu zafarbenu, napr.: anti -SS-A/Ro,
anti-SSB/La.

AC-5 Nuklearny hrubo zrnity : Hrubé Skvrnky v celej
nukleoplazme. Jadierka m6zu byt sferbené alebo bezfarebné .
Mitotické bunky (metafaza, anafaza a telofaza) nemaju
chromatinovu hmotu zafarbenu, napr.: anti-SM, anti-U1RNP.
AC-8 Homogénny nukleolarny : Difuzna fluorescencia
celého jadierka, metafazova dosticka sa zobrazuje ako
nevyfarbena, napr. : Anti-PM-Scl, anti-Th/To.

AC-9 Zrnity nukleolarny : Nepravidelné vyfarbenie jadierok a
Cajalovych teliesok s peri-chromozomalnym vyfarbenim
metafazovych dosticiek, napr. anti fibrillarin.

AC-21 Cytoplazmaticky retikularny/AMA — hrubé, zrnité,
vlaknité sfarbenie prebiehajlice celou cytoplazmou, napr. anti-
mitochondrialne protilatky.

Pozitivne séra moézu byt titrované. Titer séra je definovany ako
najvysSie riedenie vykazujuce pozitivny vysledok. V pripade, ze
nie je pozorované vyssie uvedené Specifické
sfarbenie/fluorescencia, vysledok testu by sa mal povazovat za
negativny na tieto autoprotilatky.

KONTROLA KVALITY
Pozitivna (C+) a negativna kontrola (C-) by mala byt testovana
spolo¢ne so vzorkou pacienta ak bola zakipena so supravou
kod 44108, 44508, alebo 44509, aby bolo verifikované spravne
prevedenie testu.
Pozitivna kontrola (C+) by mala vykazovat vysSie opisany
$pecificky obraz.
Negativna kontrola (C-) by nemala davat Ziadny $pecificky
obraz.
Kazdé laboratérium by si malo stanovit svoju vlastnu vnatornu
kontrolu kvality a postupy pre napravné jednanie v pripade, Ze
kontroly nie su v toleranénom rozpati.
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CHARAKTERISTIKA TESTU Immunology 2015; 6: 1-13
IgG FITC/Evans konjugat je kalibrovany oproti WHO 3. Hollingsworth PN et al. Antinuclear antibodies. In: James B.
Medzinarodnému Standardu pre FITC znaceny ovéi anti-fudsky Peter and Yehuda Schoenfeld eds. Autoantibodies.
imunoglobulin. Elsevier, 1996.
Specificita ANA-Ho pozitivnej kontroly bola overena oproti 4. Fritzler MJ, Rattner JB. Autoantibodies to the mitotic
referenénému séru AF/CDC1 z Centra pre infekéné kontroly. apparatus: biological breakthroughs, clinical application,
etiological complexity. In: Konrad K, Humbel RL, Meurer M,
DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA Shonfeld Y and Tan EM, eds. Autoantigens and

ANA : Senzitivita antinuklearnych protilatok poukazuje z viac Autoantibodies: Diagnostic Tools and Clues to
ako 95% na Systémovy lupus erythematosus, aj ked je Understanding Autoimmunity. Pabst Science Publishers,
Specificita velmi nizka. 3 2000.
AC-1 Nuklearny homogénny : Ukazuje na systémovy lupus
erythematosus.

AC-4, AC-5 Nuklearny zrnity : Vysoka pravdepodobnost
systémového lupusu erythematosus kombinovana s ochorenim
spojivového tkaniva, Sjégrensenov syndrém, polymyotitida
alebo sklerodermia.

AC-8, AC-9 Nukleolarny : Priblizne 50-70% pacientov s
prekryvajucou sa sklerodermiou a polymyotitidou / dermato —
myotitidou. Tento obraz je mozné najst u viac nez 33%
pacientov so systémovou sklerodermiou , Specialne vsak pri
renalnych komplikaciach. 3

AC-3 Centromérovy : protilatky proti centroméram sa
nachadzaju u pacientov so systémovou skler6zou, najma u
koznej formy tejto choroby ( 80%). Tieto protilatky je mozné
obc¢as najst u niektorych ochoreni spojivového tkaniva. 4
AC-21 Mitochondrialny : Casty u pacientov s primarnou

UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 3.9.2019
Vzhladom k moznej inovacii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat’ slovensky preklad s originalnym pribalovym
letakom tak, Zze sa porovnaju identifikacné Cisla uvedené v
zapati. Originalny navod najdete v suprave a na internetovej
adrese www.biosystems.es.
Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz.

Vyhradny distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha 5,
tel.: +420 257 220 760

biliarnou cirh6zou, systémovou skler6zou a zriedka pri inych SK : JK-Trading spol.s.r.o., Mecikova 30, 841 07 Bratislava,
autoimunitnych reumatickych ochoreniach. tel.: + 421 264 774 591

Suprava BioSystems ANA bola testovana na 140 sérach

pacientov s réznymi autoimunitnymi chorobami : Systémovy V pripade mimoriadnych udalosti:

lupus erythematosus, Sjogrenov syndrom, sklerodermia, CR : Toxikologické informacni stredisko (TIS), klinika
CREST syndrém, dermatopolymyozitida, reumatoidna artritida, pracovniho lékafstvi VFN a . LF UK,

autoimunitna hepatitida a primarna biliarna cirhéza. Dalej bola tel.; +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

testovana na zdravych darcoch. Vysledky vykazuju SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
diagnosticku senzitivitu od 98,3% a Specificitu od 93% pre Limbova 5, tel.: +421 254 774 166

vSetky autoimunitné choroby.

Klinicka diagnéza by nemala byt stanovena iba na zaklade
vysledku jedneho testu, ale mali by byt prepojené klinické a
laboratérne udaje.

POZNAMKY
1. Nedotykajte sa behom testu tkanivovych rezov v jamkach.
2. Na premytie pouzite stricku alebo pipetu. Zabrarite skrizenej
kontaminacii medzi vzorkami.
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