Cce

AUTOPROTILATKY
(AA-RL/RK/RS)

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

Koéd 44158
16 testov

Kod 44558
48 testov

Kod 44648
96 testov

Kod 44570 12 x 4 testov

Kod 44639 12 x 8 testov

Skladovanie pri 2 - 8°C

Vyhradne pre profesionalnu in vitro diagnostiku

PRINCiP METODY

Autoprotilatky zo séra proti jadru (ANA), proti mitochondriam

(AMA), proti hladkému svalstvu (ASMA), proti zaludo¢nym

Reagencie na kvalitativne stanovenie autoprotilatok .

F.

AUTOPROTILATKY

(AA-RL/RK/RS)
Nepriama imunofluorescencia
Krysia pecen/obli¢ky/zaludok

Savy papier

Ludskeé séra pouzité pri priprave pozitivnej a negativnej kontroly
boli testované s negativnym vysledkom na anti-HIV a anti-HCV

parietalnym bunkam (APCA), proti Zalido€énym a pecefiovym
mikrozémam (LKM), proti retikulinu a inym, sa viazu na

odpovedaijuci antigén pritomny v preparate obsahujucom krysiu

pecen, oblicky a Zaludok. Vysledny komplex antigén-protilatka
je detekovany pomocou anti-fuského imunoglobulinu
znaceného fluoresceinom. Vyhodnotenie sa uskutoCnuje
pomocou fluorescenéného mikroskopu. *

OBSAH
kod 44158 Kaéd 44558 Kéd 44648
A. sklicka 4 x 4 jamiek 12 x 4 jamiek 12 x8 jamiek
PBS (10x) 1x100ml 1x100ml 1x100ml
C+. ANA-Ho pozitivha 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml
kontrola
C+. AMA pozitivna 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml
kontrola
C+. ASMA pozitivha 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml
kontrola
C-. Negativna kontrola 1x0,3ml 1x0,3ml 1x0,3ml
1gG FITC/Evans(R) 1x3,5ml 1x3,5ml 2x3,5ml
Montovacie médium 1x3ml 1x3ml 1x3ml
F.  Savy papier 1x4 1x12 1x12
Kaéd 44570 Kaéd 44639
A. sklicka 12x4 jamiek 12x8 jamiek
ZLOZENIE
A. Sklicka : Casti krysej pecene, obli¢iek a Zaludka
PBS(10x) : Fosfore€nan sodny 112,5 mmol/l, fosforeénan
draselny 30mmol/l, chlorid sodny 1,15mol/l, azid sodny 0,95g/1.
pH 7,2
C+. ANA-Ho Pozitivha kontrola : ludské sérum obsahujuce anti-
nuklearne protilatky (ANA) homogénneho obrazu, azid sodny
0,95 g/l
C+. AMA Pozitivna kontrola : lTudské sérum obsahujuce anti-
mitochondrialne protilatky (AMA), azid sodny 0,95 g/l
C+. ASMA Pozitivna kontrola : ludské sérum obsahujtce protilatky
proti hladkému svalstvu (ASMA), azid sodny 0,95 g/I
C-. Negativna kontrola : ludské sérum, azid sodny 0,95g/I
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/I
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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
kontaminacii v priebehu ich pouzivania.

Priznaky zhorsenia kvality :

» Kvapalné reagencie : Pritomnost zrazeniny, zakalu

* Mikrotitraéné dosti¢ky : natrhnutie saCku, makroskopické
defekty na buneénych kulturach, ako je poskriabanie dna
jamiek, odlupnutie.

POMOCNE REAGENCIE
PBS (10x)

D. FITC/Evans (R), konjugat s Evansovou modrou pre kvalitnejSie
rozliSenie

E. Montovacie médium

C+. ANA-Sp Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujuce anti-
nuklearne protilatky zrnitého obrazu, azid sodny 0,95g/I

C+. ANA-Nu Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujice anti-
nuklearne protilatky nukleolarneho obrazu, azid sodny 0,95g/I

C+. APCA Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujuce protilatky

proti parietdlnym bunkam, azid sodny 0,95g/I

C+ LKM Pozitivna kontrola : Ludské sérum obsahujuce protilatky

proti mikrozémam pecene-obli¢iek-zaludku (LKM), azid sodny
0,959/l

C+ ANA-Ho Pozitivna kontrola
C+ AMA Pozitivha kontrola
C+ ASMA Pozitivna kontrola

C-  AEA 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 Cinidla su pripravené k priamemu pouzitiu.

PRIDAVNE ZARIADENIA
+ zvlhéovacia komérka
* premyvacie zariadenie
« krycie sklicka 24x60 mm
« fluorescenény mikroskop s excitaénym filtrom 495nm a
525 nm emisnym filtrom pre FITC vizualizaciu
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VZORKY
Sérum alebo plazma odobrana Standardnym spdsobom.
Stabilita — 1 tyzden pri 2 — 8°C.
Vzorku pred testovanim zriedte v pomere 1/20 PBS - vid
priprava reagencii. Na titraciu pozitivnych vzoriek riedte
dvojkovym radom v PBS — zacnite riedenim 1/20.

POSTUP
1. Vytemperujte vSetky Cinidla a vzorky na izbovu teplotu.

2. Aplikujte 1 kvapku (50pl) nariedenej vzorky alebo
kontroly do kazdej jamky . Uistite sa, Ze tkanivo je
kompletne pokryté. (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 odstrarte prebyto¢né kvapky vzorky. Zabrante
skrizenej kontaminacii.

5. Zrahka 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 nevysusujte. Aplikujte 1 kvapku reagencie D do
kazdej jamky. Vo zvihéovacej komérke inkubujte 30minut
pri izbovej teplote.

9. Premyvajte podla bodu 6 a osuste podfla bodu 7.

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

ODCITANIE
Sklicka vyhodnocujte pomocou fluorescenéného mikroskopu
(zvacsenie 250-400x). Aby ste dosiahli najlepsie vysledky,
vyhodnocuijte sklicka okamzite. Zvolte vnutornu Cast
tkanivového rezu. Intenzita fluorescencie na okrajoch nie je
charakteristicka. V pripade, Ze pri odporu€anom riedeni najdete
$pecificky obraz, ktory je popisany nizsie, je mozné vysledok
povazovat za pozitivny.
ANA- homogénny : Obraz je homogénny, rovhomerna
fluorescencia vo vSetkych ¢astiach jadra buniek v interfaze.
Silna fluorescencia buniek v mitéze.
AMA : Zrnita fluorescencia mitochondrii v cytoplazme
tubularnych buniek obliciek.
ASMA : Fluorescencia svalovej mukozy, svalovej vrstvy ciev a
interglandularnych vlakien krysieho Zaludka.
APCA : Retikularne vnutrobunkové sfarbenie parietélnych
buniek krysej Zaludoc¢nej sliznice.
LKM: Typ I. Silna fluorescencia cytoplazmy hepatocytov v
peceni a cytoplazmy proximalnych tubulov v obli¢kach.
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AUTOPROTILATKY

(AA-RL/RK/RS)
Nepriama imunofluorescencia
Krysia pecen/obli¢ky/zaludok

Distalne tubuly su negativne.

Pozitivne séra je mozné titrovat. Titer séra je definovany ako
najvyssie riedenie davajuce pozitivny vysledok.

Ak nie je pozorovana ziadna z vy$Sie uvedenych typov
fluorescencie, vysledok povazujte za negativny na tieto
protilatky.

KONTROLA KVALITY
Pozitivne kontroly (C+) a negativna kontrola (C-) by mala byt
testovana spolo¢ne so vzorkou pacienta, ak bola zakupena so
supravou kéd 44158, 44558, alebo 44648, aby bolo
verifikované spravne prevedenie testu.
Pozitivna kontrola (C+) by mala vykazovat vysSie popisany
$pecificky obraz.
Negativna kontrola (C-) by nemala davat Ziaden $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.

CHARAKTERISTIKA TESTU
FITC/Evans (R) konjugat je kalibrovany oproti WHO
Medzinarodnému Standardu pre ovci anti-ludsky
imunoglobulin konjugovany s FITC.
Specificita ANA-Ho pozitivnej kontroly bola overena oproti
AF/CDCL1 referenénému ludskému séru z Centra pre kontroly
ochoreni /Arthritis Foundation.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

ANA : Senzitivita antinuklearnych protilatok je vyssia ako 95% v
pripade ochorenia na systémovy lupus erythematosus, ale
$pecificita je dost' nizka.?

AMA : Pritomnost mitochondrialnych protilatok je spojena s
primarnou bilidrnou cirhézou u viacej ako 95% pacientov. 22
ASMA : protilatky proti hladkému svalstvu sa nachadzaju v
sére u 52-85% pacientov s autoimunitnou chronickou aktivnou
hepatitidou a u 22% pacientov s primarnou biliarnou

cirhozou. >¢

APCA : protilatky proti zaltdo€nym parietalnym bunkam sa
nachadzaju u 90% pacientov so zhubnou anémiou a zvy&ajne
su spojené i s dalSimi Specifickymi tkanivovymi autoimunitnymi
ochoreniami. ’

LKM : Protilatky proti LKM typu | su povazované za markery
autoimunitnej hepatitidy typu 118.

Suprava BioSystems autoprotilatky -RL/RK/RS bola pouzita pri
testovani sér od 188 pacientov s réznymi autoimunitnymi
ochoreniami, ako aj od zdravych darcov.

Vysledky su popisané nizSie.
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Choroba ‘ Poc. ‘ ANA ‘ AMA ‘ ASMA
Pecenové ochorenia 46 - 41 17
primarna bilidrna cirhéza 24 - 22 5
cholangitida 10 - 8 4
autoimunitna hepatitida 12 - 11 8
Choroby spojivovych 93 93 -
tkaniv
SLE 31 31 -

Sjégrenov syndréom 11 11 -
sklerodermia 7 7 -
CREST syndrom 3 3 -
reumatoidna artritida 11 11 -
dermatopolymyozititida 2 2 -
ostatné 28 28 -
Iné autoimunitné ochorenia 25 0 0 0
Megaloblasticka anémia 3 0 0 0
Celiakia 7 0 0 0
Thyroiditida 9 0 0 0
Good Pasture syndrom 2 0 0 0
Ostatné ( vaskulitida, AFL) 4 0 0 0
Zdravi darcovia | 4 | o 0 0

Klinicka diagnéza nemdze byt stanovena na zaklade vysledkov
jediného testu, musi byt posudena na zaklade klinickych i
laboratérnych udajov.

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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UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 3.9.2019.
Vzhlfadom k moznej inovacii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat slovensky preklad s originalnym pribalovym
letakom tak, Ze 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

SK : JK-Trading spol.s.r.o., Mecikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informacni stfedisko (TIS), klinika

pracovniho Iékafstvi VFN a . LF UK,

tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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