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Reagenty na stanovenie ENA protilatok
Vyhradne na in vitro diagnostiku v klinickych
laboratériach.
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PRINCIP METODY
Specifické ENA protilatky pritomné vo vzorke sa viazu na antigén,
ktory je imobilizovany na povrchu mikrotitracnych dosticiek.
V priebehu druhej inkubacie sa viaze konjugat (chrenovou
peroxidazou znacené imunoglobuliny proti ludskému IgG) s
protilatkami naviazanymi na povrchu jamky. Nakoniec sa pridava
ako enzymovy substrat 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) s H,O,
do kazdej jamky. Dojde k enzymatickej farebnej reakcii, ktora je
zastavena kyselinou. ZIté zafarbenie sa meria pri 450 nm a intenzita
absorbancie je Umerna koncentréacii protilatok vo vzorke'.

OBSAH A ZLOZENIE

A. Koncentrovany premyvaci roztok. 50 mL. Koncentrovany
fosfatovy pufer, azid sodny 15 mmol/l.

B. Riediaci roztok. 100 mL. Tris pufer, azid sodny 15 mmol/l.

C+. Pozitivna kontrola. 1,8 mL. Ready to use. Ludské sérum s anti-
SSA (Ro), anti-SSB (La), anti-Sm a anti-Sm/RNP protilatkami.
Azid sodny 15 mmol/l.

C-. Negativna kontrola. 1,8 mL. Ready to use. Ludské sérum bez
anti-SSA(Ro), anti-SSB(La), anti-Sm a anti-Sm/RNP protilatok,
azid sodny 15 mmol/L.

CO1. Anti-SSA(Ro) Cut-off Standard. 1 mL. Ready to use. Ludské
sérum s anti-SSA(Ro) protilatkami. Kalibrované oproti ANA
ludskému referenénému séru AF/CDC7 z centra pre kontroly
ochoreni (CDC), Atlanta, USA.

CO2. Anti-SSB(La) Cut-off Standard. 1 mL. Ready to use. Ludské
sérum s anti-SSB(La) protilatkami. Kalibrované oproti ANA
fudskému referenénému séru AF/CDC2 z centra pre kontroly
ochoreni (CDC), Atlanta, USA.

CO3. Anti-Sm Cut-off Standard. 1 mL. Ready to use. ludské
sérum s anti-Sm protilatkami. Kalibrované oproti ANA fudskému
referenénému séru AF/CDCS5 z centra pre kontroly ochoreni
(CDC), Atlanta, USA.

CO4. Anti-Sm/RNP Cut-off Standard. 1 mL. Ready to use. Ludské
sérum s anti-Sm/RNP protilatkami. Kalibrované oproti ANA
[udskému referenénému séru AF/CDC5 z centra pre kontroly
ochoreni (CDC), Atlanta, USA.

D. Konjugat. 15 mL. Chrenovou peroxidazou znacené polyklonalne
krali¢ie imunoglobuliny proti ludskému IgG.

E. Substrat. 15 mL. 3,3,5,5'-tetramethylbenzidin (TMB).

F. Zastavovaci roztok . 15 mL. Kyselina fosfore¢na 4,5%
Nebezpecie : H314 — Spdsobuje tazké poleptanie koze a
poskodenie 0€i.P280 — Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny
odev/ochranné okuliare/stit na tvar .P303 + P361 + P353 — PRI
STYKU S KOZOU (alebo s vlasami): V&etky kontaminované
Casti odevu okamzite vyzlecte. Oplachnite kozu vodou/
osprchujte.

M. Mikrotitraéné dosti¢ky : 4x24 testov, 3 moduly po 8 jamkach
nakoutovanych vysoko purifikovanym antigénom SSA(Ro)-
¢erveno znacené, antigénom SSB(La)-modro znacené,
antigénom Sm-Zlto zna¢ené a antigénom Sm/RNP-zeleno
znacené.

Pre dal$ie varovania a odporucania —vid Karta bezpe¢nostnych
tdajov (SDS).

Ludské séra pouZité pri priprave pozitivnej a negativnej kontroly boli

testované s negativnym vysledkom na pritomnost’ protilatok anti-HIV

a anti-HCV, a rovnako tak aj na HBs antigén. Aj napriek tomu

zaobchadzajte s kontrolami ako s potencionalne infekénym

materialom.

SKLADOVANIE
Skladujte pri 2-8°C. Neotvorené reagenty su stabilné do datumu
expiracie uvedeného na §titku, ak su skladované uzavreté a je
zabranené kontaminacii v priebehu ich pouzivania.
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Znamky zhorsenia kvality:

- Kvapalné komponenty: Pritomnost astic, zakal

- Mikrotitracné dosticky: natrhnutie sacku, makroskopické defekty,
ako je poskriabanie dna jamiek.

PRIPRAVA REAGENCIi
Premyvaci pufer: Zriedte koncentrovany premyvaci pufer (A)
destilovanou vodou v pomere 1/20. Poriadne premieSajte. Na 1 strip
sa spotrebuje priblizne 50 ml premyvacieho reagentu. Roztok je
stabilny 30 dni pri 2-8°C.
Ostatné ¢inidla su pripravené k priamemu pouzitiu - ready to use.

PRIDAVNE ZARIADENIA
— zvlh&ovacia komérka
— premyvacie zariadenie na mikrotitracné dosticky
— reader alebo fotometer s mikrokyvetou a filtrom 450 + 10 nm.

VZORKY
Sérum alebo plazma odobrana Standardnym sposobom.
Vzorku pred testovanim zriedte 1/100 riediacim pufrom (B). Na
stanovenie pouzivajte vzdy Cerstvo nariedenu vzorku.

PRACOVNY POSTUP

1. Vytemperujte vSetky cinidla na izbovu teplotu. ( Pozn.: 1).

2. Otvorte balicek s mikrotitracnymi dostiCkami (M) a vyberte
mnozstvo potrebné na stanovenie. ( Poznamka 2).

3. Pipetujte po 100 pL pozitivnej kontroly (C+), Negativnej kontroly
(C-), Cut-off Standardu (CO) a nariedenych vzoriek do
jednotlivych jamiek.

4. Stripy vlozte do zvih€ovacej komérky a inkubujte ich 30 minat
pri izbovej teplote.

5. Odsajte obsahy jamiek a jamky premyvajte minimalne 10sekund
3-krat s 300 pl premyvacieho pufru. (Poznamka 3 a 4).

6. Pipetujte do vSetkych jamiek po 100 ul konjugatu (D).

7. Stripy vlozte do zvlihéovacej komorky a inkubujte ich 15 minat

pri izbovej teplote.

Jamky premyvajte ako v dode 5.

Pipetujte 100 pl substratu (E) do vSetkych jamiek.

0. Stripy vlozte do zvihéovacej komorky a inkubujte ich 15 minat

pri izbovej teplote.

11. Pipetujte 100 pl zastavovacieho roztoku (F) do vSetkych jamiek
a inkubujte 5 minut pri izbovej teplote. (Poznamka 5).

12. Od¢itajte absorbanciu jednotlivych jamiek pri 450 nm. Sfarbenie
je stabilné nejmenej 30 minut.

I ©0®

VYPOCET
Vypocitajte absorban&ny pomer :

As50 nm Vzorky

Absorbanény pomer =
A450 nm Cut-off

Ak su hodnoty absorbancii vysSie jako horny meraci limit readeru,
nariedte vzorky reagentom (B) a stanovenie opakujte.

REFERENCNE HODNOTY
Vzorky, ktoré maju vyssi absorbanény pomer ako 1,2 su povazované
za pozitivne.
Vzorky, ktoré maju nizsi absorbanény pomer ako 1,0 su povazované
za negativne.
Vzorky, ktoré maju absorbanény pomer medzi 1,0 az 1,2 su
povazovaneé za nejasné a odporuca sa opakovanie analyzy.
Uvedené hodnoty su orientacné. Kazdé laboratérium by si malo
stanovit svoje vlastné rozmedzia.
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KONTROLA KVALITY
Absorbanény pomer pre Pozitivnu kontrolu (C+) by mal byt vyssi ako
Kazdé laboratérium by si malo stanovit svoju vlastnd vnatornu
kontrolu kvality a postupy pre napravné konanie, ak kontroly nie su
v toleranénom rozpati.

CHARAKTERISTIKA SKUSKY
-Suprava na ENA 4 profil rozoznava iba $pecifické protilatky proti
SSA(Ro), SSB(La), Sm, alebo Sm/RNP. S inymi antigénami neboli
pozorované Ziadne skizené reakcie.
-Interferencie: Hemoglobin (1000 mg/dl), bilirubin (40 mg/dl) a
triglyceridy (3000 mg/dl) neinterferuju. Nebol pozorovany ani ziaden
interferujuci efekt pri pouziti antikoagulantov. Niektoré druhy liekov a
dalsich latok moézu interferovat®.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Pritomnost vysokych hladin protilatok Specifickych pre SSA(Ro)
indikuje primarny Sjogrenov syndrom a Systémovy Lupus
Erythematosus (SLE). Tieto protilatky je mozné néjst priblizne u 60-
70% pacientov s Sjogrenovym syndrémom a u 40-50% pacientov s
diagnézou SLE®*.
Pritomnost vysokych hladin protilatok Specifickych pre SSB (La)
indikuje primarny Sjégrenov syndrom a Systémovy Lupus
Erythematosus.Tieto protilatky je mozné najst priblizne u 10-40%
pacientov s Sjogrenovym syndromom a u 6-15% pacientov
s diagnozou SLES®.
Pritomnost vysokych hladin protilatok Specifickych pre Sm silne
indikuje Systémovy Lupus Erythematosus. Tieto protilatky je mozné
najst’ priblizne u 20-30% pacientov s diagnézou SLE"®,
Pritomnost vysokych hladin protilatok Specifickych pre Sm/RNP
indikuje Systémovy Lupus Erythematosus a réznorodé ochorenia
spojivovych tkaniv (MCTD). Tieto protilatky je mozné najst priblizne
u 30-40% pacientov s diagn6zou SLE a u 100% pacientov s
roznorodym ochorenim spojivovych tkaniv™®.
Senzitivita a $pecifita pre Sjogrenov syndrém pri pouziti Biosystems
supravy ENA 4-profil bola 72,8% a 93,0% pre anti-SSA(Ro) a 61,4%
a 96,6% pre anti-SSB(La) protilatky v Studii so 190 klinickymi
vzorkami.
V §tudii so 190 klinickymi vzorkami bola pre SLE senzitivita k anti-
Sm 51,4% a $pecifita 95,8%, pre anti-Sm/RNP protilatky bola
52,9% a 95,8%.
V $tadii s 220 klinickymi vzorkami bola pre MCTD senzitivita k anti-
Sm/RNP protilatkam 96,7% a Specifita 95,8%. Detailna sprava zo
Studie je k dispozicii na vyziadanie.
Klinicka diagnéza by nemala byt stanovena len na zaklade vysledku
jedného testu, ale mali by byt prepojené klinické a laboratorne udaje.

POZNAMKA

1. Nepouzivajte reagenty z odliSnych suprav.
Nepouzité jamky skladujte v uzavretom plastikovom sacku
spolo¢ne s vysuSacim sackom.

3. Pri manipulacii neposkodte vnutorny povrch mikrotitraénych
dosticiek.

4. Premyvaci roztok by mal byt z jamiek kompletne odstraneny.

5. Zastavovaci roztok (F) enzymovej reakcie musi byt pipetovany
do jamiek priblizne v rovhakom ¢asovom odstupe ako substrat
(E) v odstavci ¢€.9.
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UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 31.01.2017.
Vzhladom k moznej inovacii vyrobku sa odportc¢a prekontrolovat’
slovensky preklad s originalnym pribalovym letakom tak, Zze sa
porovnaju identifikané Cisla uvedené v zapati. Originalny navod
najdete v suprave a na internetovej adrese www.biosystems-sa.com.
Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz.

Vyhradny distributor:
CR: JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha5,
tel.: +420 257 220 760
SK : JK-Trading spol.s.r.o., Me¢ikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stredisko (TIS), klinika pracovniho
|ékarstvi VFN a . LF UK,

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

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