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Reagencie pro kvalitativni stanoveni anti-DNA protilatek
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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REAGENTS & INSTRUMENTS

ANTI- nDNA protilatky
(nDNA)

Nepfima imunofluorescence
CRITHIDIA LUCILIAE

PRINCIP METODY
Anti-nDNA protilatky v séru se vazou na odpovidajici antigen
pritomny v Crithidia luciliae. K detekci komplexu antigen-protilatka je
pouzito sérum s anti-human imunoglobulinem znac¢enym
fluoresceinem. Vyhodnoceni se provadi fluorescenénim
mikroskopem?.

OBSAH

kod 44825 KOD 44818 KOD 44817
A.  Sklicka 4 x 6 testl 10 x 6 testl 10 x 12 testd
B. PBS (10x) 1x 100 ml 1x 100 ml 1x 100 ml
C+ nDNA Pozitivni kontrola 1x0,3ml 1x0,3ml 2x0,3ml
C-.  Negativni kontrola 1x0,3ml 1x0,3ml 2x0,3ml
D. IgG FITC/Evans 1x3ml 1x3ml 2x3ml
E.  Montovaci Medium 1x3ml 1x3ml 1x3ml
F.  Odsavaci papir 1x10 1x10 1x10

Koéd 44820 Koéd 44819

A.  Sklicka 10 x 6 testl 10 x 12 testh

SLOZENI

A. Sklicka: Crithidia luciliae fixované v kazdé jamce.

B. PBS (10x): Fosfore¢nan sodny 112,5 mmol/L, fosfore¢nan
draselny 30 mmol/L, chlorid sodny 1,15 mol/L, azid sodny 0,95
g/L, pH 7,2.

C+. nDNA Pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahujici anti-nativni
protilatky (n-DNA), azid sodny 0,95 g/L.

C-. Negativni kontrola: Lidské sérum, azid sodny 0,95 g/L.

D. IgG FITC/Evans (R,Cl): Kozi anti-human IgG konjugovany
s fluorescein isotiokyanatem (FITC), Evansova modf 0,01g/L,
azid sodny 0,95 g/L

E. Montovaci médium: Mowiol 12%, Glycerol 30%, Tris 20
mmol/L, azid sodny 0,95 g/L.

F. Odsavaci papir.

Lidska séra pouzita pfi pfipravé pozitivni a negativni kontroly byla

testovana a shledana negativnimi na pfitomnost protilatek anti-HIV a

anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte

s kontrolami jako s potencionalné infekénim materialem.

SKLADOVANI
Skladuijte pfi 2-8°C.
Reagenty jsou stabilni do data expirace uvedené na Stitku, jestlize
jsou skladovany uzaviené a je zabranéno kontaminaci v prabéhu
jejich pouzivani.
Znamky zhorseni kvality:
— Kapalné komponenty: Pfitomnost ¢astic, zakal
— Skli¢ka: natrzeni sacku, makroskopické defekty na tkanovych
preparatech, jako je poSkrabani nebo sloupnuti.

POMOCNE REAGENCIE
B. PBS (10x)

IgG FITC/Evans (R,CL), konjugat s kontrastni Evansovou
modrou

E. Montovaci médium

C+. nDNA pozitivni kontrola
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C-. Negativni kontrola

PRIPRAVA REAGENCII
PBS: Naredte reagent B destilovanou vodou v poméru 1/10. Stabilni 1
meésic pfi 2-8 ° C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani doporu¢ené
teploty, reagent byl dobfe uzavien a nedoslo ke kontaminaci béhem
jeho pouzivani. VSechny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené k
primému pouziti.

PRIDAVNA ZARIZENI
- Zvlh¢ovaci komurka
- Promyvaci nadoba
- Kryci sklicka 24 x 60 mm
- Fluorescenéni mikroskop s excitacnim filtrem 495 nm a 525 nm
emisnim filtrem pro FITC vizualizaci.

VZORKY
Sérum, plazma odebrana standardnim postupem. Stabilni po dobu
1 tydne pfi 2-8°C.
Pfed testovanim zfedte vzorek 1/10 v PBS (Viz. pfiprava reagencie).
K titraci pozitivnich vzorkl fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz
zacnete fedénim 1/10.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte reagenty a vzorky na pokojovou teplotu.

2. Kapnéte 1 kapku (25 pL) nafedéného vzorku, nebo kontroly do
kazdé jamky (A). Ujistéte se, Zze jamka je kompletné pokryta.
(Poznamka 1).

3. Inkubuijte skli¢ka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) ve
zvlh¢ovaci komurce.

4. Naklorite sklicko a opatrnym poklepavanim o filtraéni papir
odstrante prebyte€né kapky vzorku. Zabrante zkfizené
kontaminaci séra.

5. Oplachnéte kratce v lehkém proudu PBS (viz. pfiprava
reagencie) (Poznamka 2).

6. Sklicka poradné promyijte v nadobé obsahujici PBS po dobu 5
minut. Poté PBS vymérite a promyvani zopakuijte.

7. Opatrné sklicko osuste s pouzitim specialniho odsavaciho
papiru. Jamky nevysusujte, musi zUstat vihké po celou dobu
procedury.

8. Do kazdé jamky pfidejte 1 kapku reagencie D. Skli¢ka inkubujte
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) ve zvihcovaci
komdarce.

. Promyjte podle bodu 6 a osuste podle bodu 7.

10. Pridejte do kazdé jamky nékolik kapek reagencie E a opatrné

zakryjte krycim sklickem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

ODECITANI
Sklicka vyhodnocuijte s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu
(zvétseni 250-400x). Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocujte
okamzité. Pro odecet zvolte ¢ast zorného pole mezi stfedni a krajni
zbnou v ¢asti se stejnomérnou vzdalenosti mezi burikami a se
stejnomeérnou jasnosti jader. Intenzita fluorescence v okrajich a ve
stfedu neni charakteristicka.

jamka vybrang ¢ast
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Crithidia luciliae je hemoflagelat s modifikovanym mitochondrionem,
zvanym kinetoplast, obsahujici dvousroubovici DNA (nDNA), ktera
neni vazana na histony a zjevné postrada jakykoliv jiny nuklearni
antigen. Kinetoplast je kruhovita organela mensi nez jadro a je
umisténa mezi jadrem a bazalnim téliskem@34),

Séra vykazujici jasnou fluorescenci kinetoplastu pfi doporuéeném
fedéni by méla byt hodnocena jako pozitivni. Fluorescenci mize
davat také jadro, bazalni télisko nebo bi€ik, ale posuzuje se pouze
fluorescence kinetoplasta.

Pozitivni séra Ize titrovat. Titr séra je definovan jako nejvy$si zfedéni
davajici pozitivni vysledek.

KONTROLA KVALITY
Pozitivni (C+) a negativni kontrola (C-) by méla byt testovana
spole€né se vzorkem pacienta, za pfedpokladu, Ze byla zakoupena
se soupravou kod 44825, 44817 a 44818, aby se verifikovala
pravdivost zkousky.
Pozitivni kontrola (C+) by méla vykazovat vySe popsany specificky
obraz.
Negativni kontrola (C-) by neméla davat zadny specificky obraz.
Kazd4 laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU
IgG FITC/Evans je kalibrovan proti WHO Mezinarodnimu standardu
pro FITC znageny ov&im anti-human IgG kvuli znazornéni protilatek
v lidském séru.
Spravnost: Vysledky ziskané témito reagenciemi nevykazovaly
systematické odliSnosti ve srovnani s referenénimi reagenty. Detaily
tohoto srovnani jsou k dispozici na vyzadani.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
Imunofluorescenéni test vyuzivajici Crithidia luciliae pro diagnostiku
anti-nDNA protilatek ma nejen vysokou diagnostickou specifitu, ale i
vysokou diagnostickou sensitivitu pro Systemic Lupus
Erythematosus (SLE). Jsou to nej¢astéji nachazené autoprotilatky
spojené se SLE: u 95% pacientt se SLE s ledvinnym poskozenim,
50-70% pacientl se SLE bez poSkozeni ledvin a u 40% pacientd
s neaktivnim SLE. Anti-nDNA protilatky se zfidka objevi i u zdravych
jedinct®,

BioSystems anti-nDNA souprava byla testovana 80 séry pacientll se
SLE, a zdravych darcl. Vysledky jsou popsany nize.

N | POZ | NEG Citlivost | Specifita

SLE (systémovy lupus

- 43 29 14 67% 100%
eritematosus)

SLE bez renélniho zapojeni 25 15 10 60% 100%
SLE s renéalnim zapojenim 18 14 4 78% 100%
Ostatni autoimunitni onemocnéni | 20 0 20
Zdravi jedinci 17 0 17

Klinicka diagnéza by neméla byt uzaviena jen na zakladé vysledkl
jednoho testovani, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
udaje.
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POZNAMKA
Nedotykejte se tkanovych fezu v jamkach béhem zkousky.
Pouzijte stficku, nebo pipetu na promyti sklicek. Zabrarite
zkFizené kontaminaci mezi jednotlivymi vzorky.

N
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