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Reagencie na kvalitativne stanovenie autoimunitnych protilatok.
Vyhradne na in vitro diagnostiku v klinickych laboratériach.

AUTOPROTILATKY-MsL / MsK / MsS
(AA-MsL / MsK / MsS)

Nepriama imunofluorescencia

Mysia pecen/oblicky/Zaludok

PRINCIP METODY
Sérum obsahujuce autoprotilatky proti jadierku (ANA),
mitochondriam (AMA), hladkej svalovine (ASMA), gastrickym
parietalnym bunkam (APCA), pe€efiovym-oblickovym mikrozémom
(LKM), retikulinu a dal$im sa viazu na prislusné antigény pritomné
v preparate, ktory obsahuje mysiu pecen, oblicky a Zzaludok. Na
detekciu komplexu antigén-protilatka je pouzité sérum s anti-human
imunoglobulinom znaéenym fluoresceinom. Vyhodnotenie sa
vykonava fluorescenénym mikroskopom?.

) OBSAH )
KOD 44826 KOD 44827
[A.  Sklicka [ 12 x 4 jamiek |  12x8jamiek |

A. Sklicka: Rezy mysej peCene, obli¢iek a zaludku (ML/MK/MS)
v kazdej jamke.

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

Priznaky zhorsenia kvality :

» Kvapalné reagencie : Pritomnost zrazeniny, zakalu

» Mikrotitracné dosti¢ky : natrhnutie sacku, makroskopické
defekty na bunec¢nych kultdrach, ako je poskriabanie dna
jamiek, odlupnutie.

POMOCNE REAGENTY
Pre kody 44826 a 44827 je potrebné objednat tieto reagencie:

B. PBS (10x) (kdd 44592): 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.

D. FITC/Evans (R) (kod 44590): Kozi anti-human 1gG
konjugovany s fluorescein isotiokyanatom a adsorbovany
s krysim sérom, Evansova modra 0,01 g/L, azid sodny
0,95 g/l.

E. Montovacie médium (kod 44694): Mowiol 12%,
glycerol 30%, Tris 20 mmol/L, azid sodny 0,95 g/L.

C+. ANA-Ho Pozitivna kontrola (kdd 44502): Ludské sérum
obsahujuce anti-nuklearne protilatky (ANA) homogénneho
zobrazenia, azid sodny 0,95 g/L.

C+. AMA Pozitivna kontrola (kdd 44512): Ludské sérum
obsahujuce protilatky proti mitochondriam (AMA) , azid
sodny 0,95 g/L.

C+. ASMA Pozitivna kontrola (kod 44522): Ludské sérum
obsahujuce protilatky proti hladkej svalovine, azid
sodny 0,95 g/L.

C+. APCA Pozitivna kontrola (k6d 44532): Ludské sérum
obsahujuce protilatky proti parietalnym bunkam, azid
sodny 0,95 g/L.

C+. LKM Pozitivna kontrola (kdd 44766): Ludské sérum
obsahujuce protilatky proti peCefiovym - oblickovym
mitochondriam, azid sodny 0,95 g/L.

C-. Negativna kontrola (k6d 44696): Ludské sérum, azid
sodny 0,95 g/L.
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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.

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

PRIDAVNE ZARIADENIA
- Zvlhéovacia komérka
- Premyvacia nadoba
- Krycie sklicka 24 x 60 mm
- Fluorescenény mikroskop s excitaénym filtrom 495 nm a 525nm
emisnym filtrom na FITC vizualizaciu.

VZORKY
Sérum alebo plazma odobrana standardnym postupom.
Stabilita 1 tydzden pri 2-8°C.
Sérum zriedte 1/20 v PBS (Vid. priprava reagencii).
K titracii pozitivnych vzoriek riedte dvojkovym radom v PBS,
zacnite riedenim 1/20.

PRACOVNY POSTUP

1. Vytemperujte reagencie a vzorky na izbovu teplotu.

2. Kvapnite 1 kvapku (50 pL) nariedenej vzorky, alebo kontroly do
kazdej jamky s tkanivovym rezom. Uistite sa, Ze je rez
kompletne pokryty. (Poznamka 1).

3. Sklicka inkubujte vo zvlhéovacej komorke 30 minut pri izbovej
teplote (15-30°C).

4. Vysuste sklicko opatrnym naklonenim a poklepavanim o filtracny
papier. Zabrarite skrizenej kontaminacii medzi vzorkami.

5. Oplachnite kratko v lahkom prude PBS (vid. priprava reagencie)
(Pozn. 2).

6. Sklicka dokladne premyvajte 5 minut v nadobe obsahujlce;j
PBS. Potom PBS vymerite a premyvanie zopakujte.

7. Sklicko opatrne osuste Specialnym odsavacim papierom. Jamky
nesuste, musia zostat vlhké v priebehu celej procedury.

8. Do kazdej jamky pridajte 1 kvapku reagencie D. Skli¢ka inkubujte
vo zvlih&ovacej komérke 30 minut pri izbovej teplote (15-30°C).

9. Premyvajte podl'a bodu 6 a ususte podla bodu 7.

10.Pridajte do kazdej jamky niekolko kvapiek reagencie E a opatrne
prikryte krycim sklickom tak, aby nevznikli vzduchové bubliny.

ODCITANIE
Sklicka vyhodnocujte fluorescenénym mikroskopom (zvacsenie
250-400x). Pre lepsie vysledky sklicka vyhodnocujte okamzite. Na
odgcitanie zvolte vnutornu €ast tkanivového rezu. Intenzita
fluorescencie na okrajoch nie je charakteristicka. Ak najdete
Specificky fluorescenény obraz, ktory je popisany nizSie, pri
odporu€anom riedeni vzorky, je mozné hovorit o pozitivnhom
vysledku.
ANA-homogénny: Homogénny, rovnomerna fluorescencia vo
vetkych ¢astiach jadra buniek v interfaze.
AMA: Granularna fluorescencia mitochondrii v cytoplazme
tubularnych buniek obliciek.
ASMA: Fluorescencia svalovej mukdzy, svalovych vrstiev ciev
a interglandularnych vlakien mysieho zaludka.
APCA: Retikularne vnutrobunkové sfarbenie parietalnych buniek
mysej zaludocnej sliznice.
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LKM: Typ I. Silné zafarbenie cytoplazmy hepatocytov v pe€eni a
cytoplazmy v proximalnych tubuloch v obli¢kach.
Negativne distalne tubuly.

Pozitivne séra mozu byt titrované. Titer séra je definovany ako
najvysSie riedenie vykazujuce pozitivny vysledok.

Ak nie je pozorovana ziadna typicka fluorescencia, vysledok je pre
tieto protilatky negativny .

KONTROLA KVALITY
Pozitivna kontrola (C+) a Negativna kontrola (C-)J by mala byt
testovana spoloéne so vzorkou pacienta, aby sa verifikovala
pravdivost skusky.
Pozitivna kontrola (C+) by mala vykazovat vySSie popisany
$pecificky obraz.
Negativna kontrola (C-) by nemala davat zZiadny $pecificky obraz.
Kazdé laboratorium by si malo stanovit svoju vlastnd vnatornu
kontrolu kvality a postupy pre napravné jednanie, ak kontroly nie su
v toleranénom rozpati.

CHARAKTERISTIKA TESTU
FITC/Evans(R) je kalibrovany oproti WHO medzinarodnému
Standardu pre FITC znaceny ov¢i anti-human imunoglobulin.
Specifita ANA-Ho Pozitivnej kontroly bola overena oproti AF/CDC1
referenénému séru z Centra pre kontroly chordb /Arthritis
Foundation.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
ANA: Citlivost stanoveni antinuklearnych protilatok je vyssia ako
95% pri ochoreni SLE, aj ked $pecifita je dost nizkaZ.
AMA: Pritomnost mitochondridlnych protilatok je spojena s
primarnou bilidrnou cirhézou u viacej ako 95% pacientov 4.
ASMA: Protilatky proti hladkej svalovine sa nachadzaju v sére 52-
85% pacientov s autoimunitnou aktivnou chronickou hepatitidou a u
22% pacientov s primarnou biliarnou cirhézou >°.
APCA: Protilatky proti zalddo€nym parietalnym bunkam
nachadzame u 90% pacientov s perniciéznou anémiou, ktora je
obvykle spojena s dal$imi tkanivovo $pecifickymi autoimunitnymi
ochoreniami’.
LKM: Protilatky proti LKM typu | s markerom pre autoimunitnu
hepatitidu typu II8.
Klinicka diagnéza by nemala byt uzavrena iba na zaklade
vysledkov jedného testu, ale mali by byt prepojené vSetky klinické a
laboratérne udaje.

POZNAMKA
1. Nedotykajte sa tkanivovych rezov v jamkach v priebehu skusky.
2 . Na premytie pouzite striCku, alebo pipetu. Zabrante cross-
kontaminécii.
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UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 3.9.2019.
Vzhladom k moznej inovécii vyrobku sa odporuca prekontrolovat
slovensky preklad s originalnym pribalovym
letakom tak, Ze sa porovnaju identifikaéné 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 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
lékafstvi 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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