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Reagencie pro stanoveni anti-nuklearnich protilatek (ANA)
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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MIKROTITRACNI DESTICKY

PRINCIP METODY

Specifické anti-nuklearni (ANA) protilatky ze vzorku se vazi na
antigen navazany na povrchu mikrotitranich desti¢ek. V pribé&hu
druhé inkubace se vaze konjugat (imunoglobulin proti lidskému IgG
znageny kfenovou peroxidazou) s protilatkami navazanymi na
povrchu jamky. Nakonec se pfidava 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin
(TMB) s H20: do kazdé jamky jako enzymovy substrat. Vznikla
enzymaticka barevna reakce je zastavena kyselinou. Zluté zabarveni
reakce se meéfi pfi 450 nm a intenzita absorbance je Umérna
koncentraci protilatek ve vzorku?.

OBSAH A SLOZENI

A. Koncentrovany promyvaci roztok. 50 mL. Koncentrovany
fosfatovy pufr, azid sodny 15 mmol/l.

B. Redici roztok. 100 mL. Tris pufr, azid sodny 15 mmol/l.

C+. Pozitivni kontrola. 1,5 mL. Pfipravena k pouziti. Lidské sérum
s ANA protilatkami, azid sodny 15 mmol/l.

C-. Negativni kontrola. 1,5 mL. Pfipravena k pouziti. Lidské sérum
bez ANA protilatek, azid sodny 15 mmol/L.

CO Cut-off standard. 1,5 mL. Pfipraven k pouziti. Lidské sérum
s ANA protilatkami, azid sodny 15 mmol/I.

D. Konjugat. 15 mL. Krenovou peroxidazou
imunoglobuliny proti lidskému 1gG.

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

F. Zastavovaci roztok. 15 mL. Kyselina fosfore¢na 4,5 %.
NEBEZPECI: H314: Zpusobuje té7ké poleptani kize a
poskozeni o¢i. P280: Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny
odév/ochranné bryle/oblicejovy §tit. P303+P361+P353: PRI
STYKU S KUZI (nebo s viasy): Veskeré kontaminované &asti
odévu okamzité svléknéte. Oplachnéte kizi vodou/osprchujte.

M. Mikrotitraéni desti¢ky: 12 modult po 8 rozlamovatelnych jamek
s navazanou smési purifikovanych antigend: SSA-52, SSA-60,
SSB(La), Sm/RNP, RNP-70, RNP-A, RNP-C,SmBB’, SmD,

SmE, SmF, SmG, Scl70, Jo-1, dsDNA, ssDNA, polynukleozomy,
mononukleozomy, histony H1, histony H2A, histony H2B, histony
H3 a H4, PMScl-100 a centromery B.

DalSi varovani a bezpecnostni opatfeni naleznete v bezpe¢nostnim

listu produktu (SDS).

znacené

Lidska séra pouZita pfi pripravé pozitivni a negativni kontroly byla
testovana a shledana negativni na pritomnost protilatek anti-HIV a
anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte
s kontrolami jako s potencionalné infek¢nim materialem.

SKLADOVANI
Skladujte pfi 2-8 °C. Reagencie jsou stabilni do data expirace
uvedené na Stitku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno
kontaminaci v prabéhu jejich uzivani.
Znamky zhorseni kvality:
- Kapalné komponenty: Pfitomnost ¢astic, zakal.
- Mikrotitracni desticky: natrzeni sacku, makroskopické defekty
jako je poskrabani dna jamek.

PRIPRAVA REAGENCII

Promyvaci pufr. Zfedte koncentrovany promyvaci pufr (A)
destilovanou vodou v poméru 1/20. Pofadné promichejte. Pro 1 strip
se spotfebuje pfiblizné 50 ml promyvaci reagencie. Roztok je stabilni
30 dni pfi 2-8 °C.

Ostatni ¢inidla jsou pfipravena k pfimému pouziti.

DOPLNUJICI VYBAVENI

- zvlih€ovaci komurka

- promyvaci zafizeni pro mikrotitracni desticky

- reader nebo fotometr s mikrokyvetou a filtrem 450 £ 10 nm.
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VZORKY

Sérum nebo plasma odebrana standardnim zplGsobem. Vzorek pred
testovanim zfedte 1/100 fedicim pufrem (B). Vzdy pouzivejte Cerstvé
nafedény vzorek.

PRACOVNi POSTUP

1. Vytemperujte vSechny Cinidla na pokojovou teplotu.
(Poznamka 1).

2. Otevfete balicek s mikrotitracnimi destickami (M) a vyjméte
pozadované mnozstvi pro stanoveni (Poznamka 2).

3. Pipetujte po 100 pL kazdého zfedéného vzorku, Cut-off
standardu (CO), Pozitivni kontroly (C+), Negativni kontroly (C-)
do odliSnych jamek.

4. Stripy umistéte do zvlhéovaci komlrky a inkubujte je pfi
pokojové teploté po dobu 30 minut.

5. Odsajte obsahy jamek a jamky promyjte 3krat po 300 pl
promyvaciho pufru vzdy po dobu nejméné 10 sekund
(Poznamka 3 a 4).

6. Pipetujte do vSech jamek po 100 pl konjugatu (D).

7. Stripy umistéte do zvlh€ovaci komlrky a inkubujte je pfi
pokojové teploté po dobu 15 minut.

8. Promyjte jamky podle odstavce €. 5.

9. Pipetujte 100 pl substratu (E) do vSech jamek.

10. Stripy inkubujte 15 minut ve zvlhéovaci komurce pfi pokojové
teploté.

11. Pipetujte 100 pl zastavovaciho roztoku (F) do vSech jamek a
inkubujte je po dobu 5 minut pfi pokojové teploté. (Poznamka 5).

12. Odectéte absorbanci jednotlivych jamek pfi 450 nm. Zbarveni je
stabilni po dobu nejméné 30 minut.

VYPOCET
Vypoctéte absorbanéni pomér:

Assonm Vzorku
Absorbanéni pomér =
Aass0 nm Cut-off

KdyZz jsou hodnoty absorbanci vy$3i, neZz je horni méfici limit
readeru, vzorky nafedte reagentem (B) a stanoveni opakujte.

REFERENCNI HODNOTY

Vzorky, které maji vy$Si absorbanéni pomér jak 1,2 jsou povazovany
za pozitivni.

Vzorky, které maji nizSi absorbanéni pomér jak 1,0 jsou povazovany
za negativni.

Vzorky, které maji absorbanéni pomér mezi 1,0 az 1,2 jsou
povazovany za nejasné a doporucuje se opakovani analyzy.
Uvedené hodnoty jsou pouze orientac¢ni. Kazda laboratof by si méla
stanovit sva vlastni rozmezi.

KONTROLA KVALITY

Absorbance pozitivni kontroly by méla byt vy$Si nez 0,600 a u
negativni kontroly nizsi nez 0,300. Absorbance Cut-off kontroly by
méla byt vy8Si nez 0,300.

Absorban¢ni pomér pro negativni kontrolu (C-) by mél byt nizsi nez
1,0.

Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.
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CHARAKTERISTIKA ZKOUSKY

Specifita: “ANA Lidska Referenéni Séra” AF/CDC-1, AF/CDC-2
AF/CDC-4, AF/CDC-5, AF/CDC-7, AF/CDC-8, AF/CDC-9 a AF/CDC-
10 z Centra pro kontrolu infekénich onemocnéni (CDC), Atlanta,
USA vykazovaly pozitivni vysledky.

Interference: Hemoglobin (1000 mg/dl), bilirubin (40mg/dl) a
triglyceridy (3000 mg/dl neinterferuji. Nékteré druhy lékl a dalSich
latek mohou interferovat?.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Citlivost stanoveni antinuklearnich protilatek je vy3si nez 95 % pro
systémovy lupus erythematodes (SLE), i kdyz specificita je pomérné
nizka®. Pfitomnost vysokych hladin specifické ANA také svédéi pro
jina systémova revmaticka onemocnéni, jako je SLE vyvolany léky,
Sjogrendv sysndrom, sklerodermie a varianty, polymyozitida a
dermatomyozitida, CREST syndrom, smiSené onemocnéni pojivové
tkané (MCTD) a revmatoidni artritida®.

Senzitivita a specificita pro skupinu onemocnéni tvofenou SLE,
sklerodermii, MCTD, primarnim Sjogrenovym syndromem, poly-
dermatomyositidou a CREST syndromem pfi stanoveni Biosystems
ANA soupravou byla 98,9 % respektive 97,9 %, ve studii na 242
klinickych vzorcich. Detailni studie je k dispozici na vyzadani.

U vzorku pozitivnich k ANA se doporucuje provést dalsi testy a urcit
pritomnost ostatnich specifickych protilatek.

Klinicka diagn6za by neméla byt uzaviena jen na zakladé tohoto
vysledku, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni vysledky.

POZNAMKY

1. Nepouzivejte reagencie z rliznych souprav.

2. Nepouzité stripy skladujte v uzavieném plastikovéem sacku
spolecné s vysouSecim sackem.

3. Neposkodte povrch mikrotitracnich desticek b&éhem manipulace.

4. Promyvaci roztok by mél byt kompletné odstranén z jamek.

5. Zastavovaci roztok (F) enzymové reakce musi byt pipetovan do
jamek priblizné ve stejném ¢asovém odstupu jako substrat (E)
v odstavci €.9.
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