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1 POUZITI

Tento vyrobek (souprava nebo substratova skla) je uréen pro screening a titraci cirkulujicich
protilatek proti dvouretézcové DNA (dsDNA). Tato autoprotilatka je voditkem pro diagnézu a
sledovani lé¢by SLE ( SLE = systémovy lupus erythematodes). Vhodnost pouZziti samostatné
prodavanych substratovych skel s jinymi detekénimi systémy nebyla stanovena, avSak pouziti
téchto skel v takovych testech neni vylouc¢eno.

Bl SourRN AVYKLAD ]

Deoxyribonukleova kyselina se pfirozené vyskytuje nejméné ve tfech rdznych formach:
v pravotocivé dvouretézcové konformaci (dsDNA), v levotocivé dvouretézcové konformaci (Z-
DNA) a jednofetézcové konformaci (ssDNA). VSechny formy obsahuji determinanty, proti
kterym mohou byt tvofeny autoprotilatky. Autoprotilatky proti dsDNA a ssDNA jsou bézné
nalézany u pacientt s autoimunitnimi chorobami.

Protilatky proti ssDNA (proti nukleotidovym bazim molekuly DNA) nejsou specifické pro uréité
onemocnéni, nachazeji se u pacientt s revmatoidni artritidou, SLE, systémovou sklerézou a
ostatnimi neimunologickymi poruchami. Jsou hlavni slozkou vétSiny anti-nuklearnich protilatek
(ANA’s), které poskytuji pfi pouziti metody nepfimé imunofluorescence homogenni vzor.

Protilatky proti dsDNA jsou proti fosfat-deoxyrib6zové ose molekuly DNA. Jsou méné obvyklé
nez protilatky proti ssDNA, ale jsou klinicky vyznamnéjsi ze dvou hlavnich divodu. Za prvé:
vysokeé titry protilatek proti dsDNA jsou prakticky vzdy nalézany pouze u pacientt se SLE a za
druhé: titry protilatek dobfe koreluji s aktivitou choroby. To predstavuje dllezity znak vyvoje i
zavaznosti onemocnéni i stupné odpovédi na jakoukoliv naslednou lé¢bu.

Ke stanovovani protilatek proti dsDNA bylo béhem let uzivano nékolik metod jako napf.
pasivni aglutinace, fixace komplementu a RIA. Krevni bi¢ikovec C. luciliae, pouzivany jako
substrat pro metodu nepiimé imunofluorescence, je citlivym a specifickym materidlem pro
screeningovy test. V téle bi¢ikovce se nachazi organela zvana kinetoplast, coz je obfi
mitochondrie obsahujici dsDNA (Lit. 1), ale zjevné neobsahujici histony a ostatni savéi
nuklearni antigeny. Vyhodou screeningovych testd na pfitomnost protilatek proti dsDNA
vyuzivajicich C. luciliae je jejich specificita dana stavbou kinetoplastu (Lit. 2 a 3).

3 PRINCIP

Pii tomto stanoveni se pouziva technika nepfimé imunofluorescence (Lit. 4), pfi niz se
pacientské vzorky a pfislusné kontrolni vzorky inkubuji na substratu C. luciliae. Nenavazané
protilatky se odmyji a poté se pfida konjugat pfislusné sekundarni protilatky s fluoresceinem.
Nenavazany konjugat se odmyje jako v pfedchazejicim kroku. Zpracovana substratova skla se
vyhodnocuji pod fluorescenénim mikroskopem, kde pozitivni vzorky na dsDNA vykazuji
jablkové zelenou fluorescenci kinetoplastu.

4 REAGENCIE
4.1 Substrat C. luciliae na sklech (o0 5 nebo 10 jamkéch).

Pouze soupravy:

4.2 Pozitivni _kontrolni _sérum poskytujici imunofluorescentni zbarveni kinetoplastu,
obsahujici 0,099% azidu sodného. Nafedéno, uréeno pro pfimé pouziti.

4.3 Negativni_kontrolni_sérum obsahujici 0,099% azidu sodného. Nafedéno, uréeno pro
pFimé pouziti.

4.4 Afinitné purifikovana ovéi protilatka proti lidskému IgG (fetézec gama) konjugovana
s isothiokyanatem fluoresceinu, obsahujici 0,099% azidu sodného. Nafedéno, uréeno
pro pfimé pouziti.

4.5 1% roztok Evansovy modfi, pro vybarveni pozadi, jehoz pouziti je véci volby.

4.6 lzotonicky fosfatovy tlumivy roztok (PBS), dodavany ve formé dvacetinasobné
koncentrovaného roztoku.

4.7 Savé papiry uréené k vysouseni povrchu skel mezi jamkami.

4.8 Montovaci _médium, obsahujici ¢inidlo, které zabrariuje spontannimu vyhasinani
fluorochromu (DABCO, 1,4 diazabicyclo [2.2.2] oktan).

4.9 Kryci sklicka.

5 UPOZORNENI

VSichni darci séra dodavaného v této soupravé byli s negativnim vysledkem testovani na
pFitomnost povrchového antigenu hepatitidy B a protilatek proti viru hepatitidy C a HIV 1 & 2.
Uvedené testy vSak nemohou zarucit nepfitomnost infekéniho agens. Je nutné zavést spravné
metody pouzivani a likvidace materialu, odpovidajici jeho potencialni infekénosti. Tyto postupy
mohou provadét pouze pracovnici, ktefi byli vtéchto metodach odpovidajicim zpusobem
proskoleni.

Tento vyrobek by mély pouzivat pouze vhodné Skolené osoby a mély by striktné dodrzovat
dany postup.

Nékteré slozky souprav obsahuji 0,099 % azid sodny jako konzervacéni latku a je proto nutné
s nimi zachazet s nalezitou opatrnosti - nesmi dojit k poziti nebo ke kontaktu s pokozkou nebo
sliznicemi. Pokud dojde k potfisnéni, oplachnéte velkym mnoZstvim vody a vyhledejte
lékafskou pomoc. Azid sodny mlze reagovat solovem nebo médi v potrubi za vzniku
vybusnych azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvim vody, aby
nedochéazelo k usazovani azidu v potrubi.

I SKCADOVANTA STABILITA ]

Neoteviené soupravy nebo skla je nutné skladovat pfi 2-8°C a Ize je pouzivat az do data
exspirace uvedeného na Stitku krabice. NEZAMRAZUJTE. Pokud jsou skla z alobalového
sacku vyjmuta, méla by byt pouzita okamzité. Nafedény tlumivy roztok PBS Ize skladovat pfi
2-8°C az po dobu jednoho mésice. Konjugat FITC je nutné vzdy chranit pfed slune¢nim
svétlem a fluorescencénim nebo UV zafenim. VSechna ¢inidla je nutné skladovat pfi 2-8°C.

(@l ODBER VZORKU

Pouzivejte vzorky sér. Ponechte krev pfirozené koagulovat a oddélte sérum co mozna
nejdfive, aby nedoslo k hemolyze. Sérum Ize skladovat pfi teploté 2-8°C po dobu az 7 dnu
pfed provedenim testu (Lit. 7), pro del$i skladovani rozplnéné v malych objemech pfi teploté
-20°C nebo niz8i. Séra nezamrazujte a nerozmrazujte vice neZ jednou. NepouZivejte
lipemicka, hemolyticka nebo mikrobialné kontaminovana séra, protoZe by se mohly vyskytnout
snizené titry nebo nejasné vybarvené struktury.

;3 METODIKA

8.1  Materialy dodavané v soupravach
Souprava FK002.1 na 50 test(

10 x Crithidia slide — 5-well (5 jamkova substratova skla s Crithidia luciliae)

1 x 1mL Positive Control for dsDNA (nafedéného pozitivniho kontrolniho séra)

1 x 1mL Negative Control for dsDNA (nafedéného negativniho kontrolniho séra)
1x4,5mL anti human IgG (y ) AFF FITC (konjugatu protilatky proti lidskému IgG
(gama) s FITC)

1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (roztoku 1% Evansovy modfi)

2 x 60mL PBS concentrate (x20) (koncentrovaného PBS, 20x)

1 x 3mL Mounting Medium (montovaciho média)

20 Bilotters (ks savych papirti)

10 Coverslips (ks krycich sklicek, 22 x 70mm)

0. 1 xnavod k pouziti
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Souprava FK002.2 na 250 testu

1 25 x Crithidia slide — 10-well (10 jamkova substratova skla s Crithidia luciliae)

2 1 x 1mL Positive Control for dsDNA (nafedéného pozitivniho kontrolniho séra)

3. 1 x 1mL Negative Control for dsDNA (nafedéného negativniho kontrolniho séra)

4 1x12,5mL anti human IgG (y ) AFF FITC (konjugatu protilatky proti lidskému IgG
(gama) s FITC)

5 1 x 3mL 1% Evans Blue Counterstain (roztoku 1 % Evansovy modfi)

6 2 x 60mL PBS concentrate (x20) (koncentrovaného PBS, 20x)

7. 1 x 10mL Mounting Medium (montovaciho média)

8 50 Bilotters (ks savych papirti)

9 25 Coverslips (ks krycich sklicek, 22 x 70mm)

10. 1 x navod k pouziti

FS$002.1, FS002.2, FS002.3

1. 10 x 5 jamkova skla, 25 x 10 jamkova skla, 100 x 10 jamkova skla
2. 1 x navod k pouziti

8.2  DalSi potfebny material

8.2.1 Destilovana voda pro fedéni koncentrovaného PBS.

8.2.2 Lahev pro tlumivy roztok PBS a plastikova stficka pro pocatecni oplachnuti skel PBS.
8.2.3 Mikropipety a Spicky pro jedno pouziti pro naneseni pacientskych vzorkd.

8.2.4 VIhka komurka pro inkubaéni kroky (napf. komora s prichytnymi magnetickymi pasky,
kodové oznaceni BD010).

8.2.5 Fluorescenéni mikroskop vybaveny excitaénim filtrem (495nm) a bariérovym filtrem
(515nm).

8.2.6 Pokud pouzivate pouze substratova skla, muZete od firmy The Binding Site ziskat
nasledujici materialy: pozitivni kontrolu (FA109), negativni kontrolu (CON 92), konjugat
protilatky proti lidskému IgG (gama) s FITC (bud FA004 - nafedéno, pro pfimé pouZiti
nebo AF004 s pracovnim fedénim 1/100 — 1/400), PBS (CON 3.3), Evansova modf
(CON 93, pouziti podle vlastni volby), montovaci médium (CON 195.1/.2), savé papiry,
kryci sklicka.

8.3  Pracovni postup testu

Kontrola jakosti
Pozitivni a negativni kontroly by mély byt pouzity vzdy pfi testovani kazdé série vzorku.
Je doporuceno, aby titrovany pozitivni kontrolni vzorek byl sou¢asti kazdého stanoveni.

8.3.1 Montovaci médium: Vyjméte montovaci médium z chladnicky a nechte jej pred pouzitim
vytemperovat na pokojovou teplotu (18-28°C).

8.3.2 Redéni koncentrovaného PBS. Koncentrovany PBS fedte destilovanou vodou (1 dil
koncentrovaného PBS + 19 dili destilované vody) a promichejte. PBS se pouziva
k fedéni pacientskych vzorki a jako promyvaci tlumivy roztok. Poznamka: Celé
mnozstvi PBS ze soupravy nafedte najednou pouze v pfipadé, Ze celou soupravu
zpracujete do jednoho mésice.
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8.3.3 Redéni pacientskych vzorkd
Screening: Pacientské vzorky fedte 1/10 pfidanim 50uL séra k 450uL tlumivého
roztoku PBS.
Titrace: Vzorky nafedte tlumivym roztokem PBS geometrickou fadou (napt. 1/20, 1/40,
1/80, 1/160 , 1/320, atd.).
Napf.: Vezméte 100uL vzorku nafedéného 1/10 a smichejte se 100uL PBS, vysledné
fedéni je 1/20. Opakuijte pro dal$i nafedéni.

8.3.4 Substratova skla. Pfed vyjmutim z alobalového sacku ponechte skla volné v laboratofi
pro dosazeni pokojové teploty (18-28°C). Skla oznacte vhodnym zplisobem, umistéte
je do vihké komurky a nakapejte po jedné kapce pozitivni a negativni kontroly do jamek
oznacéenych 1 a 2. Do zbyvajicich jamek nakapejte po 25uL nafedénych pacientskych
vzork{.

8.3.5 Inkubace substratovych skel. Skla inkubujte po dobu 30 minut ve vlhké komurce pfi
pokojové teploté (18-28°C).

8.3.6 Promyvani v PBS. Vyjméte skla z vihké komiirky a kratce stfickou s PBS oplachnéte.
Nestfikejte pfimo do jamek. Skla umistéte do drzaku, ponofte do tlumivého roztoku
PBS a protfepavejte nebo michejte po dobu 10 minut.

8.3.7 Pridani konjugatu s fluoresceinem. Odklepnéte prebytek PBS a osuste plochu skel
kolem jamek savym papirem, dodavanym se soupravou. Skla umistéte zpét do vihké
komurky a okamzité prevrstvéte kazdou jamku fluorescentnim konjugatem. JAMKY
NENECHAVEJTE NEZAKRYTE DELE NEZ 15 VTERIN. Zaschnuti substratu ovliviiuje
zavaznym zpUsobem vysledky.

8.3.8 Inkubace skel. Skla inkubujte po dobu 30 minut ve vihké komtrce pfi pokojové teploté
(18-28°C) v temnu.

8.3.9 Promyvani v PBS. Opakuijte krok 6. Vybarveni pozadi na zakladé vlastni volby: Pfidejte
2-3 kapky 1 % Evansovy modfi na 100mL PBS pfed ponofenim do tlumivého roztoku.

8.3.10 Zaliti preparatu a prekryti krycim sklickem. Vyjméte jedno sklo z promyvaci lazné.
Pomoci savych papirl k suSeni substratovych skel rychle osuste okoli jamek a do
kazdé jamky pfidejte kapku montovaciho média. Velmi opatrné zakryjte krycim
sklickem tak, aby jste pfedesli tvorbé vzduchovych bublin. Pokud se vzduchové bubliny
objevi, nesnazte se je odstranit. Opatrné otfete veskeré nadbyte¢né montovaci
médium.

8.3.11 Prohlizeni skel pod fluorescenénim mikroskopem. Hotova skla by méla byt prohlizena
co nejdfive, ale mohou byt skladovana po dobu az jednoho tydne pfi teploté 2-8°C v
temnu bez vyznamné ztraty fluorescence.

[l VYSLEDKY

9.1 Kontrola jakosti

Pozitivni kontrolni vzorek by mél poskytovat specificky jablkové zeleny imunofluorescentni
obraz kinetoplastu. Bun&tné jadro muze i nemusi byt zbarveno. Negativni kontrolni vzorek by
mél vykazovat matné nevyrazné zelené zbarveni organismu, bez zifejmé fluorescence. Pokud
kontrolni vzorky neposkytuji popsané obrazy, mél by byt test opakovan.

9.2 Interpretace vysledku
9.2.1 Negativni

Vzorek je povazovan za negativni, jestlize specifické fluorescentni zbarveni kinetoplastu je
shodné nebo slabsi nez v jamce s negativni kontrolou, i kdyz ostatni struktury jako bazalni
teélisko, bic¢ik nebo jadro jsou zbarveny.

9.2.2 Pozitivni

Vzorek je povazovan za pozitivni, jestlize specifické fluorescentni zbarveni kinetoplastu je
intenzivnéj$i nez zbarveni negativni kontroly. Pro zfetelné odliSeni kinetoplastu od jadra
porovnejte vyhodnocovany obraz s obrazem v jamce s pozitivni kontrolou. Kinetoplast bude
vzdy umistén blize bi¢iku (viz obrazek).
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Poznamka: Kazda laboratof by si méla stanovit hranici, nad niz je pozitivni vysledek
povazovan za klinicky vyznamny.

K INTERPRETACI VYSLEDKU POUZIVEJTE POUZE JEDNOTLIVE DOBRE DEFINOVANE
ORGANISMY

Il ovEzERTPOSTUPU ]

10.1 Citlivost stanoveni bude ovlivnéna zdrojem svétla, filtry a optikou u rdznych typt
fluorescenénich mikroskopd. Na vykonnost mikroskopu ma vyznamny vliv spravna
udrzba, predev§im vycentrovani rtutové vybojky a jeji véasna vyména po uplynuti
doporu¢ené doby provozu.

10.2 U pacientu s polékovym SLE se mohou vyskytovat protilatky proti dsDNA (Lit. 5).
10.3 Vzorky pacienttl Ié¢enych steroidy mohou proti dsDNA davat negativni vysledky (Lit. 6).

10.4 Fale$né pozitivni nebo negativni vysledky se mohou objevit u mikrobialné
kontaminovaného séra.

10.5 Pfi nadmérném zbarveni pozadi nebo jakychkoliv obtizich pfi interpretaci vysledku
mUze uzivatel pouzit jako kontrolu PBS.

10.6 Tento test je pouhym diagnostickym prostfedkem. Pozitivni vysledky testu naznaduji
pfitomnost urcittho onemocnéni; tyto vysledky v8ak musi byt potvrzeny klinickymi
nalezy a dalSimi sérologickymi testy. Vysledky ziskané timto testem nejsou samy o
sobé prikazem pFitomnosti nebo nepfitomnosti choroby.

Informace FDA (USA) - viz titulni strana anglického navodu.

BRI cCEKAVANE HoDNOTY ]

Substratova skla s C. luciliae byla pouzita pro testovani pacientt s fadou riznych chorob
pojivovych tkani a také 50 nahodné vybranych normalnich darcl krve. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce:

Skupina pacientu Poget Pozitivni imupofluon:e_scentni
zbarveni C. luciliae

SLE 100 32

Revmatoidni artritida 10 0

Sklerodermie 10 0

Sjogrentv syndrom 5 0

Normalni 50 0

PR CrARAKTERISTIKA STANOVENT ]

12.1 Presnost

Pét skel téZze Sarze bylo testovano se znamym kontrolnim vzorkem nafedénym do koncového
bodu. Na vSech péti sklech bylo stanoveno fedéni koncového bodu 1/5120, coz prokazuje, ze
mezi skly téZze Sarze neni vyznamny rozdil. TFi skla zrozdilnych Sarzi byla testovana se
znamym kontrolnim vzorkem nafedénym v poméru 1/25. VSechna tfi skla poskytla stejnou
intenzitu imuofluorescentniho zbarveni (2+).

12.2 Citlivost

Citlivost testll a mez detekce zavisi na pouzitém mikroskopu. PFislusny mezinarodni kalibrator
pro standardizaci citlivosti neexistuje.

12.3 Specificita

Soupravou C.luciliae firmy The Binding Site a srovnatelnou komeréné dostupnou IFA
soupravou bylo testovano 46 znamych sér s vysokymi hladinami protilatek proti dsDNA a 50
normalnich sér. Intenzita Imunofluorescentni zbarveni byla klasifikovano jako pozitivni (+),
silné pozitivni (2+) a negativni (-):

Souprava The Binding Site
2+ + 5
Konkurenéni 2_: 213 184 g
souprava = 0 0 50
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14.1  Nechejte vytemperovat montovaci médium na pokojovou teplotu.

14.2 Nafedte PBS destilovanou vodou.

14.3 Pacientska séra nafedte 1/10 pomoci PBS.

14.4  Skla vyjméte z lednicky a nechejte je vytemperovat na pokojovou teplotu (18-28°C).

14.5 Sklo vyjméte z alobalového sacku a umistéte je do vihké komurky. Do jamek pfidejte po
25uL kontrolnich vzork( a nafedénych pacientskych sér.

14.6  Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté (18-28°C).

14.7 Skla oplachnéte proudem PBS. Promyvejte skla v drzéaku po dobu 10 minut.

14.8 Okoli v8ech jamek osuste, sklo umistéte zpét do vihké komory a okamzité do jamek
pfidejte po kapce fluorescentniho konjugatu.

14.9 Skla inkubujte 30 minut.

14.10 Opét odmyjte - jak je popsano v bodé 7.

14.11 Okoli jamek osuste, do kazdé jamky pfidejte montovaci médium a pfiloZte kryci sklicko.

14.12 Skla prohlizejte pod fluorescenénim mikroskopem.
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