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nDNA (Crithidia luciliae)
| Oznateni ___ Popis _______________ Testy_

53.100 nDNA (10 jamek) 100
53.100.Demo nDNA (10 jamek) Demo souprava 20

1. ZAMYSLENE POUZITI

AESKUSLIDES nDNA (Crithidia luciliae) je nepfimy imunofluorescencni test k detekci IgG
protilatek proti nativni dvousroubovici DNA v lidském séru.

2. KLINICKE POUZITI

Protilatky vazajici se na DNA patii ke skupiné antinukledrnich protildtek (ANA), které byly
pozorovany u nékolika autoimunitnich onemocnéni. Protilatky reagujici s nativni dvouvlaknovou
(ds) DNA jsou povazovany za specifické pro systémovy lupus erythematodes (SLE) a byly
pozorovany priblizné u 50-80 % pacientd. Protilatky proti dsDNA byly nalezeny b&hem aktivnich
fazi SLE. Mnozstvi sérové koncentrace pozitivhé koreluje se zavaznosti onemocnéni. Proto je
detekce t&chto protilatek dlleZitd k diagnostice a klinickému monitorovani SLE. Nasledné byla
stanovena jako 1 z 11 kritérii ACR pro SLE. Vét$ina pacientd se SLE vykazuje protilatky proti
dsDNA tfidy IgG. Tyto protildatky jsou spojeny s lupusovou nefritidou. Pfiblizné u 30 % SLE
pacient se navic rozviji protilatky proti dsDNA t¥idy IgA. Existuji ndzory, ze ptitomnost téchto
protilatek proti dsDNA tiidy IgA mUZe definovat uréitou podskupinu pacientl. Oviem studie
prokazaly spojeni této podtridy s urcitymi parametry aktivity onemocnéni, jako je napf. zvysena
rychlost sedimentace erytrocytld nebo spotfeba slozky komplementu C3, a také s klinickymi
parametry kozni vaskulitidy, akralni nekrdzy a erytému. S nefritidou a artritidou se Zadné
spojeni nezjistilo.

Protildtky proti dsDNA t¥idy IgM byly nalezeny v 52 % sér pacientl se SLE. Na rozdil od
protilatek tfidy IgG a IgA nekoreluji protilatky podtfidy IgM s aktivitou onemocnéni. Byla vSak
prokazana velmi vyznamna negativni korelace mezi protilatkami IgM proti dsDNA a lupusovou
nefritidou v&etné jejich laboratornich parametr(. Z tohoto divodu mohou protilatky proti dsDNA
tfidy IgM oznadovat podskupinu pacientl s lupusem, ktefi jsou chranéni proti rozvoji nefritidy.

Charakterizace antigenu: mitochondrialni DNA z Crithidia luciliae (monoflagelatni protozoa)
Zkiizena reaktivita: Zkfizené reaktivity nejsou znamy.

Detekce protildatek je zalozena na principu nepfimého imunofluorescencniho testu (IIFA).
Sklenénd mikroskopicka sklicka jsou potazena rezy tkani nebo burfikami (HEp-2 buriky (ANA),
granulocyty (ANCA) nebo Crithidia luciliae (nDNA)). Pokud sérum pacienta obsahuje specifické
protilatky, navazou se na sklicko béhem prvni inkubace. Po odstranéni nevdzaného materialu
promyvacimi kroky jsou b&éhem druhé inkubace navazané protilatky detekovany imunoglobuliny
proti lidskym antigendm konjugovanymi s fluoresceinem. Specifické zelené fluorescenéni
barveni komplexu antigen-protilatka je mozné pozorovat pomoci fluorescencniho mikroskopu.

3. POSTUP POUZITi SOUPRAVY
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Podrobné pokyny najdete v Postupu provedeni testu uvedeném v Béznych pokynech, Casti 11.
PFi pouziti souprav nDNA dodrzujte nasledujici podrobné pokyny:

e Doba kontrastniho barveni: 30 az 90 sekund

e Doporuceny screeningovy titr: 1 : 10

4. INTERPRETACE
Screeningovy titr 1 : 10

Crithidia luciliae obsahuje obrovskou mitochondrii, oznacovanou jako kinetoplast, ktera obsahuje
pouze dsDNA.

V pritomnosti protilatek proti nDNA je viditelnd homogenni fluorescence kinetoplastu nebo spise
jadra a kinetoplastu, ktery je umistén mezi jddrem a bazalnim téliskem v blizkosti biciku.
Hodnoceni se musi vzdy provést s pozitivni nebo negativni kontrolou.

Vzorek musi byt hodnocen jako nDNA negativni, pokud se fluorescence bazalniho téliska objevi
pouze v blizkosti po¢atku biciku nebo jadra a neexistuji zadné specifické protilatky proti nDNA.

Priklady redéni:

1:10 10 pl séra + 90 pl pufru pro vzorky

1:20 10 pl séra + 190 pl pufru pro vzorky

1:40 10 pl séra + 390 pl pufru pro vzorky

1:80 10 pl séra + 790 pl pufru pro vzorky
atd.

Imunofluorescence vykazuje charakteristicky vzor dvojitého bodu za pfitomnosti protilatek
proti dsDNA, zatimco jadro je fluorescentni pfi pfitomnosti non-dsDNA nuklearnich protilatek.
(dsDNA je u SLE dllezitym autoantigenem se specifi¢nosti 95 %).

U pacientl se SLE Ize pozorovat protilatky proti Siroké Skale jadernych antigend. Nejsiln&jsi
korelace s timto onemocnénim se prokazuje protilatkami proti Sm (glykoprotein), které se
objevuji jako skvrnity jaderny vzor u HEp-2 bunék, a protilatkami proti nDNA (periferni nebo
homogenni vzor u HEp-2 bunék).

Protilatky proti nativni dvousroubovici DNA jsou vysoce specifické pro SLE. Ackoli nizké hladiny
protilatek proti nDNA l|ze pozorovat i u dalSich onemocnéni, napf. Sjogrenova syndromu,
smiSeného onemocnéni pojivové tkané (MCTD) a dermatomyositidy, vysokeé titry protilatek proti
nDNA jsou detekovany témér vylu¢né u SLE.?

1 Storch WB; Immunfluoreszenz-Fibel 2" Edition; Blackwell Wissenschaftsverlag 1997
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5. LIST INTERPRETACE DAT

NDNA

Datum:

Sarze:

C. sklicka:

Pracovnik:

C. jamky

Faktor
Fedéni

F.I.

Jadro Kinetoplast Bazalni télisko

autoprotilatky

poznamky
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6. OBSAH STANDARDNIi SOUPRAVY

6.1 STANDARDNI SOUPRAVY
(10x v kazdé souprave) (1x 4 ml) (1x 0,5 ml)
el e N e N
soupravy | soupravy

, o . nDNA pozitivni kontrola
1gG s modrym vi¢kem: roztok S Gervenym vickem: bezbarvy
zbarveny lehce do modra Y ’ y

roztok.

Buriky Crithidia

53.100 nDNA (10 jamek) s53.100 10 - C53.100 Obsah: BSA, protilatka proti lidskym PC53.100 LA s o ix
Luciliae o . h Obsah: lidské sérum (nafedéné),
antigendm znacena fluoresceinem i ; N ol
(FITC) azid sodny < 0,1 % (konzervacni

roztok).
PQ;NI:\MKA: Zbyvajici casti souprav, tj. bézné reagencie (neg. kontrola, fixacni médium atd.) jsou popsany nize v c¢asti 7
BEZNE REAGENCIE.

6.2 DEMO SOUPRAVY
Obsah demo souprav najdete v odpovidajicim certifikatu analyzy.
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7. BEZNE REAGENCIE

a.

BéZné reagencie

Reagencie Mnozstvi PFipraven
/objem a k pouziti

NCIFA Negativni kontrola 1x

* EBIFA gv;lor/\osova modr 1%

MMIFA Fixacni médium 1x

Promyvaci pufr

WBIFA (10%)

1x

SBIFA Pufr pro vzorky (1x) 1x

0,5 ml

1,5 ml

100 ml

70 ml

Dok.: AESKUSLIDES nDNA
Rev.: 015:2018-09-28

Strana:

Se zelenym vickem: bezbarvy roztok.
Obsah: lidské sérum (nafedéné), azid
sodny < 0,1 % (konzervacni roztok).

S bilym vickem: modfe zbarveny roztok.
Obsah: PBS, Evansova modf.

Naredte 0,2% Evansovu modf v poméru
1: 3000 v 1x WBIFA.

Validovéano k pouziti s HELMED®

S bilym vickem: bezbarvy roztok.
Obsah: PBS, glycerin.

S bilym vickem: bezbarvy roztok.
Nafedte koncentrovany pufr destilovanou
vodou v poméru 1 : 10 (napf.: 100 ml +
900 ml). Obsah: PBS, azid sodny
(konzervacni roztok).

S bilym vickem: bezbarvy roztok.
K Fedéni séra pacienta.

Obsah: BSA, PBS, azid sodny
(konzervacni roztok).

MnoZstvi jsou uvedena na soupravu. (*) musi se objednat samostatné.

Nezbytné materialy, které nejsou soucasti baleni

7.
8.

9.

ouhkwnNE

NE

ANO

NE

ANO

Fluorescencni mikroskop se systémem FITC (excitacni filtr — 490 nm, bariérovy filtr -

Destilovana voda
Zkumavky k redéni vzorku
Odmeérna barnka

Odmeérna pipeta

Stopky

510 nm)

Inkubator

Miska na barveni
Pipetovaci Spicky

10. Kryci sklicka (24 x 60 mm)
11. Stficka

Pokud jsou informace o vyrobku, véetné znaceni, chybné nebo nespravné, kontaktujte
vyrobce nebo dodavatele testovaci soupravy.

6/12
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8. SKLADOVANi A DOBA POUZITELNOSTI

VSechny reagencie skladujte pfi teploté 2 °C — 8 °C / 35 °F — 46 °F chranéné pred intenzivnim
svétlem. Datum expirace kazdé Casti je uvedeno na prislusném stitku. Po uplynuti data expirace
reagencie nepouzivejte.

V&echny reagencie a skli¢ka skladujte pfi teploté 2 °C - 8 °C / 35 °F - 46 °F v jejich pdvodnich
obalech. Jakmile jsou rekonstituované roztoky pfipravené, jsou stabilni po dobu minimalné
1 tydne pfi teploté 2 °C - 8 °C / 35 °F - 46 °F. Reagencie a sklicka se mohou pouzivat
pouze do data expirace uvedeného na kazdé casti.

9. BEZPECNOSTNi OPATRENI PRI POUZiVANi

a. Udaje tykajici se zdravotnich rizik

TENTO VYROBEK JE URCEN POUZE K DIAGNOSTICKEMU POUZITI IN VITRO. Proto
mohou soupravu pouzivat pouze pracovnici specialné vyskoleni v metodach in vitro diagnostiky.
Ackoli se vyrobek nepovazuje za zvlast toxicky ani nebezpeény v podminkach zamysleného
pouziti, k zachovani maximalni bezpec¢nosti postupujte podle nasledujicich doporuceni:

Doporuceni a bezpecnostni opatfreni

Tato souprava obsahuje potencialné nebezpecné casti. Ackoli nejsou reagencie soupravy
. s . 7 v . s v Owv. v . . . s s .
klasifikovany jako drazdivé na ocCi a kuzi, doporucujeme nosit jednorazové rukavice a vyhnout
V. Owvrs
se kontaktu s ocima a kuzi.

Vedkery materidl lidského plvodu pouzity pro nékteré reagencie této soupravy (napf. kontroly)
byl testovan schvalenymi metodami a shledan negativnim na HBsAg, hepatitidu C a HIV. Zadny
test v8ak nem(ze zcela zaruéit nepfitomnost virovych agens v tomto materidlu. S kontrolami
souprav a vzorky pacientl proto zachazejte v souladu se statnimi poZadavky, a jako kdyby
mohly prenaset infekéni onemocnéni.

Souprava obsahuje materidl zvifeciho plvodu (BSA, imunoglobulin), jak je uvedeno v obsahu.
Zachazejte s ni v souladu se statnimi pozadavky.

b. Obecné pokyny k pouziti
1. Nepipetujte Gsty. Pfi manipulaci se soupravou nekufte, nejezte ani nepijte.
2. Nemichejte reagencie s reagenciemi s odliSnym c&islem Sarze ani je jimi nenahrazujte.
Mohlo by to vést k odchylkdam ve vysledcich.
Po pouziti uchovavejte vSechny bariky zaviené, aby nedoslo k bakteridlni kontaminaci.
VSechny roztoky vzdy pipetujte pomoci novych sterilnich pipetovacich Spicek.
Casti nikdy nevystavujte vy$$im teplotdm nez 37 °C / 98,6 °F.
Béhem celé doby postupu davejte vzdy pozor, aby jamky sklicka nevyschly.
Sklicka nikdy nevystavujte mrazu.

NowuhkWw

Kazda laboratof si musi stanovit vlastni interni kontroly pro vlastni techniky, kontroly,
vybaveni a populaci pacientil podle zavedenych postupi.

Konkrétni klinicka diagn6oza nesmi byt zaloZzena pouze na vysledcich provedeného
testu. Musi byt stanovena lékafem po zhodnoceni vSech klinickych a laboratornich
nalezd.

Pokud hodnoty kontrol nesplnuji kritéria, test je neplatny a musi se opakovat. Je tfeba
zkontrolovat nasledujici technické zalezitosti: Data expirace (pfipravenych) reagencii,
skladovaci podminky, pipety, prostfedky, fotometr, inkubacni podminky a zplsoby promyvani.
Pokud testované polozky vykazuji abnormalni hodnoty ¢i jakykoli druh odchylky nebo pokud
nejsou bez opodstatné&ného dlvodu spinéna kritéria validace, kontaktujte mistniho zastupce.
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10. ODBER VZORKU, MANIPULACE S NIMI A JEJICH SKLADOVANI

Priprava vzorkt: Idedlni je pouzivat Cerstvé odebrané vzorky séra. Odbér krve se musi provést
podle statnich pozadavk{. Vzorky krve odeberte asepticky.

Lipemické, ikterické, hemolyzované nebo mikrobidln& kontaminované vzorky mohou zpUsobit
interferenci.

Séra s Casticemi se musi vycistit odstredénim nizkou rychlosti (< 1 000x g). Vzorky krve se
musi odebirat do distych, suchych a prazdnych zkumavek. Po separaci se vzorky séra musi
pouzit béhem prvnich 8 hodin, respektive jsou-li pevné uzaviené, je mozné je skladovat az
48 hodin pri teploté 2-8 °C / 35-46 °F nebo zmrazené pri teploté —20 °C / —4 °F po delsi dobu.
Vzorky opakované nezmrazujte a nerozmrazujte.

11. POSTUP TESTU

a. Piiprava pred pipetovanim
Pokud chcete dosdhnout optimalni vykonnosti testu, nechte pred pouzitim vSechny Casti
dosdhnout pokojové teploty (20-26 °C / 64-78,8 °F), dobre zamichejte a postupujte podle
doporuceného schématu inkubace.

1. Priprava promyvaciho pufru: Naredte koncentrovany pufr destilovanou vodou v poméru
1:10.

2. Redéni vzork(: Nafedte séra pacienta (screeningovy titr viz ¢ast Postup pouZiti soupravy
v souladu s oznacenim vyrobku, ktery pouzivate) pomoci pufru pro vzorky (1x). U souprav
HEp-2, nDNA, rLKS, EMA atd. mohou byt titry odliSné.

3. Kontroly jsou pfipraveny k pouziti.

4. Pripravte protokol: Listy interpretace dat jsou k dispozici v ¢asti Postup pouZziti soupravy
podle oznaceni vyrobku, ktery pouzivate.
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Provedeni testu

1.

Popis kroku

Vytadhnéte pozadovana sklicka z obalu a oznacte je. Nedotykejte se jamek. Nenechte
sklicka vyschnout.

Pripravte inkubator: Do inkubatoru dejte maly objem deionizované nebo destilované
vody a vlozte sklicka na podpéry inkubatoru.

Sklicka inkubujte pfi pokojové teploté ve vihkém inkubatoru 30 minut = 10 minut.
U konjugatu pouzijte stejné inkubacni doby.

Prvni inkubace: Do pfislusnych jamek napipetujte pfiméreny objem kazdého
naredéného séra a kontrol (pripraveny k pouziti). Snazte se pipetou primo nedotykat
povrchu sklicka.

Zkontrolujte, zda je kazda jamka Uplné zakrytd odpovidajicim sérem. Je dllezité pouZit
tolik testovaného materialu, kolik je potfeba k Uplnému zakryti jamky. Ale dbejte na to,
aby kapalina mezi jamkami neproudila. Mohlo by to vést k nespravnym vysledktm.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stficky kratce oplachnéte
promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky.

POZNAMKA: Aby nedodlo ke zkfizené kontaminaci naklofite sklicko nejprve smérem
k jedné radé, opatrné nechte téct promyvaci pufr podél stredu sklicka a odtéct dolnim
okrajem sklicka. Poté naklonte sklicko smérem k dalsSi Fadé a postup opakujte. Nechte
promyvaci pufr odtéct v misté, kde se nyni nachazi dolni okraj sklicka. Sklicka omyvejte
10 minut promyvacim pufrem v misce na barveni sklicek. Davejte pozor, aby nedoslo
k pfimému kontaktu pevnych d¢asti a substratu. Pokud chcete docilit optimalnich
vysledk{, pufrovaci roztok jednou za 5 minut vymérite.

Vytdhnéte sklicka z misky na barveni a opatrné odstrarite prebyteény promyvaci pufr.

POZNAMKA: Je dlleZité, abyste nenechali jamky sklicka béhem postupu vyschnout.
Mohlo by dojit k poskozeni substratu. Zaddnym zplsobem sklicko neodsavejte ani
nesuste ani ho nenechdavejte ustat bez reagencie fluorescencni protilatky déle nez
nékolik sekund.

Druha inkubace: Po postupu promyti vratte skli¢ko ihned do inkubatoru, zakryjte
kazdou jamku odpovidajicim mnozstvim konjugatu FITC a zkontrolujte, zda je jamka
uplné zakryta.

Sklicka inkubujte pfi pokojové teploté v temnu 30 minut £ 10 minut.

Promyti: Po inkubaci vytahnéte sklicka z inkubatoru a pomoci stficky kratce oplachnéte
promyvacim pufrem. Nestfikejte pufr pfimo na jamky. Sklicka omyvejte 10 minut
promyvacim pufrem v misce na barveni sklicek. Pokud chcete docilit optimalnich
vysledk{, pufrovaci roztok jednou za 5 minut vymérite.

*Volitelné kontrastni barveni: Nafedte kontrastni barvivo (Evansova modr)
promyvacim pufrem v poméru 1 : 3 000 a dobfe promichejte. Kontrastni barveni vylijte
do misky na barveni a inkubujte v ni sklicka. Konkrétni inkubacni dobu najdete v ¢asti
Postup pouzZiti soupravy podle oznaceni vyrobku, ktery pouzivate. Evansova modf
pokryje nespecifickou fluorescenci pozadi.

Po uplynuti inkubacni doby sklicka vmeete a kratce opIachnete promyvacim roztokem.
Odstrarite prebytec¢ny promyvaci roztok. Zadnym zplsobem sklicko neodsévejte ani
nesuste.

Fixa¢ni médium: Pridejte odpovidajici objem fixacniho média podél stfedu kazdého
skli¢ka. Kryci skli¢cko umistujte opatrné&, aby nedoslo ke vzniku vzduchovych bublin.

Cteni: Sklicka prohlédnéte ihned pFi celkovém 400-800n&sobném zvétseni pomoci
fluorescencniho mikroskopu (excitacni filtr - 490 nm, bariérovy filtr - 510 nm).
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12. RESENI POTIiZi

CHYBA | MOENE PRICINY eseni |

Nizka hustota
bunék

Nerovhomeérna
fluorescence

Difizni obraz

Malé nebo
zadna
fluorescence

Fluorescence
pozadi

- Lyza bunék po dlouhotrvajicim kontaktu
s deionizovanou vodou.

- Pufr byl nastfikan pfimo na substrat do
jamky.
Proteolytické enzymy napadly substrat.

Sérum je zaschlé v jamkach, fluorescence
silnéjsi na okraji.

Sérum nezakryva testovaci jamku.

Zktizena reakce mezi jamkami.

Oznaceni sklicka voskovou tuzkou vytvari
na sklicku film.

Mikroskop neni spravné nastaveny.

Sklicko bylo inkubovano v chladnicce bez
zakryti.

I.F. mikroskop je Spinavy. Mozné
poskrabani cocky.

Konjugat a sklicka byly rozmrazeny
a znovu zmrazeny.

NarFedéné kontroly.

- Bakterialni kontaminace séra nebo
konjugatu.

- Mikroskop neni nastaveny.

- Hodnota pH promyvaciho roztoku je
prilis nizka (hodnota pH 7,4 £+ 0,2).

Konjugat FITC byl vystaven svétlu.

- Nespravné promyti.

- Vysusené sklicko.

- Lipemicka, hemolyticka séra.
- Chyba mikroskopu.
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Postupujte podle doporuceného
promyvaciho postupu.

Inaktivni sérum.

Vzdy inkubujte ve vihkém prostredi.

PouZijte dostatecny objem testovaného
materialu.

PFi prvni inkubaci dejte pozor, aby
nedoslo k proudéni kapaliny mezi
jamkami.

Pouzijte obyCejnou (nevoskovou) tuzku.

Zkontrolujte nastaveni UV lampy.

Utésnéte sklicko lakem na nehty nebo
parafinovym voskem.

Mikroskop vycistéte podle pokynd.

Konjugat a sklicka skladujte pfi teploté
2°C-8°C/ 35°F-46 °F.

Nahlédnéte do pokyn{, pouzijte kontroly
soupravy pripravené k pouziti.

Zkontrolujte podminky.

Konjugat skladujte chranény pred
svétlem.

- Nahlédnéte do pokynl k promyvani.
- Nenechte skli¢cko vyschnout.

- PouZivejte pouze Cerstva séra.

- Zkontrolujte, zda mate spravny
filtr/objektiv.
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