IMTEC-ENA Screen (cut-off)
Testovani ENA
ELISA pro kvantitativni stanoveni anti-ENA protilatek (IgG)

Velikost baleni
[REF] ITC60005 96 testl Kompletni souprava

[IVD]

Pred testovanim si prosim peclivé prectéte instrukce.
Proceduralni pfipominky:
Nepouzivejte reagencie po datu jejich spotreby.

Roztoky [DIL] DB14, [WASH][20%] WBO03, [SUB] TMB ELISA a[STOP] STOP ELISA mohou byt pouzivany
v ramci jinych testovacich souprav nebo Sarzi, pokud reagencie v nich sdileji stejné oznaceni.

VSechny ostatni reagencie jsou specifické pro jednotlivé Sarze souprav a nesmi byt pouzity v jinych
soupravach ani v jinych Sarzich stejného typu soupravy.

Reagencie skladujte pfi 2-8 °C.

Pouziti

IMTEC-ENA Screen (cut-off) je nepfimy enzymaticky imunologicky test s antigenem zachycenym na pevné fazi, ktery
slouzi ke kvantitativnimu stanoveni IgG autoprotilatek proti extrahovatelnym jadernym antigenm v lidském séru i
plazmé. Test je ur€en pouze pro in vitro diagnostiku a slouzi k diagnéze chorob pojivovych tkani.

Protilatky proti extrahovatelnym jadernym antigeniim jsou typické pro néktera revmaticka onemocnéni a mohou pfispét
k diagn6éze a prognéze téchto chorob: systémovy lupus erythematodes (SLE), SjogrenGv syndrom, smiSené
onemocnéni pojiva (Sharpav syndrom, MCTD), sklerodermie, poly- a dermatomyositidy a CREST syndrom.

IMTEC-ENA Screen (cut-off) umozriuje sou€asnou detekci specifickych autoprotilatek proti SS-A/Ro, SS-B/La, SmD1,
U1-snRNP, Scl70, Jo1, histonim a centromernimu B proteinu (CENP-B). Vzorky, které poskytnou negativni vysledek
v IMTEC-ENA Screen (cut-off) mohou byt povazovany za negativni na pfitomnost autoprotilatek o vySe zminénych
specifitach. Pozitivni vzorky mohou byt dale rozliSeny pomoci IMTEC-ENA Profile ELISA nebo IMTEC-ANA-LIA.

SS-A/Ro Antigeny: SS-A 60, SS-A 52
Sjogrentv syndrom (~90 %), SLE (50 %)
SS-Bl/La Antigen: SS-B
Sjogrendv syndrom (85 %)
SmD1 Antigen: SmD1 peptid
SLE (70 %)
U1-snRNP  Antigeny: RNP-A, RNP-C, RNP 68 kD
smiSené onemocnéni pojiva (MCTD) (100 %)

Scl70 Antigen: Topoisomeraza |
Systémova sklerodermie (70 %)
Jol Antigen: Histidyl-tRNA-syntetédza
Polymyozitida/Dermatomyozitida (25-30 %)
Histon Antigeny: Histony H2A, H2B, H3, H4

SLE zpUsobeny lécivy (DILE) (95 %), SLE (20-50 %)
CENP-B Antigen: CENP-B (80 kD)

CREST syndrom (kalcin6za, Raynodova nemoc, poruchy

motility jicnu, sklerodaktylie a teleangiectazie)

Princip
Test je zalozen na kovalentni imobilizaci smési purifikovanych ENA na chemicky aktivované mikrotitracni desticce
a nasledném navazani anti-ENA protilatek z pacientova séra.

Navazané protilatky jsou pak detekovany pomoci konjugatu peroxidazy (HRP) se sekundarni protilatkou proti lidskému
IgG. Po pfidani roztoku substratu se objevi zabarveni, jehoz intenzita je umérna koncentracim a/nebo aviditam
detekovanych protilatek. Po pfidani [STOP] roztoku se barva pfeméni z modré na Zlutou.
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Reagencie a obsah soupravy

[MTP] 12 Mikrotitraéni prouzky (Microtiter Strips) (ve stojanku)
8jamkové separatni prouzky pfipravené k pouZiti
pokryté navazanou ENA

[CC] 2mil Cut-off kontrolni lidské sérum (Cut-off control) (bilé vicko),
pfipravené k pouziti

[NC] 2ml Negativni kontrolni lidské sérum (Negative Control Serum) (zelené vicko),
pfipravené k pouziti

[PC] 2ml Pozitivni kontrolni lidské sérum (Positive Control Serum) (Cervené vicko),
pfipravené k pouziti.
Koncentrace jsou uvedeny na Stitcich.

[WASH] [20%x] 50 ml Promyvaci pufr (Washing Buffer) (Serné vicko)
WBO03 Koncentrat (20x) na 1 |
TRIS pufr pH 6,9 0,2
[DIL] 100 ml Redici roztok (Dilution Buffer) (modré vicko),
DB14 pfipraven k pouZiti
fosfatovy pufr pH 7,2 0,2
[CON] 15 ml Roztok konjugatu anti IgG-HRP (Conjugate Solution) (bilé vi¢ko),
pfipraven k pouziti
[SUB] 15 ml TMB roztok (TMB Solution) (¢erné vicko),
TMB ELISA pfipraven k pouziti pH 3,7 £0,2
bezbarvy az namodraly
3,3, 5,5'-tetramethylbenzidin 1,2 mmol/l
peroxid vodiku 3 mmol/l
[STOP] 15 mi Zastavovaci roztok (Stop Solution) (Cervené vicko)
STOP ELISA Kyselina sirova, pfipravena k pouziti 0,5 mol/l
1 Adhesivni prouzek (Adhesive Strip)

Bezpec€nostni pokyny

Nepolykejte reagencie. Predchazejte kontaktu s o€ima, kGzi a sliznicemi. Se vSemi vzorky, jak od pacient(, tak
i s kontrolami, se musi zachazet jako s potencialné infekénim materidlem. Kontroly mély negativni vysledky testl na
pfitomnost HCV a HIV 1/2 protilatek a HBsAg. Noste laboratorni obleCeni a jednorazové rukavice v souladu se
spravnou laboratorni praxi.

Veskery material kontaminovany vzorky pacientl nebo kontrolami musi byt inaktivovan schvalenymi standardnimi
postupy (autoklavovanim nebo chemicky) podle pfislusnych predpisa.

Stabilita
VSechny reagencie jsou stabilni do data spotfeby vyzna¢eného na Stitcich, pokud jsou skladovany pfi 2-8 °C.

Priprava reagencii
Testovaci souprava a vSechny jeji soucasti se pred pouzitim musi nechat zahiat na pokojovou teplotu! Pouzité
lahvi¢ky se musi peclivé uzavfit a skladovat pfi 2—8 °C. Chrante roztok [SUB] pred svétlem.

Nepouzivejte polystyrenové nadoby pfi manipulaci s roztokem [CON].

Nepouzité reagencie by se nikdy nemély vracet do plGvodnich vialek, aby se zabranilo mikrobialni a/nebo chemické
kontaminaci.

Promyvaci roztok [WASH]
Pripadné krystalky soli musi byt pfed pouZzitim roztoku zcela rozpustény. Rozfedte 1 dil [WASH][20x] pomoci 19 dilt
destilované vody. [WASH)] je stabilni po dobu 6 tydnd, je-li skladovan pfi 2—8 °C.

Vzorky
Sérum nebo plazma pacientt

Pouzivejte pouze Cerstvé ziskané vzorky nebo vzorky, které byly zmrazené na —20 °C. Zmrazit a rozmrazit vzorky lze
pouze jednou. NepouZzivejte vzorky séra, které bylo inaktivovano zahfatim na 56 °C.
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Sérum roziedte 1 : 101 pomoci [DIL] (pfidejte 10 pl séra do 1 ml [DIL]

Postup

e Napipetujte 100 pl nafedéného vzorku, [CC], [PC] a [NC] do [MTP]. Jako blank pouzijte samotny [DIL] misto

nafedéného vzorku. Uzavrete [MTP] pomoci adhesivnich prouzka.

Inkubovat 1 h pfi pokojové teploté.

Odstraiite roztoky z [MTP]. Promyjte [MTP] 3x pomoci 300 pl [WASH] na jamku.

Odstrante [WASH] a vyklepnéte zbytky roztoku na savy papir nebo platno.

Napipetujte 100 pl [CON] a uzaviete [MTP] pomoci adhesivnich prouzk.

Inkubujte 30 min pfi pokojové teploté.

Odstrarite roztoky z [MTP]. Promyjte [MTP] 3% pomoci 300 pl [WASH] na jamku.

Odstrante [WASH] a vyklepnéte zbytky roztoku na savy papir nebo platno.

Napipetujte 100 pl [SUB] a nechte inkubovat 10 minut. Pokud pokojova teplota pfesahuje 25 °C, Ize inkubaci

zkratit, ale nikdy ne na méné nez 5 minut.

Pridejte 100 pl [STOP] do kazdé jamky.

¢ Zmérte hodnoty absorbance pii 450 nm béhem 10 minut po pfidani [STOP] roztoku. Doporucuje se
bichromatické méfeni s referen¢ni vinovou délkou 620—-690 nm.

Automatizace
IMTEC-ENA Screen (cut-off) ELISA Ize provést na vhodném automatickém ELISA analyzéru. Pfed pouZitim pro
diagnostiku musi byt aplikace nejprve validovana.

Validace testu
Vysledky testu jsou validni za podminky, Ze budou dodrzena nasledujici kritéria:

e [PC]>[CC]

e [PC] hodnota absorbance neni niz$i nez 0,6.

e [NC]<[CC]

e [PC]/[CC]jevVrozmezi1,2-5,0.

Pro zlepSeni pfesnosti vysledku testu doporucujeme provést méfeni [CC] [PC], [NC] a vzorkU pacientl v duplikatech.

Interpretace vysledku
Interpretace vysledkU je provedena porovnanim absorbanci [CC] a vzorku:

- Absorbance > 1,1 * [CC] ... vzorky jsou povazovany za pozitivni
- Absorbance < 0,9 * [CC] ... vzorky jsou povazovany za negativni
- Absorbance = 0,9 * [CC] a zaroveri Absorbance < 1,1 * [CC] ... vzorky jsou nepriikazné

Pokud jsou vzorky pozitivni, mély by byt testovany na specifické anti-ENA protilatky pomoci IMTEC-ENA Profile ([REF]
ITC60033 detekujici protilatky proti SS-A/Ro, SS-B/La, SmD1, U1-snRNP, histonim, CENP-B, Scl70 a Jo1l).

Omezeni
Pozitivni vysledek musi byt pouZit ve spojeni s klinickym hodnocenim a diagnostickou procedurou. Vysledky mohou
slouzit pouze jako pomoc pfi diagndze.

ZvySené hodnoty protilatek proti nuklearnim antigenm se mohou objevit i u zdravych jedincu.

Jestlize pacientovo sérum obsahuje zvy$ené hladiny imunitnich komplex nebo jinych imunoglobulinovych agregatd,
nelze vylougit faleSné pozitivni vysledek vznikly jejich nespecifickymi interakcemi.

Funkéni charakteristiky

Ukazky typickych dat Ize nalézt v ovéfovaci zpravé (Verification Report) dostupné na strankach:
www.human.de/data/gb/vr/el-60005.pdf nebo na

www.human-de.com/data/gb/vr/el-60005.pdf.

V pfipadé, Ze data nejsou dostupna po internetu, Ize je zdarma obdrzet od vaseho lokalniho distributora.

Bezpeénostni pokyny

Roztok [STOP] — Varovani!
-Standardni véty o nebezpecnosti
H315 Drazdi kizi.

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni odi.
Pokyny pro bezpec¢né zachazeni
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P280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév / ochranné bryle / oblicejovy §tit.

P305+P351+P338 Pfi zasazeni oCi: Nékolik minut opatrné oplachujte vodou. Vyjméte kontaktni ¢o¢ky, pokud jsou
nasazeny a je mozné je vyjmout snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

P321 Odborné osetfeni (viz Stitek).

P362 Kontaminovany odév sviéknéte.

P332+P313 Pri podrazdéni kize: Vyhledejte Iékafskou pomoc / oSetreni.
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