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Kaéd 44609 48 testl
Kaod 44572 12x4 testl
Skladovat pfi 2 - 8°C

Reagencie pro kvalitativni stanoveni protilatek proti ostravkiim
pankreatu.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.
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PRINCIP METODY
Sérové protilatky proti burikam ostrivk( pankreatu (AICA) se vazou
na odpovidajici antigeny pfitomné v Fezu opic¢iho pankreatu.
K detekci komplexu antigen-protilatka je pouzito sérum s anti-human
imunoglobulinem zna¢enym fluoresceinem. Vyhodnoceni se provadi
fluorescenénim mikroskopem?.

OBSAH
KOD 44609
A. Sklicka 12 x 4 testu
B. PBS-10x 1x 100 mL
C-. Negativni kontrola 1x0,3mL
D. FITC/Evans (M) 1x35mL
E. Montovaci medium 1x3mL
F. Odsavaci papir 1x12
KOD 44572
[ A. Sklicka [ 12 x 4 testu
SLOZENI

A. Sklicka. Tkanovy fez opici slinivky bfisni (MP) v kazdé jamce.

B. PBS-10x. Fosforeénan 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.

C-. Negativni kontrola: Lidské sérum, azid sodny 0,95 g/L.

D. 1gG FITC/Evans (M): Kozi anti-human IgG konjugovany s
fluorescein isothiokyanatem (FITC) a adsorbovany s opi¢im
sérem, Evansova modf 0,01 g/L, azid sodny 0,95 g/L.

E. Montovaci medium: Mowiol 12%, Glycerol 30%, Tris 20
mmol/L, azid sodny 0,95 g/L.

F. Odsavaci papir.

Lidské séra pouZzita pri pripravé pozitivni a negativni kontroly byla

testovana a shledana negativni na pfitomnost protilatek anti-HIV a

anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte

s kontrolami jako s potencionalné infekcnim materialem.

SKLADOVANI
Skladujte pfi 2-8°C.
Reagenty 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: PFfitomnost ¢astic, zakal
— Sklicka: natrzeni sacku, makroskopické defekty na tkarovych
fezech, jako je poSkrabani nebo sloupnuti.

POMOCNE REAGENTY

- Pro kéd 44609 nejsou potifeba dalSi pomocné reagenty.

- Pro kéd 44572 je tfeba objednat nasledujici reagenty:

B. PBS-10x (kdd 44 592)

D. 1gG FITC/Evans(M) - kéd 44 847, opi€i konjugat s Evansovou
modFi

E. Montovaci medium (kéd 44 694)

C+. Pozitivni kontrola: Lidské sérum obsahujici anti-ostrivkové
bunécné protilatky (AICA), azid sodny 0,95 g/L.

C-. Negativni kontrola: (kod 44 696)

PRIPRAVA REAGENCIi
PBS: Naredte reagent B destilovanou vodou v poméru 1/10. Stabilni 1
meésic pfi 2-8 ° C, pokud byly dodrzeny pfi skladovani doporu¢ené
teploty, reagent byl dobfe uzavien a nedoslo ke kontaminaci béhem
jeho pouzivani. VSechny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené k
pfimému pouziti.

VAROVANi A BEZPECNOSTNi OPATRENI

Pfi manipulaci se vSemi laboratornimi C¢inidly dodrZujte obvykla
preventivni opatfeni. Bezpecnostni list je k dispozici pro profesionalni
uzivatele na vyzadani. Likvidace veskerého odpadu by méla byt
provedena v souladu s mistnimi smérnicemi.

PRIDAVNA ZARIZENI
- Zvlh¢ovaci komUrka
- Promyvaci nadoba
- Kryci sklicka 24 x 60 mm
- Fluorescenéni mikroskop s excitacnim filtrem 495 nm a 525
emisnim filtrem pro FITC vizualizaci.

VZORKY
Sérum nebo plazma odebrana standardnim postupem. Stabilni po
dobu 1 tydne pfi 2-8°C.
Sérum ziedte 1/4 v PBS (Viz. pfiprava reagentu). K titraci pozitivnich
vzorku Fedte dvojkovou fadou v PBS, pficemz zaénete fedénim 1/4.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte reagenty a vzorky na pokojovou teplotu.

2. Kapnéte 1 kapku (50 pL) nafedéného vzorku, nebo kontroly do
kazdé jamky s tkanovym fezem (A). Ujistéte se, ze fez je
kompletné pokryty. (Poznamka 1).

3. Inkubujte skli¢ka 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) uvnitf
zvlhéovaci komurky. (Poznamka 2).

4. Naklonte sklicko a opatrnym poklepavanim o filtracni papir
odstrarite prebyte¢né kapky vzorku. Zabrarite cross-kontaminaci.

5. Sklicka oplachnéte kratce v lehkém proudu PBS (viz. pfiprava
reagentu) (Poznamka 3).

6. Sklicka porfadné promyjte v nadobé obsahujici PBS po dobu 5
minut. Poté PBS vymérite a promyvani zopakuijte.

7. Opatrné sklicko osuste s pouzitim specialniho odsavaciho
papiru. Tkanovy fez nevysusuijte, musi zlstat vihky po celou
dobu procedury.

8. Do kazdé jamky pridejte 1 kapku reagentu D. Sklicka inkubuijte
po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (15-30°C) ve zvihcovaci
komirce.

9. Promyijte podle bodu 6 a osuste podle bodu 7.

10. Pridejte do kazdé jamky nékolik kapek reagentu E a opatrné
prikrejte krycim sklickem tak, aby nevznikly vzduchové bubliny.

ODECITANI
Sklicka vyhodnocuijte s pouzitim fluorescenéniho mikroskopu
(zvétseni 250-400x). Pro lepsi vysledky sklicka vyhodnocuijte
okamzité. Pro odecet zvolte vnitfni ¢ast tkanového fezu, intenzita
fluorescence v okrajich neni charakteristicka. Séra vykazujici
intracelularni zbarveni s granularnim (zrnitym) vzhledem se
doporucuje zfedit, protoze by mohly byt povazovany za pozitivni.
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Pozitivni séra mohou byt titrovana. Titr séra je definovan jako
nejvyssi zfedéni davajici pozitivni vysledek. Jestlize nebyl nalezen
specificky obraz, vysledek testu se hodnoti jako negativni pro tyto
protilatky.

KONTROLA KVALITY
Pozitivni kontrola (C+) a Negativni kontrola (C-) kod 44696 by méla
byt testovana spole¢né se vzorkem pacienta, aby se verifikovala
pravdivost zkousky.
Pozitivni kontrola (C+) by méla vykazovat vySe popsany specificky
obraz.
Negativni kontrola (C-) by neméla davat zadny specificky obraz.
Kazd4 laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleran¢nim rozpéti.

CHARAKTERISTIKA TESTU

— 1gG FITC/Evans(M) konjugat je kalibrovan proti WHO
Mezinarodnimu standardu pro FITC znaceny ov¢i anti-human IgG
immunoglobulin pro dikaz protilatek v lidském séru.

- Specifita AICA pozitivni kontroly byly verifikovana proti internimu
referenénimu seru.

- Vysledky ziskané se soupravou BioSystems AICA ve srovnavaci
studii s protilatkami anti-GAD a anti-IA2 vykazaly velmi dobrou

shodu. Detaily této srovnavaci studie jsou k dispozici na vyzadani.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA
NepFima imunofluorescence je konvenéni metoda pro stanoveni
protilatek proti ostrivkim pankreatu (AICA). Tyto protilatky jsou
uziteénymi markery patologickych procesu, které maji za nasledek

destrukci beta bunék pfi diabetu typu 123, BioSystems AICA souprava

byla pouzita pfi testovani 128 sér, 78 bylo od pacientu
s onemocnénim diabetes melitus | a 50 od darcu krve. Vysledky

ziskané timto stanovenim vykazaly 65% senzitivitu a 100% specifitu.

Klinicka diagnéza by neméla byt uzavfena jen na zakladé vysledki
jednoho testovani, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni
udaje.

POZNAMKA
. Nedotykejte se tkarovych fezl v jamkach béhem zkousky.
2. Pro zlepSeni odectu vysledkl inkubuijte skli¢ko pfes noc pfi
2-8 Cove zvlhcovaci komurce.
3. Pouzijte stficku, nebo pipetu na promyti. Zabrarite cross-
kontaminaci mezi vzorky.
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