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BEVEZETES

A hasnyalmirigy-asszocialt fehérjét (PAP, mas néven Reg3A) a hasnyalmirigy szintetizalja a hasnyalmirigy szenvedése
soran. A cisztas fibrozisban a hasnyalmirigy marméhen beliil karosodik, és PAP-ot termel. Szamos tanulmany kimutatta,
hogy a PAP koncentracidja emelkedett az érintett Gjsziilottek vérében (1,2, 3,4, 5).

A kalibralt szir6kartydk PAP-mintdja tehat képes azonositani azokat az Ujsziilotteket, akiknél valésziniileg cisztas
fibrozis van.

AZ ADAGOLAS ELVE

A MucoPAP-F kit a PAP mennyiségi meghatarozasara szolgal kalibralt és jovahagyott sziir6kartyakon eclhelyezett
ujsziilottkori vérmintakban. Ez egy szendvics-immunproba, amely az idéfelbontasos fluoreszcencia (TRF) technikat
alkalmazza. Az analizis referencia tartomanya és a belsé kontrollok vérfoltokként vannak feltiintetve a kalibralt
sziir6kartydkon, csakugy, mint a vizsgalando mintak.

A mikrotiterlemez mélyedései anti-PAP antitestekkel vannak bevonva. A vérfoltok eludtumait a lyukakba helyezik, és a
benniik 1évé PAP kotddik a specifikus antitestekhez. A nem kot6d6 fehérjéket mosassaltavolitjak el. Ezutan biotin -jelolt
anti-PAP antitesteket adunk a lyukakba, amelyek kotédnek az immobilizalt PAP-hoz. Mosas utan az antigén-antitest
komplexet sztrepttavidin-europium komplexszel detektaljuk. Egy tovabbi mosasi 1épést kovetden a fluoreszcenciat
fejlesztd oldathozzaadasavala sztreptavidin és az eurdpium kozotti kotés felszakad, és a felszabaduld eur6piumot erésen
fluoreszkald kelatokban rogzitik. Ezek a kelatok 337 nm-es gerjesztés utan 620 nm-en emittadlnak. A kibocsatott
fluoreszcencia intenzitasa ardnyos a kiindulasi eludtumban 1évé PAP mennyiségével.

AZ ADAGOLASHOZ SZUKSEGES, NEM SZALLITOTT BERENDEZESEK ES TERMEKEK

Anyag:
- Vortex razogép
- Tanyérrazoé (orbitalis / 300 rpm = percenkénti fordulatszam)
- Lemezmos6 (automata vagy félautomata)
- Spektrofluorométer mikrolemezekhez, 337 nm-es gerjesztd szlirével és 620 nm-es emisszids sziirdvel
felszerelve
- Az eredmények elemzéséhez az olvasoval dsszekapcsolt szamitdogép
- Automatikus egy- és tobbcsatornas mikropipettak
- 1 literes tartdly (mosoépufferhez)
- Kézi vagy automatikus lyukaszté 3 mm atmérdji szlirépapir korongok vagasahoz
- Két liter desztillalt viz

Egyszer hasznalatos berendezések :

- 96 lyuku, kerek alju lemez (a vérfoltok eludlasdhoz)

- Tippek a mikropipettakhoz

- 10 ml-es miianyag pipettak

- Négy eldobhatd reagensgyijto tartaly (reagensenként egy): PBS, biotinilalt antitestek, sztreptavidin -europium és
fejlesztéoldat
Ujsziilottkori vérfoltok kalibralt, hatosag altal jovahagyott sziirdkartyakon
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A KESZLET OSSZETETELE

Minden készlet 96 vizsgalathoz sziikséges reagenseket tartalmaz. A szavatossagiidé minden készlet cimkéjén fel van

tiintetve.

A mikrotiterlemez kivehetd csikokban van elhelyezve, igy a vizsgalat a vizsgdlandé mintdk szdmahoz igazithatd.
Minden egyes vizsgalatnak azonban tartalmaznia kell egy referenciatartomanyt és belsdé kontrollokat.

. CONSERVATION
REAGENSEK CN(S);IVIS‘/};:?‘]/E{I(“)I?E TULAJII);;ESAGOK A MFGWTAST
KOVETOEN
Mikrotiterlemez PAP-ellenes antitestekkel
(96 furat 8 x 12 furatb6l 4llo Sotétben, eredeti bevonva. A mellékelt
vizszintes csikokban) csomagolasban Hasznalatra kész. kiszaritott
tarolja tasakokban +2°C és

PAP referenciatartomanya

Bels6 ellenérzések

+2°C ¢és +8°C kozott
a szavatossagiido
lejartaig.

A kalibralt szlirdpapiron 1€vé
vérfoltokat ki kell lyukasztani
és 150 ul PBS-ben egy
¢éjszakdn at (16 6ra) +2°C és
+8°C kozott eludlni kell.

+8°C kozott
tarolhato, legfeljebb
30 napig.

Biotinilalt anti-PAP antitestek

Konjugatum higitasi puffer

Streptavidin-europium
konjugatum

Fluoreszcencia fejlesztési
megoldas
(kozzétételi megoldés)

PBS tabletta

Tween 20 oldat

A lejaratiiddig +2°C

és +8°C kozott stabil.

A liofilizatumot 6vatosan 11
ml desztillalt vizben,
kozvetleniil az injekcids
ivegbe kell felvenni.

-20°C-on 30 napig
tarolhato6.

15 ml-es liveg.
Hasznalja a sztreptavidin-
europium konjugatum 1:1000
aranyu higitasdhoz.

Higitsuk 1:1000 aranyban a
konjugatum higitasipufferben.
Készitse el a sziikséges
mennyiséget rogtonzéssel.

Legfeljebb 30 napig
tarolhato +2°C és
+8°C kozott.

Ne taroljaaz 1:1000-
es higitast
higitopufferben.

2 db, egyenként 11 ml-es
injekcios iiveg.
Hasznélatra kész.

Legfeljebb 30 napig
tarolhato +2°C és
+8°C kozott.

Oldjuk fel 1 liter desztillalt
vizben.
Tegyen félre 20 ml-t a

sy

Adja hozza a maradék 980 ml
PBS-hez, hogy elkésziiljon a
mosopuffer.

Az elkészitett
mosoépuffert -20°C-
on tarolja 30 napig.

Ilyen feltételek mellett a készlet a felbontastol szamitott 30 napon beliil felhasznalhato.

A Dynabio S.A. altal szallitott MucoPAP-F assay kit nem automatizalt.
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A REAGENSEK LEIRASA

REAGENSEK

LEIRAS

A HAT()ANYAG
KONCENTRACIOJA

Mikrotiter lemez
(96 furat vizszintes 8 x 12 furatbol
allo csikokban)

Specialisan PAP ellenes egér

monoklonalis antitestekkel bevont
kutak

4 ng/mL

0 pg PAP/L vér

0,39 ng PAP/L vér
0,78 pg PAP/L vér
1,56 png PAP/L vér
3,13 ug PAP/L vér
6,25 ug PAP/L vér

Sziirdpapir,amely 2 készlet 6 szaritott
vérfoltot tartalmaz, PAP-mal
kiegészitve

PAP referenciatartomanya

Sziirdpapir,amely 2 készlet 3 szaritott
vérfoltot tartalmaz, PAP-val
kiegészitve

Low: 1 pg PAP/L vér
Medium: 2 pg PAP/L vér
High: 3 png PAP/L vér

Belso ellendrzések

PAP-specifikus egér monoklonalis
antitestek,
biotinnal 6sszekapcsolva, foszfat
pufferben
védbanyagokat tartalmazo

Biotinilalt anti-PAP antitestek 0.25 pg/ml

Tris-HCI puffer alapt sdéoldat, amely

szarvasmarhafehérjéket, /

detergenseket és antibakterialis szert
tartalmaz.

Konjugatum higitasi puffer

Europium-streptavidin komplex, Tris-
HCIl puffer s6oldatban, amely védo-
¢és antibakteridlis hatéanyagokat
tartalmaz

Streptavidin-europium konjugatum 0,1 mg/ml

Ecetsavat, mosodszert és kelatort 2-NTA 15 uM

Fluoreszcencia fejlesztési megoldas tartalmazé oldat TOPO 50 uM

PBS tabletta S6 foszfat puffer /

Tween 20 Koncentralt mosodszeroldat 10%

MINTAVETEL ES FELDOLGOZAS

A vérmintakat sarokszarassalkell venni, és kdzvetleniil jovahagyott szirbpapirra kell gytijteni (referencia -moddszer). Ha a
mintdt nem lehet kdzvetleniil a sziir6papirra felvinni, ne haszndljon olyan vért, amelyet eurdopium kelatképzd
antikoagulans reagensek (EDTA, citrat) jelenlétében gylijtdttek, mert ez befolyasolja a vizsgalati eredményeket.

A modszerek és a teljes mintavételi eszkdznek meg kell felelnie az el6irdsoknak.

Javasoljuk, hogy az aktualis Gjsziilott-sziirési programnak megfelelden konzultaljon a sziikséges minta tipusara és a
mintavétel megfeleld idétartamara vonatkozo eldirasokkal. Ez utobbi meghatarozza a PAP-vizsgalat id6keretét is a
mintavételt kdvetden.

A szaritott vérmintakon alapuld vizsgalatok eredményei kozvetleniil fiiggnek a mintak gyijtése, kezelése, atadasa és
tarolasa soran tanusitott gondossagtol. A dokumentacio (6) pontosan leirja a mintavétel modszereit és a vércseppek vagy
aliquotak standardizalt szlirépapirra torténd felvitelének elfogadhatd technikdit. Emellett utasitdsokat ad a mintak
megfeleld kezelésére, szallitdsdra és taroldsadra vonatkozdan, hogy biztositsa a mindségi eredményeket az ujsziilottkori
szlirdvizsgalatok sordn.
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FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

Ezt a készletet in vitro diagnosztikai célokra csak specidlisan képzett, megfeleld védoéfelszereléssel rendelkezd
személyzet hasznalhatja.

A szaritott beteg-, tartomany- és kontrollvérfoltok és biotinildlt antitestek emberi vagy allati eredetii vérelemeket
tartalmaznak: potencidlisan fert6zének kell tekinteni dket, és a felhasznaldé védelme érdekében a sziikséges
ovintézkedésekkel kell kezelni.

Az artalmatlanitassalkapcsolatban olvassa el a késziilék biztonsagi adatlapjat. A hulladékot a felhasznalas helye szerinti
orszagban érvényes eldirasoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Ne pipettdzzon a szajba.

Ne egyen, ne igyon és ne dohdnyozzon kezelés kozben.

A kovetkez6 reagensek mérgezdek vagy irritaloak lehetnek: PBS, higitdsi puffer, sztreptavidin -europium konjugatum és
fluoreszcencia fejlesztd oldat. Keriilje a borrel, szemmel és nydlkahartyaval valo érintkezést. Véletlen érintkezés esetén

alaposan oOblitse le vizzel.

Az eszkdzzel kapcesolatos minden sulyos eseményrdl értesiteni kell a gyartoét és annak a tagillamnak az illetékes
hatosagat, amelyben a felhasznald és/vagy a beteg letelepedett.

HASZNALATI AJANLASOK

Allitson 6ssze egy gondosan kovetendd lemezelrendezést, amely meghatarozza a tartoméany, a vak, a kontroll és az
Ujsziilott mintak mélyedéseiben torténd lerakodas sorrendjét, hogy elkeriilje a lyukak felcserélését.

Keriilje a mintak biologiai vagy kémiai szennyezddését.

Ne hasznaljon lejart szavatossagu reagenseket.

Ne keverje 6ssze a kiilonb6z6 tételekbdl szarmazé reagenseket.

Minden reagenseket szobahdmérsékletre (+19°C és +22°C kozott) kell kiegyenliteni, és hasznalat el6tt fel kell razni.

Keriilje el a kiilonb6z6 reagensek kozotti keresztszennyez6dést: hasznaljon minden reagenshez kiilon tartalyokat (a
tartdlyok nem tartozék).

Szigoruan tartsa be az egyes 1épéseknél megadott inkubacios id6t.
A moséasokat 6vatosan kell elvégezni, hogy elkeriilhetd legyen a hattérzaj novekedése.
Soha ne hagyja kiszaradni a lemezt, mert ez befolyasolja az eredmények mindségét.

A liofilizalt biotinilalt antitestet legalabb 10 perccel korabban kell elkésziteni a reagens teljes feloldodasanak és
homogenitasanak biztositasa érdekében.

A fluoreszcens fejlesztéoldat hdallé reagens, és +2°C és +8°C kozott kell tarolni.

A készlet szallitds kozbeni sériilése esetén (kiomlott és/vagy torott fiolak, Gjra felfujt aluminiumzacskok), kérjiik, vegye
fela kapcsolatot a Dynabio S. A. a info@dynabio.eu e-mail cimen vagy a +33 (0)4 86 94 85 04 telefonszdmon.
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MINTA- ES STANDARD ELOKESZITES

Az adagolas eldttinapon :

Oldja fel a mellékelt PBS tablettat 1 liter desztillalt vizben. A teljes homogenizalas utan 20 ml-t hasznaljon fel a
vérfoltok eliciojdhoz: a maradék 980 ml tartsa +2°C és +8°C kodzdtt masnapig, a vizsgalat napjaig, a mosopuffer
elkészités¢hez.

Vizsgalando mintdak : Vagjon ki egy 3 mm atmérdjii pelletet a kartonbol egy olyan teriileten, ahola vér teljesen atjarta a
kartont, tilterhelés vagy kettds lerakddas nélkiil. Helyezze a parnat egy 96 lyuku, kerek alju lemez egyik mélyedésébe (a
készletben nem szerepel). A duplikalt vizsgalathoz lyukassza kiugyanazt a vérfoltot 2 kiilonb6z6 helyen. Adjunk 150 pl
PBS puffert minden egyes mélyedésbe. Legalabb 16 6ran at (egy éjszakan at) eludljon +2°C és +8°C kozott.

Referenciatartomdny: Az adagolandd mintakhoz hasonléan vagjon ki egy 3 mm 4atméréji lapocskat a
tartomanykartyakbol, feltétleniil a folt peremén. A hat tavolsagi pontot két példanyban kell lyukasztani. Helyezzen
minden egyes betétet egy 96 lyuku, kerek alju lemez (a készletben nem szerepel) egy mélyedésébe. Adjunk hozza 150 pl
PBS puffert mélyedésenként. Legalabb 16 6ran at (egy éjszakan at) elualjon +2 és +8 °C kozott. Hat tartoménypontot
kaptunk: 6,25/3,13/1,56/0,78 /0,39 és 0 png/L.

Belsdé kontrollok: A tartoményhoz hasonléan a harom belsé kontrollt is két példanyban kell kivagni a készlethez
mellékelt kalibralt kartonbol, feltétleniil a folt peremén (3 mm atmér6jii pelletek). Helyezzen minden egyes betétet egy
96 lyuku, kerek alju lemez (a készletben nem szerepel) egy mélyedésébe. Adjunk hozza 150 pl PBS puffert
mélyedésenként. Legalabb 16 6ran at (egy éjszakan at) eludljon +2 és +8 °C kozott. A PAP koncentracidja a harom
kontrollban 1 pg/l (Low control), 2 pg/l (Medium control) és 3 pg/l (High control).

REAGENSEK ELOKESZITESE

A vizsgélat napjan: Az éjszakai inkubéci6 utdn az 0sszes eludtumot homogenizalni kell aszpirdlassal és kiszoritassal,
amikora vizsgaland6 100 pl-t veszik. A mikropipettak hegyéta homogenizalt tartomany,a kontroll vagy az ujsziilottkori
vérmintak minden egyes lerakasa kozott ki kell cserélni.

Adagololemez: A vakuum alatt 1év6 lemezt szobahdmérsékleten kell kiegyenstlyozni, miel6tt kiveszik az aluminium
csomagolasbol. A felbontas utdan a felhasznalénak azonositania kell a lemezt, hogy ne lehessen dsszetéveszteni egy
masik, ugyanazon a napon feldolgozott lemezzel. Az egyes lemezek dsszes csikjat azonositani kell (A-t6] H-ig), hogy
elkeriilhetd legyen a csikok felcserélése, ha a mosasilépések sordn levalnanak a keretiikrdl.

Mosopuffer (PBS-0,1% Tween): Az el6z6 nap feloldott maradék PBS-hez (980 ml) adjuk hozza a mellékelt Tween 20
(10%) tiveg tartalmat, és jol keverjiik ssze.

Biotinildlt antitestek : A liofilizatumot 6vatosan 11 ml desztillalt vizzel, kdzvetleniil az injekcids tivegbe kell felvenni.
Teljes feloldas és homogenizalas utan felhasznalasra kész.

Konjugdtum higité puffer: A homogenizalds utan ezt a puffert a sztreptavidin-europium konjugatum 1:1000-es
higitasanak elkészitéséhez kell hasznalni (lasd alabb).

Streptavidin-Europium-konjugdtum (0,1 mg/ml): higitsa ezt a konjugatumot 1:1000 aranyban higitopufferben 0,1 pg/ml

koncentraciora. Az elkészitendd higitott konjugatum mennyisége az adott napon hasznalt kutak szamatol fiigg. Ezt a
higitast a biotinilalt ellenanyagnak a lyukakban térténé inkubalasakor kell elkésziteni.

Fejlesztési oldat: homogenizalas utdn azonnal felhasznalhato.
AZ ADAGOLAS ELVEGZESE

A készletben talalhatd hat standard koncentraci6 PBS-ben torténd elucidja utdn PAP tartomanyt kapunk. 6,25 /3,13 /
1,56 /0,78 /0,39 és 0 pg/l koncentracidji oldatokat tartalmaz, amelyeket két példanyban kaptak.

Minden egyes, két példanyban eludlt tartomanypontot a homogenizalasutan az analizislemezbe helyeziink (100 pl/lyuk).
A mikropipettak hegyét minden egyes homogenizalt tartomanypont kozott ki kell cserélni. Azt a két kutat, amelybe 100
pl 0 pg/L-es pont keriil, a vizsgalat hatterének értékelésére hasznaljak.

Az ujszilottkori foltok eludtumait és a belsd kontrollok eluatumait a homogenizalds utdn kétszeresen adjuk az

analizislemezhez (100 pul/lyuk). A mikropipettdk hegyét minden egyes homogenizalt kontroll- vagy Gjsziilottminta kozott
ki kell cseréni.
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Ezeket a lerakddasokat 3 6ran at szobahdmérsékleten (+19 °C és +22 °C kozott), kevergetés mellett (300 fordulat/perc
fordulatszamon) inkubaljuk, a lemezt el6z6leg ragasztoval lefedve.

Ezutan a lyukakat 6tsz6r mossuk az alabbiak szerint, az el6z6leg elkészitett 0,1%-o0s PBS/Tween mosopufferrel:

e Szivja le a kutak tartalmat,

e Toltsiink minden egyes mélyedésbe ~300 pul mosopuffert.

o Ismételje megezt az elsé két 1épést 4-szer,

e Az utols6 mosas utan tavolitsa el a maradék folyadékot a tanyér erételjes megforditdsaval (mosogatoban vagy
folyadékhulladék-tartalyban), majd papirtorlére koppintva.

Megjegyzés: ajanlott automata vagy félautomata mosogép haszndlata.

A biotinilalt antitestoldatot azonnal fel kell vinni (100 upllyuk), és 30 percig kell inkubaIni szobahdmérsékleten,
kevergetés mellett (orbitalis mozgatas 300 rpm-nél), a lemezt pedig le kell fedniragasztoval

A lemezt a fent leirtak szerint 6tszor mossuk.

A 0,1 ug/ml-re higitott sztreptavidin-europium-konjugatum oldatot higitopufferben azonnalhozzaadjuk (100 ul/lyuk), és
30 percig szobahémérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis 300 fordulat/perc)inkubaljuk, mikdzben a lemezt ragasztoval
fedjiik le.

A lemezt 6tszor mossuk a fent leirtak szerint.

Ezutdn hozzdadjuk a fejlesztéoldatot (200 pl/lyuk). Ne fedje le a lemezt a ragasztoval, mert ez kiolthatja a jelzést.

Legalabb 30 perces inkubalds utan, kevergetés mellett (300 fordulat/perc fordulatszdmon) a fluoreszcenciat
spektrofluorométerrel olvassuk le, 337 nm-es hullimhosszon gerjesztve és 620 nm-en mérve az emissziot. A stabil és
pontosjel csak akkor garantalhato, ha a lemez leolvasasa legalabb 30 perccel a fejlesztdoldat hozzaadasa utan torténik.
Megjegyzés: az ebben a protokollban javasolt revelacios oldat minimalis inkubdcios idejét egy Fluostar Omega olvason
(BMG Labtech) hataroztuk meg: lasd a késziilék konfiguraciojanak részleteit az "ANALITIKAI JELLEMZOK" cimii
fejezetben.

AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

Kalibralas

Minden egyes elvégzett vizsgalathoz standard gorbét kell haszndlni. Ha a napi vizsgalat tobb lemezbdl 4ll, a tartomanyt
minden egyes lemezre fel kell helyezni.

E gorbe eloallitdsdhoz el6szor ki kell szamitania vizsgalat hatterét a vakpontra (0 pg/L pont) kapott értékek atlagaként,
majd kikell vonni az 6sszes tartomanypontra kapott nyers eredményekbdl.

Ezt a hatteret is le kell vonni az egyes kontroll- és mintaismétlések jelébdl, mielétt a két ismétlés atlagat kiszamitjuk.

Példa egy referencia tartomanyra kapott eredményekre, 4125 atlagos hattérszamlalassal (jelzésként megadva):

Fluoreszcencia
PAP . . Valasz 1 Valasz 2 c
(ng/L) Valasz 1 Valasz 2 - atlagos hattérzaj - atlagos hattérzaj Atlagos
0 4200 4050
0,39 10617 11169 6492 7044 6768
0,78 20409 16023 16284 11898 14091
1,56 33079 32551 28954 28426 28690
3,13 58947 63764 54822 59639 57231
6,25 118902 116993 114777 112868 113823
A standard gorbét a [PAP] = f(atlagos fluoreszcencia-intenzitds) fiiggvény szerint 4llitottuk Ossze, az egyes

tartomanypontok atlagos fluoreszcencidjanak az elméleti koncentracidhoz vald illesztésével és linearis regresszio
alkalmazasaval. A referencia-tartomany értékeibdle fiiggvény kiszamitasahoz szamitogépes program hasznélata ajanlott.
A foltok (kontrollok és mintak) eludtumaiban 1évé PAP-koncentraciot az igy kialakitott gorbe egyenletének segitségével
szamoljuk ki.

Minéségellendrzés
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Az eredmények érvényességének biztositasa érdekében belsd ellendrzések alkalmazasa ajanlott. A kontrollokat ugyanugy
kell kezelni, mint a mintakat. A készlet harom kontrollt tartalmaz, amelyek megfelelnek a PAP noévekvo
koncentracidinak (low, medium, high). Ezeket a kontrollokat minden egyes vizsgilatban szerepeltetni kell: ha a napi
vizsgalat tobb lemezbdl all, a kontrollokat minden egyes lemezen el kell helyezni.

Ajanlatos, hogy az ellendrzések ne térjenek el tobb mint +/-20%-kal az elméleti koncentraciotol:

Ellendrzés - Elméleti koncentracié Alzfcs,on,y Magas hatarérték
hatarérték
Low -1 png/L 0,8 ug/L 1,2 ug/L
Medium -2 pg/L 1,6 ug/L 2,4 ng/L
High - 3 ug/L 2,4 ng/L 3,6 ug/L

A mintaeredményeket csak akkorkell validalni, ha azadott vizsgalat kontrolleredményei megfelelnek az elfogadhatosagi
kritériumoknak.

Ismétlddo problémak vagy a vizsgalat teljesitményének megvaltozasa esetén kérjiik, 1épjen kapcsolatba a Dynabio S.A. a
info@dynabio.eu e-mail cimen vagy a +33 (0)4 86 94 85 04 telefonszamon.

Az wjsziilottkori mintik eredményeinek elemzése

Az Ujsziilottek vérében 1évo PAP-koncentracid kiszamitdsa: Ha a fent leirt protokollt szigorian kdvetik, és a mintak 3

V4

kozvetleniil meg lehet kapni a tartomanygorbe egyenletével [PAP] = f(atlagos fluoreszcencia -intenzitas).
ADAGOLASI KORLATOZASOK

A MucoPAP-F készlettel kapott PAP-tesztre vonatkozé informacidkat a cisztas fibrozis sziirésének részeként végzett
egyéb vizsgalatok és tesztek (pl. IRT-teszt) kiegészitéseként kell hasznalni. Ezt a rendelkezésre 4ll6 egyéb klinikai
informaciok fényében kell értelmezni.

Olyan koriilmények, amelyek rendellenes analitikai eredményekhez vezethetnek :
e atesztkartya nem telitddik egyenletesen vérrel,
e amintdt tul kozel vagtak a mintavételi teriilet széléhez,
e amintdt a periféria helyett a folt kozepén vagtak,
a mintat helyteleniil gytijtotték vagy szaritottak,
a mintat hdnek vagy nedvességnek tették ki,
e a karton iiriilékkel szennyezett.

A vérminta nem tartalmazhat EDTA-t vagy citratot, amelyek az eurdpium kelatorait képezik.

Lasd méga "Figyelmeztetések és dvintézkedések" és a "Felhasznalasijavaslatok" cimii szakaszokat.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

azonositdsara hasznaljak. A jelenlegi stratégidk altalaban harom 1épésbdl dllnak. Az elsé lépésben az immunreaktiv
tripszinogént (IRT) minden Ujsziilottnél meghatdrozzdk. A maésodikban a PAP értékét magas TIR-rel rendelkezd
ujsziilotteknél mérik. A magas TIR- és PAP-¢értékkel rendelkezé Ujsziilotteknél a harmadik 1épés vagy egy diagnosztikus
vizsgalat, a verejtékvizsgalat, vagy a CFTR-gén mutéacidinak keresése, amelyet esetleg verejtékvizsgalat kdvet az ilyen
mutéacidkkal rendelkezd Gjsziilotteknél.

A jelenleg alkalmazott stratégiak teljesitményének kimerité feliilvizsgalatat a Haute Autorité de Santé végezte el, és
2015-ben tette kozzé. A kozlemény "Place de la stratégie couplplant les assages de la TIR et de la PAP dans le
dépistage systématique de la mucoviscidose en France"” cimmel a kdvetkez6 cimen érhetd el
http://www.has-sante.fr/portail/jecms/c_1739994/f1/.

Ajanlott, hogy erre az elemzésre hivatkozzanak, mieltt a PAP-tesztet tartalmazo ujsziilottkori cisztas fibrozis sziirést
bevezetnék.

TELJESITMENY

Az emelkedett TIR-értékkel (> 50 ug/L) rendelkez6 Gjsziilotteknél minden cisztas fibrozisban szenvedd gyermek PAP-
értéke > 1,75 pg/L (kivéve a frusztralt formakat és a meconium ileusban szenvedd csecsemobket). Az érintett 0jsziilottek
az emelkedett TIR-értékkel és > 1,75 pg/L PAP-értékkel rendelkezd jsziilottek mintegy 25%-at teszik ki. Az ebbe a
csoportba tartozdé nem érintett 0jsziilottek kozé tartoznak a korasziilottek, a Down-szindromasok és a sulyos GI-
fert6zésben szenvedd csecsemak (4, 7).
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ANALITIKAI JELLEMZOK

Az alabbiakban bemutatott 6sszes adatot a BMG Labtech Fluostar Omega késziilékével nyertiik, amelynek jellemzoi a
kovetkezék

- Leolvasasimod: TRF (Time Resolved Fluorescence)

- Hiperérzékeny lehet,

- gerjesztd szrd: 337 nm / emisszids sziird: 620 nm

- Integracio: 60 ps

- Idétartam: 400 us

- Alejatszas megkezdése elbtti sziinet ideje: 0,2 masodperc

- Villanasok szama katonként: 200

Standard gorbe: A MucoPAP-F késziilék tipikus standard gorbéjeaz alabbiabran lathatd. Ezt ugy hataroztak meg, hogy
négy kiilonbozd tételt hasznaltak, és minden tételben kilencszer iitotték ki a hat tartomanypontot.

MucoPAP-F segitségével kapott standard girbe

120000 +

90000 -

60000 -

Fluoreszcencia intenzitas

30000 -

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
[PAP] ng/L
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Pontossagi profil: A MucoPAP-F késziilék pontossagi profiljat négy kiilonb6z6 tétel felhasznalasaval hataroztuk meg,
és minden tételben kilencszer lyukasztottuk kia hat tartomanypontot. Ezt az alabbi grafikon mutatja be.

MucoPAP-F késziilékkel kapott pontossagi profil
100 4

90 A
80
70 A

60 -

CV (%)

50
40
30 1
20 1

10 F—n— " * )

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
[PAP] pg/L

Ismételhetéség és reprodukalhatosag: A MucoPAP-F késziilék ismételhetdségét és reprodukalhatosagat 6t kiillonbozo
készlet tételeinek felhasznalasavalés az egyes készletekben talalhaté harom bels6 kontroll mindegyikének tizenegyszeri
lyukasztasaval hataroztak meg. A megismételhetoség a tételen beliili eltérést (n = 11), a reprodukalhatosag pedig a
tételek kozotti eltérést (n = 5) jelenti.

ety | Kapoerkugity | BeIosE | Reptorupie i
1 0,990 11,5 13,9
2 2,100 9,8 9,7
3 3,150 8,0 10,2

Kimutatasi és mennyiségi hatarértékek: A MucoPAP-F vizsgalat kimutatasi és mennyiségi hatarértéke (mikrogramm
PAP per liter vérben kifejezve) 0,24 ng/L, illetve 0,32 ug/L, feltételezve, hogy :

- a kimutatasi hatarértéket a nulla standard mérések atlaga feletti 3 standard eltérésként hatarozzak meg.

- a mennyiségi meghatarozas hatarat a nulla standard mérések atlaga feletti 10 standard eltérésként hatarozzak meg.

Keresztreakcio: A MucoPAP-F teszt soran nem volt keresztreakcio az IL2, IL6, IFN, TNF és Escherichia coli
fehérjékkel.

Horgas hatas: 1000 pg/L PAP-koncentracidig nincs horgas hatds, mikrogramm PAP per liter vérben kifejezve.
GARANCIA

A gyartd altal ajanlott eljaras barmilyen modositasa vagy modositasa befolyasolhatja az eredményeket. Ebben az esetben
a Dynabio S.A. kizar minden kifejezett, hallgatélagos vagy torvény altal megallapitott felelsséget, beleértve a termék

értékesitésébodl vagy szallitasaboleredo feleldsséget a termék hasznalataért. Ebben az esetben a Dynabio S.A. nem vallal
feleldsséget az ebbdl eredd kozvetlen vagy kozvetett karokért.

12/14



HIVATKOZASOK

1. Tovanna et al. C R Acad Scilll. 1994;7:561-4.
2. Sarles et al. Arch Dis Child 1999;80:F118-22.

3. Barthellemy ef al. Arch. Pediatr2001;8:275-281.
4. Sarles et al J Pediatr 2005;147:302-305.

5. Sarles et al. ] Cyst Fibros 2014;13:384-90.

6. Dried Blood Spot Specimen Collection for Newborn Screening - Approved Standards (reference NBS01-Ed7,
7th edition, 2021). Clinical and Laboratory Standards Institute.

7. Weidler et al. J. Cystic Fibrosis 2016;15:752-758.

AZ ADAGOLAS OSSZEFOGLALASA

N —

XA W

Ne feledje, hogy a vérfolt eluatumokat 150 nl PBS/lvukban kell elkésziteni.
a vizsgalatot megeléz6é napon egy kerek alju lemezben (a készletben nem szerepel)

Hozza az analizis és az elicids lemezeket szobahdmérsékletre.

A szobahdmérsékleten torténd egyensulyozés utan vegyiik ki az analitikailemezt a tokbdl, és homogenizalas utan
adjuk hozza a tartomanyfoltok, a harom kontroll és a mintak eluatjait (100 pl/lyuk).

Inkubaljuk 3 6ran at szobahdmérsékleten, kevergetés mellett (300 fordulat/perc korforgassal).

Fejezze be a mosopuffer elkészitését (adjon Tween-t az el6z6 nap elkészitett PBS-hez).

A 3 6ras inkubacio végén végezzen el 5 PBS/Tween mosast, iiritse kia lemezt, és tordlje szarazra.

Adagoljon biotinilalt ellenanyagot (100 pl/lyuk).

Inkubaljuk 30 percig szobahdmérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis forgatas 300 rpm).

Végezzen el 5 PBS/Tween mosast, iritse kia lemezt, t6r6lje szarazra.

Adagoljon sztreptavidin-europium konjugatumot (100 pllyuk).

. Inkubdljuk 30 percig szobahdmérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis forgatds 300 rpm).
11.
12.
13.
14.

Végezzen el 5 PBS/Tween mosast, iiritse kia lemezt, tordlje szarazra.

Adagolja ki a fejlesztéoldatot (200 pl/lyuk).

Inkubaljuk 30 percig szobahémérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis forgatas 300 rpm).
A 337 nm-es gerjesztés utan olvassa le a fluoreszcenciat 620 nm-en.
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MEGJEGYZESEK
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