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UvVOD

Protein, povezan s pankreatitisom (PAP, znan tudikot Reg3A), se sintetizira v trebusni slinavki med trpljenjem trebusne
slinavke. Pri cisticni fibrozi je trebusna slinavka prizadeta ze v maternici in proizvaja PAP. Stevilne Studije so pokazale,
da je koncentracija PAP v krvi prizadetih novorojenckov povisana (1,2, 3,4,5).

Test PAP na umerjenih presejalnih karticah se zato lahko uporablja za prepoznavanje novorojenckov, pri katerih obstaja
verjetnost cisti¢ne fibroze.

NACELO DOZIRANJA

Komplet MucoPAP-F je zasnovan za kvantitativno dolo¢anje PAP v vzorcih krvi novorojenckov, shranjenih na
umerjenih presejalnih karticah, ki so jih odobrili pristojni organi. Gre za sendvi¢ imunoanalizo z uporabo tehnike
casovno locene fluorescence (Time Resolved Fluorescence - TRF). Referenéno obmocje testa in notranje kontrole so
predstavljene v obliki krvnih madeZev na kalibriranih presejalnih karticah, prav tako kot vzorci, ki jih je treba analizirati.

Vdolbinice mikrotitrske plos¢e so prevlecene s protitelesi anti-PAP. V vdolbinice se nanesejo eluati krvnih madezev in
PAP, ki jih vsebujejo, se vezejo na specificna protitelesa. Proteini, ki se ne veZejo, se odstranijo s spiranjem. Nato v
jamice dodamo protitelesa proti PAP, oznadena z biotinom, ki se vezejo na imobilizirane PAP. Po izpiranju se kompleks
antigen-protitelo zazna s kompleksom streptavidin-evropij. Po nadaljnjem izpiranju dodatek raztopine ojacevalca
fluorescence povzro¢i prekinitev vezi med streptavidinom in evropijem, spros¢eni evropij pa se ujame v visoko
fluorescentne kelate. Ti kelati po vzbujanju pri 337 nm sevajo pri 620 nm. Intenzivnost fluorescence je sorazmerna s
koli¢ino PAP v zacetnem eluatu.

OPREMA IN IZDELKI, KI NISO PRILOZENI IN SO POTREBNI ZA DOZIRANJE.

Oprema:
- Mesalnik Vortex
- stresalnik plos¢ (orbitalni / 300 rpm = vrtljajev na minuto)
Pranje plos¢ (avtomatsko ali polavtomatsko)
- Spektrofluorometer za mikroplo$ce, opremljen s 337 nm filtrom za vzbujanje in 620 nm filtrom za emisijo
- Racunalnik, povezan z bralnikom za analizo rezultatov
Samodejne eno- in veckanalne mikropipete
1 litrska posoda (za pufer za izpiranje)
- Rocniali avtomatski luknja¢ za rezanje diskov iz filtrirnega papirja s premerom 3 mm
- Dva litra destilirane vode

Oprema za enkratno uporabo :
- 96-delna plosca z okroglim dnom (za elucija krvnih madezev)
- Nasveti za mikropipete
- 10 mL plasticne pipete
- Stifje rezervoarji za enkratno uporabo za dodajanje reagentov (eden za vsak reagent): PBS, biotinilirani
protitelesa, streptavidin-evropij in raztopina za razkrivanje
- Krvni madezi novorojenckov na umerjenih presejalnih karticah, ki so jih odobrili pristojni organi
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SESTAVA KOMPLETA

Vsak komplet vsebuje reagente za 96 testov. Datum izteka veljavnosti je natisnjen na vseh etiketah kompletov.

Mikrotitrska ploscica je predstavljena v obliki odstranljivih trakov, kar pomeni, da je mogoce preskus prilagoditi Stevilu
vzorcev, ki jih je treba dolociti. Vendar pa mora vsak test vklju€evatireferenéno obmocje in notranje kontrole.

REAKTIVIRA

OHRANJANJE
PRED ODPRTJEM

FUNKCIJE
UPORABA

OHRANJANJE
PO ODPRTJE

Mikrotitrska ploscica
(96 vdolbinic v vodoravnih
trakovih 8 x 12 vdolbinic)

Referen¢nirazpon PAP

Notranjinadzor

Hranite jih v temnem
prostoru v originalni
embalazi.
med +2 °Cin +8 °C
do izteka roka
uporabnosti.

Prekrit s protitelesci
proti PAP.
Pripravljen za uporabo.

Krvni madezina kalibriranem
filtrimem papirju, ki ga je
treba preluknjatiin eluirativ
150 pL PBS ¢ez no¢ (16 ur)
pri +2 °C do +8 °C.

V prilozenih vre¢kah
z izsusevalnim
sredstvom ga lahko
shranjujete do 30 dni
pri temperaturi med
+2 °C in +8 °C.

Biotinilirana protitelesa proti
PAP

Pufr za redCenje konjugata

Streptavidin-evropijev konjugat

Raztopina za razvijanje
fluorescence

Tableta PBS

Raztopina Tween 20

Stabilno med +2 °C
in +8 °C do izteka
roka uporabnosti.

Liofilizirano je treba previdno
raztopitiv 11 mL destilirane

Shranjujte pri-20 °C

vode, neposredno v vsebini do 30 dni.
vsebine.
15 mL steklenicka. Shranjujte pri

Uporabite za redCenje
konjugata streptavidin-evropij
v razmerju 1:1000.

Razred¢ite 1:1000 v pufru za
redéenje konjugata.
Pripravite potreben volumen
naenkrat.

temperaturi med +2
°C in +8 °C do 30
dni.

Razred¢itve 1:1000,
pripravljene v pufru
za red¢enje, ne
shranjujte.

2 vialipo 11 mL.
Pripravljen za uporabo.

Shranjujte pri
temperaturi med +2
°C in +8 °C do 30
dni.

Raztopite v 1 litru destilirane
vode.
Odstavite 20 mL za elucijo
krvnega madeza.

Dodajte k preostalim 980 mL
PBS, da dobite pufersko
raztopino za izpiranje.

Pripravljeni pufer za

izpiranje shranite pri

-20 °C za najvec 30
dni.

Pod temi pogoji lahko komplet uporabite v 30 dneh po odprtju.

Testni komplet MucoPAP-F, ki ga je dobavila druzba Dynabio S.A., ni avtomatiziran.
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OPIS REAGENTOV

REAKTIVIRA

OPIS

KONCENTRACIJA AKTIVNE
SESTAVINE

Mikrotitrska ploscica
(96 vdolbinic v vodoravnih trakovih 8
x 12 vdolbinic)

Jamice, prevlecene z misjimi
monoklonskimi protitelesi, specificno
usmerjenimi proti PAP

4 ng/mL

Referen¢no obmocje PAP

Filtrini papir, ki vsebuje 2 kompleta
6 lis zasusene krvi
dopolnjen s PAP

0 pg PAP/L krvi

0,39 ug PAP/L krvi
0,78 pg PAP/L krvi
1,56 pg PAP/L krvi
3,13 ug PAP/L krvi
6,25 ug PAP/L krvi

Notranjinadzor

Filtrimi papir, ki vsebuje 2 kompleta
3 pike posusene krvi, dopolnjene s
PAP

Low: 1 pg PAP/L krvi
Medium: 2 pg PAP/L krvi
High: 3 ng PAP/L krvi

Biotinilirana protitelesa proti PAP

Miska monoklonska protitelesa,
specifitna za PAP,

vezan na biotin, v fosfatnem pufru | 0,25 pg/mL
ki vsebujejo zaséitna sredstva
Fizioloska raztopina na osnovipufra
Pufr za red¢enje konjugata Tgsel?a %;Vli(rllf\:l,sgst?regegr?tviij ¢ /
antibakterijsko sredstvo
kompleks evropij-streptavidin v
. . . fizioloski raztopini na osnovi pufra
Streptavidin-evropijev konjugat Tris-HCI, ki vsebuje zasitna in 0,1 mg/mL
antibakterijska sredstva
Raztopina za razvijanje fluorescence Raztopina, ki vsebuje ocetno kislino, | 2-NTA 15 uM
detergent in kelatna sredstva TOPO 50 uM
Tableta PBS Fizioloska raztopina fosfatnega pufra | /
Tween 20 Koncentrirana raztopina detergenta | 10%

ZBIRANJE IN OBDELAVA VZORCEV

Vzorce krvi je treba odvzeti z vbodom v peto in neposredno na odobren filtrimi papir (referenéna metoda). Ce vzorca ni
mogoce nanesti neposredno na filtrirni papir, ne uporabljajte krvi, zbrane v prisotnosti antikoagulantnih reagentov, ki
keltirajo evropij (EDTA, citrat), saj bito vplivalo na rezultate testa.

Metoda in celotna naprava za vzoréenje morata biti v skladu s predpisi.

Priporocljivo se je posvetovati s predpisi o vrsti zahtevanega vzorca in ustreznem obdobju za odvzem vzorca glede na
veljavni program presejanja novorojenckov. Ta doloca tudi, kako hitro po odvzemu vzorca je treba opraviti test PAP.

Rezultati, dobljeni s testom, ki temelji na vzorcih posusene krvi, so neposredno odvisni od previdnosti pri zbiranju,
ravnanju, prenasanju in shranjevanju vzorcev. Dokumentacija (6) vsebuje podroben opis metod zbiranja vzorcev in
sprejemljive tehnike nanaSanja kapljic ali alikvotov krvi na standardiziran filtrini papir. Vsebuje tudi navodila o
pravinem ravnanju, prenosu in shranjevanju vzorcev za zagotavljanje kakovostnih rezultatov pri presejanju

novorojenckov.
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OPOZORILA IN PREVIDNOSTNI UKREPI

Ta komplet sme uporabljati samo posebej usposobljeno osebje z ustrezno zas¢itno opremo za namene diagnostike in
vitro.

Posusene krvne lise bolnikov, razponov in kontrol ter biotinilirana protitelesa vsebujejo krvne elemente ¢loveskega ali
zivalskega izvora: obravnavati jih je treba kot potencialno nalezljive in z njimi ravnati ob upostevanju potrebnih

previdnostnih ukrepov za zasc€ito uporabnika.

Navodila za odstranjevanje najdete v varnostnem listu naprave. Odpadke je treba odstraniti v skladu s predpisi, ki veljajo
v drZzavi uporabe.

Ne pipetirajte v usta.

Med rokovanjem ne jejte, ne pijte in ne kadite.

Naslednji reagenti so lahko strupeni ali drazilni: PBS, pufer za red¢enje, streptavidin-evropijev konjugat in raztopina za
razvijanje fluorescence. [zogibajte se stiku s koZo, o¢mi in sluznicami. V primeru nenamemega stika temeljito sperite z

vodo.

O vsakem resnem incidentu v zvezi s pripomockom je treba obvestiti proizvajalca in pristojni organ drzave ¢lanice, v
kateri ima uporabnik in/ali pacient sedez.

PRIPOROCILA ZA UPORABO

Sestavite diagram plos¢, ki ga je treba dosledno upostevati, in dolocCite vrstni red, v katerem se v vdolbine nanesejo
vzorci za razpon, kontrolni vzorec in vzorec novorojencka, da se prepre¢i obracanje luknjic.

Izogibajte se bioloski ali kemi¢ni kontaminaciji vzorcev.

Ne uporabljajte reagentov s preteCenim rokom uporabe.

Ne mesajte reagentov iz razli¢nih serij.

Pred uporabo vse reagente izenacite na sobno temperaturo (+19 °C do +22 °C) in jih pretresite.

Izogibajte se navzkrizni kontaminacijimed razliénimi reagenti: za vsak reagent uporabite drug rezervoar (rezervoarji niso
prilozeni).

Strogo upostevajte Cas inkubacije, ki je naveden za vsak korak.
Pranje je treba izvajati previdno, da se ne poveca hrup v ozadju.
Nikoli ne dovolite, da se plos¢a posusi, saj to vpliva na kakovost rezultatov.

Liofilizirano biotinilirano protitelo je treba pripraviti vsaj 10 minut prej, da se zagotovi popolno raztapljanje in
homogenost reagenta.

Raztopina za razvijanje fluorescence je toplotno nestabilen reagent in jo je treba hranitimed +2 °C in +8 °C.
V primeru poskodb kompleta med prevozom (previnjene steklenice in/ali zlomljene, ponovno napolnjene aluminijaste

vrecke) se obrnite na druzbo Dynabio S.A. po elektronski posti na naslov info@dynabio.eu ali po telefonu +33 (0)4 86 94
85 04.

PRIPRAVA VZORCEYV IN STANDARDOV

Dan pred odmerjanjem :

Raztopite prilozeno tableto PBS v 1 L destilirane vode. Po popolni homogenizaciji uporabite 20 mL za elucijo krvnih lis:
preostalih 980 mL shranite pri temperaturi+2 °C do+8 °C donaslednjega dne, tj. do dneva analize, za pripravo pufra za
izpiranje.

Vzorci za merjenje : 1z kartona izrezite koscek s premerom 3 mm na obrobju krvnega madeza, na obmocju, kjer je kri
popolnoma prepojila karton, brez preobremenitve ali dvojnega nanosa. Plos¢ico polozite v vdolbino 96 -delne plosce z
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okroglim dnom (ni priloZena v kompletu). Ce Zelite pridobiti dvojno analizo, vbodite na dveh loenih mestih na istem
krvnem madezu. V vsako vdolbinico dodajte 150 pL pufra PBS. Eluirajo se vsaj 16 ur (¢ez no¢) pri+2 °C do +8 °C.

Referenéno obmodje: Na enak nacin kot za vzorce, ki jih je treba dozirati, izrezite disk s premerom 3 mm s kartic za
referenéno obmodje po obodu madeza. Sest to¢k obmogja je treba dvakrat preluknjati. Vsako kroglico poloZite v
vdolbinico 96-delne plos¢e z okroglim dnom (ni priloZzena v kompletu). Dodajte 150 pL pufra PBS na vdolbinico.
Eluirajo se vsaj 16 ur (cez noc) pri+2 °C do +8 °C. Dobimo Sest razponov: 6,25/3,13/1,56/0,78 /0,39 in 0 ng/L.

Notranje kontrole: Tako kot razpon je treba tudi tri notranje kontrole v dvojniku vbiti s kalibrirane kartice, ki je
prilozena v kompletu,na obrobjumadeza (pelete s premerom 3 mm). Vsako peleto polozite v vdolbino 96-delne plosce z
okroglim dnom (ni prilozena v kompletu). Dodajte 150 pL pufra PBS na vdolbinico. Eluirajte vsaj 16 ur (¢ez no¢) pri+2
°C do +8 °C. Koncentracija PAP v treh kontrolah je 1 pg/L (Low control), 2 ug/L (Medium control) in 3 pg/L (High
control).

PRIPRAVA REAGENTOV

Dan analize: Po inkubaciji ez no€ je treba vse eluate homogenizirati s sesanjem in refluks med odvzemom 100 pL za
merjenje. Konice mikropipet je treba obvezno zamenjati med vsakim odvzemom homogeniziranega vzorca iz serije,
kontrolnega vzorca ali krvinovorojenckov.

Dozirna plo§¢a: Vakuumska plo$¢a mora biti uravnotezena pri sobni temperaturi, preden jo vzamete iz aluminijaste
embalaze. Po odprtju mora uporabnik plos€ico identificirati, da je ne bi zamenjal z drugo plos€ico, ki je bila obdelana isti
dan. Prav tako je treba identificirati vse trakove na vsaki plosc¢ici (od A do H), da se prepre¢injihova zamenjava, ¢e se
med pranjem locijo od okvirja.

Raztopina za izpiranje (PBS-0,1 % Tween): V preostali PBS, raztopljen prej$nji dan (980 mL), dodajte vsebino
prilozene steklenicke Tween 20 (10 %) in dobro premesajte.

Biotinilirana protitelesa : Liofilizat se nezno vzame v 11 mL destilirane vode neposredno v vialo. Po popolnem
raztapljanju in homogenizacijije pripravljen za uporabo.

Raztopina za redcenje konjugata: po homogenizaciji se ta raztopina uporabiza pripravo konjugata streptavidin-evropij v
razred¢itvi 1/1000 (glej spodaj).

Konjugat streptavidin-evropij (0,1 mg/mL): konjugat razred¢ite v razmerju 1:1000 v pufru za red¢enje, da dobite
koncentracijo 0,1 ug/mL. Koli¢ina razred¢enega konjugata, ki ga je treba pripraviti, je odvisna od $tevila vdolbinic, ki se
uporabljajo tisti dan. To razredCitev je treba pripraviti sproti, med inkubacijo biotiniliranega protitelesa v vdolbinicah.

Raztopina razvijalca: pripravljena za uporabo po homogenizaciji.
IZVAJANJE TESTA
Po eluciji Sestih standardnih koncentracij, ki so priloZzene kompletu, v PBS se dobi niz PAP. Vklju€uje raztopine

koncentracij 6,25/3,13/1,56/0,78 /0,39 in 0 ng/L, dobljene v dvojniku.

Vsaka toc¢ka razpona, eluiranja v dvojniku, se po homogenizaciji nanese na dozirno plosco (100 pL/jamico). Konice
mikropipet je treba med nanosom vsake homogenizirane tocke razpona obvezno zamenjati. V dve jamici, ki bosta prejeli
100 pL tocke 0 ug/L, se oceni ozadje merjenja.

Eluati madezev vzorcev novorojenckov in eluati notranjih kontrol se po homogenizaciji nanesejo v dvojniku na dozirno
plos¢o (100 uL/jamico). Konice mikropipet je treba med vsakim nanosom homogeniziranih kontrolnih tock ali vzorcev
novorojenckov nujno zamenjati.

Te kapljice se inkubirajo 3 ure pri sobni temperaturi (+19 °C do +22 °C) ob meSanju (orbitalno pri 300 rpm), pri cemer je
plosca predhodno prekrita z lepilnim trakom.
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Vdolbinice nato petkrat speremo na naslednji nacin z uporabo predhodno pripravljenega 0,1-odstotnega PBS/Tween
pufra za izpiranje:
e Vsebino vdolbinic odsesajte,
e Vsako vdolbinico napolnite s ~300 pL pufra za izpiranje
Prva dva koraka ponovite Stirikrat,
Po zadnjem pranju odstranite preostalo tekocino tako, da plos¢o mocno obrmete (v umivalnik ali posodo za tekoce
odpadke) in jo nato tapkate na vpojnipapir.

Opomba: priporoca se uporaba avtomatskega ali polavtomatskega pralnega stroja.

Takoj nanesemo raztopino biotiniliranega protitelesa (100 pL/vrtina) in inkubiramo 30 minut pri sobni temperaturi,
stresamo (orbital pri 300 vrtljajih na minuto), plo§€o pa prekrijemo z lepilom.

Plos¢o petkrat speremo, kot je opisano zgoraj.

Raztopinikonjugata streptavidin-evropij, razred¢enina 0,1 pg/mL v pufru za red¢enje, smo takoj dodali (100 pL/vrtina)
in inkubirali 30 minut pri sobni temperaturi ob meSanju (orbital pri 300 vrtljajih na minuto), pri ¢emer je bila plosca
prekrita z lepilom.

Plosco petkrat speremo, kot je opisano zgoraj.

Nato se doda razvijalna raztopina (200 pL/vdolbinico). Plosce ne prekrijte z lepilom, saj lahko to ugasne signal.

Po najmanj 30 minutah inkubacije ob meSanju (orbital pri 300 vrtljajih na minuto) fluorescenco odc¢itamo s
spektrofluorometrom, tako da vzbudimo valovno dolzino 337 nm in izmerimo emisijo pri 620 nm. Stabilen in natanéen
signal je mogoce zagotoviti le, ¢e plosco od¢itamo vsaj 30 minut po dodatku razvijalne raztopine.

Opomba: najkrajsi cas inkubacije za raztopino razvijalca, predlagan v tem protokolu, je bil dolocen na bralniku Fluostar
Omega (BMG Labtech): glej podrobnosti o konfiguraciji te naprave v poglavju "ANALITICNE ZNACILNOSTI".

IZRACUN REZULTATOV
Kalibracija

Standardna krivulja mora ustrezati vsakemu opravljenemu testu. Ce dnevni test vkljuduje ve& ploi¢, je treba razpon
postaviti na vsako plosco.

Za pridobitev te krivulje je treba najprej izracunatiozadje testa, kiustreza povprecju vrednosti, dobljenih za slepi preskus
(tocka 0 pg/L), nato pa ga odsteti od neobdelanih rezultatov, dobljenih za vse tocke obmocja.

To ozadje je treba pred izracunom povprecja obeh ponovitev odsteti od signala vsake kontrolne ponovitve in vzorca.

Primer rezultatov, dobljenih za referenéno obmocje s povpreénim Sumom ozadja 4125 Stevcev (podan kot prikaz):

Fluorescenca
PAP Odgovor 1 Odgovor 2 "
(ug/L) Odgovor 1 Odgovor2 | _ povpreéngi hrup ozadja | - povpreéngi hrup ozadja Povpretje
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

Standardnakrivulja je zgrajena v skladu s funkcijo [PAP] = f(povprecna intenzivnost fluorescence), tako da se povprecna
fluorescenca vsake tocke obmocja ujema s teoreticno koncentracijo in uporabi linearna regresija. Priporoca se uporaba
raCunalniSkega programa za izraCun te funkcije iz vrednosti referencnega obmocja. Koncentracija PAP v eluatih
(kontrole in vzorci) se izrauna z uporabo enacbe tako konstruirane krivulje.

Kontrola kakovosti

Za zagotovitev veljavnostirezultatov je priporocljiva uporaba notranjih kontrol. Kontrole je treba obravnavati enako kot
vzorce. V kompletu so na voljo tri kontrole, ki ustrezajo naras¢ajo¢im koncentracijam PAP (low, medium, high). Te
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kontrole je treba vkljuéiti v vsako analizo: ¢e je dnevna analiza sestavljena iz ve€ plos¢, je treba kontrole namestiti na
vsako plosco.
Priporocljivo je, da kontrole ne odstopajo za ve¢ kot +/-20 % od svoje teoretiéne koncentracije:

Kontrola - teoreti¢na koncentracija Nizka meja Visoka meja
Low -1 png/L 0,8 ng/L 1,2 pg/L
Medium -2 ug/L 1,6 ng/L 24 pg/L
High - 3 ug/L 24 ug/L 3,6 ug/lL

Rezultate vzorca je treba validirati le, ¢e kontrolni rezultati za to preskuSanje izpolnjujejo merila sprejemljivosti.

V primeru ponavljajoce se tezave ali spremembe ucinkovitosti testa se obmite na druzbo Dynabio S.A. po elektronski
postina naslov info@dynabio.eu ali po telefonu +33 (0)4 86 94 85 04.

Analiza rezultatov iz vzorcev novorojenckov

Izracun koncentracije PAP v krvinovorojenckov: ¢e se dosledno uposteva zgoraj opisani protokol in ¢e vzorci prihajajo
iz kalibriranih presejalnih Skatlic, preluknjanih s premerom 3 mm, se koncentracija PAP v krvi vsakega novorojencka
dolo¢i neposredno z uporabo enacbe krivulje razpona [PAP] = f(povprecna intenzivnost fluorescence).

OMEJITVE ODMERJANJA

Informacije o testu PAP, pridobljene s kompletom MucoPAP-F, je treba uporabljati kot dopolnilo k drugim testom in

analizam (npr. testu IRT), ki se izvajajo v okviru presejanja za cisticno fibrozo. Razlagati ga je treba v luci drugih
razpolozljivih kliniénih informacij.

Pogoji, kilahko privedejo do nenormalnih analiticnih rezultatov :
e testna kartica ni enakomerno prepojena s krvjo,
e vzorec je bil odrezan preblizu roba obmo¢ja vzorcenja,
e vzorec je bil odrezan na sredini pege in ne na njenem obrobju,
e vzorec ni bil pravilno odvzet ali posusen,
e jebil vzorec izpostavljen vroc¢iniali vlagi,
e karton je onesnazen s fekalijami.

Vzorec krvi ne sme vsebovati EDTA ali citrata, ki sta kelatorja europija.

Preberite tudi poglavji "Opozorila in previdnostni ukrepi” in "Priporocila za uporabo".
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RAZLAGA REZULTATOV

Ocenjevanje koncentracije PAP v krvnih madezih se uporablja za identifikacijo populacije novorojenc¢kov z visokim
tveganjem za cisticno fibrozo. Strategije, ki se trenutno uporabljajo, na splosno vkljucujejo tri stopnje. V prvi se
imunoreaktivni tripsinogen (IRT) dolo¢i pri vseh novorojenckih. V drugi fazi se prinovorojenckih z visokim TIR izmeri
PAP. Pri novorojenckih s poviSsanim TIR in PAP se v tretji fazi opravi diagnosti¢ni test, potni test ali iskanje mutacij v
genu CFTR, ki mu po moznosti sledi potni test pri novorojenckih s temi mutacijami.

Francoski nacionalni organ za zdravje je opravil iz¢rpen pregled u€inkovitosti trenutno uporabljenih strategij in ga
objavil leta 2015. Na voljo je pod naslovom "Place de la stratégie couplant les dosages de la TIR et de la PAP dans le
dépistage systématique de la mucoviscidose en France" na naslednjem naslovu:
http://www.has-sante.fr/portail/jcms/c_1739994/f1/.

Priporocljivo je, da se na to analizo sklicujete pred izvedbo presejalnega testa za cistino fibrozo pri novorojenckih, ki
vkljucuje test PAP.

DELOVANJE

Pri novorojenckih z visoko vrednostjo TIR (> 50 pg/L) imajo vsi otroci s cisticno fibrozo PAP > 1,75 pg/L (razen pri
blagih nepopolnih oblikah in dojenckih z meconialnim ileusom). Prizadeti novorojencki predstavljajo priblizno 25 %
novorojenckov z visoko vrednostjo TIR in PAP > 1,75 pg/L. Neprizadeti novorojencki v tej skupini vkljucujejo
nedonosencke, dojencke z Downovim sindromom in dojencke s hudimi okuzbami prebavil (4, 7).

ANALITICNE ZNACILNOSTI

Vsi spodaj predstavljeni podatki so bili pridobljeni z napravo Fluostar Omega podjetja BMG Labtech, katere znacilnosti
so naslednje:

- Nacin branja: TRF (¢asovno locljiva fluorescenca)

- Glava za branje hipersenzitivna,

- Excitacijski filter: 337 nm / Emisijski filter: 620 nm

- Integracija: 60 pus

- Trajanje: 400 ps

- (:Jas premora pred zacetkom predvajanja: 0,2 sekunde

- Stevilo bliskavic na vdolbino: 200

Standardna krivulja: Tipi¢na standardnakrivulja za napravo MucoPAP-F je prikazana na spodnjem grafu. Dolocena je
bila z uporabo Stirih razli¢nih serij in devetkratnim prebijanjem Sestih tock razpona v vsaki seriji.

Standardna krivulja pridobljena z MucoPAP-F
120000 -
90000 -

60000 -

30000 -

Intenziteta fluorescenca (udarci)

T T T T T T 1
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[PAP] pg/L
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Profil natan¢nosti: Profil natan¢nosti naprave MucoPAP-F je bil dolo¢en s $tirimi razli¢nimi serijami, pri ¢emer je bilo
v vsaki seriji devetkrat preluknjanih Sest to¢k razpona. Predstavljen je v spodnjem grafu.

100 Natancnost profila doseZena z MucoPAP-F
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% 40
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20 +

10 F—w—"" *

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

Ponovljivost in obnovljivest: Ponovljivost in obnovljivost naprave MucoPAP-F sta bili dolo¢eni z uporabo petih
razlicnih serij kompletov in z enajstkratnim luknjanjem vsake od treh notranjih kontrol, priloZzenih v vsakem kompletu.
Ponovljivost predstavlja variacijo znotraj serije (n=11), obnovljivost pa variacijo med serijami (n=>5).

konl::zizl;o:ril:i?los ¢ Dobljena vrednost Ponovljivost Reproduktibilnost
o, o,
(wal) (ng/L) (CV %) (CV %)
1 0,990 11,5 13,9
2 2,100 9.8 9,7
3 3,150 8,0 10,2

Meje detekcije in kvantifikacije: Meje detekcije in kvantifikacije testa MucoPAP-F (izrazene v mikrogramih PAP na
liter krvi) so 0,24 pg/L oziroma 0,32 ug/L ob predpostavki, da :

- meja zaznavnosti je opredeljena kot 3 standardni odkloni nad povpre¢jem nicelnih standardnih meritev

- meja kvantifikacije je opredeljena kot 10 standardnih odklonov nad povpre¢jem nicelnih standardnih meritev.

NavzkriZna reakcija: Test MucoPAP-F ni navzkrizno reagiral z beljakovinami IL2, IL6, IFNy , TNFa ali Escherichia
coli.

U¢inek kavlja: U¢inka kavlja nibilo do koncentracije PAP 1000 pg/L, izraZzene v mikrogramih PAP na liter krvi.
GARANCIJA

Vsaka sprememba ali modifikacija postopka, ki ga priporoca proizvajalec, lahko vpliva na rezultate. V tem primeru
druzba Dynabio S.A. zavraca vso izrazeno, implicitno ali zakonsko dolo¢eno odgovomost, vkljuéno z odgovornostjo, ki

izhaja iz prodaje ali prevoza za njegovo uporabo. V tem primeru druzba Dynabio S.A. ni odgovorna za nobeno
neposredno ali posredno Skodo, ki bi iz tega izhajala.
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POVZETEK DOZIRANJA

Ne pozabite pripraviti eluate krvnih madezev v 150 nl. PBS/jamico
dan pred doziranjem v plo$¢o z okroglim dnom (ni priloZena v kompletu)

1. Plos¢e za doziranje in eluiranje postavite na sobno temperaturo.

2. Po izenacitvi temperature na sobno temperaturo vzemite plo§co za dolo¢anje iz embalaZze in nanjo po homogenizaciji
nanesite eluate madezev, treh kontrol in vzorcev (100 pL/jamico).

. Inkubirajte 3 ure prisobni temperaturi ob mesanju (orbitalno pri 300 rpm).

. Dokon¢ajte pripravo pralnega pufra (dodajte Tween v PBS, pripravljen dan prej).

. Po 3 urah inkubacije opravite 5 pranj s PBS/Tween, izpraznite plo§¢o in jo osusite s tapkanjem.
. Razporedite biotiniliran protiteleso (100 pL/jamico).

. Inkubirajte 30 minut pri sobni temperaturi z meSanjem (orbitalno pri 300 rpm).

. Opravite 5 pranj s PBS/Tweenom, izpraznite plos¢o in jo osusite s tapkanjem.

. Razporedite konjugat streptavidin-europij (100 pL/jamico).

10. Inkubirajte 30 minut pri sobni temperaturi ob mesanju (orbitalno pri 300 rpm).

11. Opravite 5 pranj s PBS/Tween, izpraznite plo§¢o in jo osusSite s tapkanjem.

12. Razporedite raztopino za razkrivanje (200 uL/jamico).

13. Inkubirajte 30 minut pri sobni temperaturi ob mesanju (orbitalno pri 300 rpm).

14. Od¢itajte fluorescenco pri 620 nm po vzbujanju pri337 nm.
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14/15



OPOMBE
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