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MASTAZYME™ ANA Profil HJS 

Použití 

MASTAZYME™ ANA Profil HJS je enzymový imunotest 

pro kvalitativní detekci specifických autoprotilátek proti 

histonům, SS-A, SS-B, Sm, Sm/RNP, Scl-70, Jo-1 a 

Centromeru v lidském séru a plazmě používaný při 

analýze autoimunitních onemocnění. 

 
Test je vhodný pro manuální nebo automatizované použití 

na otevřených procesorových systémech EIA a je určen 

pouze pro profesionální diagnostické použití in vitro. 

Všechny výsledky laboratorních testů by měly být 

interpretovány ve spojení s dalšími klinickými údaji. Je 

třeba vzít v úvahu klinický úsudek a další testy. 

 

Důležitá poznámka k použití tohoto návodu 
k sadě 

Jakékoli změny v návodu k použití soupravy (IFU) 

související s testem povedou ke změně čísla verze ve 

spodní části poslední stránky. Všechny provedené změny 

budou uvedeny na samostatném listu přidaném k návodu 

k použití po dobu tří měsíců od data změny verze. Ujistěte 

se, že pro zkušební postup je použita nejnovější verze 

návodu k použití. 

 

Princip testu 

Test ELISA lze popsat ve čtyřech fázích: 

Inkubace séra 

Specifické protilátky se vážou na antigeny na pevné fázi a 

vytvářejí stabilní imunitní komplex. Po inkubaci po dobu 30 

minut při pokojové teplotě se jamky promyjí, aby se 

odstranily všechny nereaktivní složky séra. 

Konjugovaná inkubace 

Konjugát anti-humánní IgG křenové peroxidázy se přidává 

do všech jamek. Konjugát se váže na IgG protilátky na 

antigenu pevné fáze za vzniku stabilního sendvičového 

imunitního komplexu. Po inkubaci po dobu 30 minut při 

pokojové teplotě se přebytečný konjugát odstraní 

promytím všech jamek promývacím pufrem. 

Reakce a zastavení substrátu 

Substrát TMB se dávkuje do každé jamky a reakce 

enzymu peroxidázy/substrátu vytváří stabilní modrý 

chromogen. Reakce a následný vývoj barvy se zastaví po 

15minutové inkubaci při pokojové teplotě přidáním 0,25 M 

H2SO4 do jamek. Změna pH také způsobuje, že chromogen 

mění barvu z modré na žlutou. 

Interpretace 

Intenzita barvy se odečítá ve čtečce mikrotitračních 

destiček při vlnové délce 450 nm (doporučená referenční 

vlnová délka pro bichromatické měření: 600–690 nm). 

Intenzita barvy (OD) je přímo úměrná koncentraci 

specifické protilátky ve vzorku pacienta. 

Obsah sady 

1.  Mikrotitrační proužky 

12 jednotlivých proužků v držáku, každý s 8 jamkami 

na rozpad potaženými purifikovaným antigenem na 

jamku: Histone, SS-A, SS-B, Sm, Sm/RNP, Scl-70, 

Jo-1 a centromera. 

2.  Pozitivní kontrola 

8 x 1,5 ml lidské plazmy obsahující protilátky proti 

(antigenně specifickým) výše uvedeným antigenům, 

zředěné v pufru, připravené k použití, obsahuje 

Proclin (< 0,1 %), potenciálně infekční (viz varování) 

3.  Negativní kontrola 

1 x 3,5 ml lidské plazmy, zředěné v pufru, připravené 

k použití, obsahuje Proclin (< 0,1 %), potenciálně 

infekční (viz varování) 

4.  Mezní kalibrátor 

8 x 1,5 ml lidské plazmy obsahující protilátky proti 

výše uvedeným antigenům, zředěná v pufru, 

připravená k použití, obsahuje Proclin (< 0,1 %), 

potenciálně infekční (viz varování) 

5.  Ředidlo 

2 x 60 ml rozpouštědlo vzorku, připravené k použití 

6.  Enzymový konjugát 

1 x 12 ml HRP-označený kozí anti-humánní-IgG, 

připravený k použití 

7.  TMB substrát 

1 x 12 ml 3,3', 5,5'tetramethylbenzidin, připravený k 

použití 

8.  Stop roztok 

1 x 12 ml 0,25 M H2SO4 (kyselina sírová), připraveno k 

použití 

9.  Prací prostředek 10 x koncentrovaný 

2 x 50 ml promývacího pufrovacího roztoku, který je 

třeba před použitím zředit v poměru 1:10 destilovanou 

nebo deionizovanou vodou; koncentrát by měl být 

zahřát na 37 °C po dobu 15 minut, aby se rozpustily 

všechny krystaly. 

 

 

Další zkratky 

1.  Připraven k použití 

 

 

Potřebné, ale neposkytnuté materiály 

Mikropipety o objemu 5 μl, 100 μl a 500 μl nebo 

vícekanálová pipeta (volitelně). 

 Čtečka mikrotitračních destiček s filtrem 450 nm 
(referenční filtr 600–690 nm). 

 Myčka mikrotitračních destiček (pokud myjte ručně: 

praní láhev). 

 Reagenční zkumavky pro ředění 

séra.  

 Měřicí válec. 

 Destilovaná nebo deionizovaná voda. 
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Varování 

1. Dodržujte obecné pokyny pro bezpečnost a ochranu 

zdraví při práci s potenciálně infekčními materiály. 

Noste vhodný ochranný oděv a používejte vhodné 

laboratorní vybavení. 

2. Nekontaminujte křížově rekontaminovaná činidla ani 

nevyměňujte uzávěry na lahvích. Nepoužívejte 

kontaminovaná činidla. Nepoužívejte činidla s 

poškozenými lahvemi nebo obaly. Pro každý vzorek a 

činidlo použijte samostatnou pipetu nebo pipetovací 

špičky. 

3. Poskytnuté kontrolní/kalibrační materiály lidského 

původu byly testovány na protilátky proti HIV, HCV a 

na HBsAg a bylo zjištěno, že jsou negativní. Mělo by 

se s nimi však zacházet jako s potenciálně infekčním 

materiálem a schopným přenášet nemoci. 

Neposkytuje se žádná záruka, že vzorky neobsahují 

infekce nebo mikrobiální kontaminaci. 

4. Soupravové činidlo může obsahovat hovězí složky. K 

ochraně před infekcemi priony nebo zoonotickými 

patogeny je třeba dodržovat standardní předpisy o 

bezpečnosti práce (GLP). 

5. Nepoužívejte hemolyzované, lipemické nebo ikterické 

vzorky (lit. 5, 6, 7). 

6. Některá činidla jsou dráždivé, zejména zastavovací 

roztok a substrát TMB. Vyhněte se kontaktu s kůží, 

očima a sliznicemi. V případě nehody opláchněte 

vodou a vyhledejte lékařskou pomoc. Po použití 

vyčistěte veškeré zařízení, abyste předešli 

sekundárním kontaktům. 

7. Proclin se používá jako konzervační látka, jak je 

označeno. Při požití může být toxický. Vždy zlikvidujte 

propláchnutím, aby se vypustilo velké množství vody. 

 

Opatření 

 Před provedením testu si pozorně přečtěte pokyny. 

Neupravujte postup bez předchozího ověření. 

 Nepoužívejte činidla po uplynutí doby použitelnosti. 

 Nemíchejte činidla mezi různými šaržemi, protože 

Reagencie byly kalibrovány pro každou šarži. 

 Všude, kde je to možné, používejte jednorázové 

plastové nádobí. Opakovaně použitelné sklo by mělo 

být před použitím důkladně umyto a opláchnuto od 

čisticích prostředků. 

 Pro každý krok pipetování vždy používejte novou 
pipetovací špičku. 

 Všechna činidla by měla být ohřáta na pokojovou 

teplotu (18 až 24 °C) před zahájením zkušebního 

postupu. 

 Před pipetováním by měla být všechna činidla 

důkladně promíchána. Je třeba se vyvarovat prudkého 

protřepávání vedoucího k tvorbě pěny. 

 Je důležité pipetovat s konstantními časovými 

intervaly, tak, aby všechny jamky mikrotitrační 

destičky měly stejné reakční podmínky. 

 Obsah lahví je obvykle citlivý na oxidace by tedy měla 

být otevřena pouze na krátkou dobu. 

 Používejte pouze laboratorní vodu nejvyšší kvality 

(např. Aqua dest., Aqua bidest., Aqua iniectabilia, 

HPLC grade). 

 V souladu se správnou laboratorní praxí (GLP) by 

mělo být veškeré laboratorní vybavení pravidelně 

kontrolováno z hlediska přesnosti a preciznosti. Jedná 

se např. o mikrolitrové pipety a promývací nebo ELISA 

čtecí instrumenty. 

 

Likvidace 

Soupravové činidla, vzorky a kontaminovaný jednorázový 

materiál by měly být zlikvidovány v souladu s příslušnými 

směrnicemi a předpisy pro likvidaci infekčních materiálů. 

 

Skladování a stabilita 

Všechna činidla skladujte při teplotě 2–8 °C. 

Datum exspirace každého činidla je vytištěno na 

jednotlivých etiketách. Po překročení doby použitelnosti 

nepoužívejte žádná činidla. 

Zředěný promývací pufr je stabilní po dobu až 4 týdnů při 

skladování při teplotě 2–8 °C.  Před testováním se však 

ujistěte, že má pokojovou teplotu. 

Sady by měly být použity do tří měsíců od otevření. 

 

Ukázkový materiál 

K testování lze použít sérum i plazmu. Vzorky lze 

skladovat při teplotě 2–8 °C po dobu až 3 dnů, i když pro 

delší dobu skladování by měly být alikvotovány a 

uchovávány při teplotě –20 °C. 

Opakované zmrazování a rozmrazování je kontraindikováno. 

Rozmražené vzorky by měly být před použitím v testu 

smíchány (vírem)! 

Lipemické, hemolytické, ikterické nebo bakteriálně 

kontaminované vzorky mohou způsobit falešně pozitivní 

nebo falešně negativní výsledky (lit. 5, 6, 7). 

 

Postup testu 

1. Příprava vzorků reagencií 

Před použitím nechte všechny součásti soupravy a 

vzorky dosáhnout pokojové teploty (RT, 18–24 °C) a 

dobře promíchejte. 

Příprava vzorku: Séra pacienta by měla být před 

testováním předem naředěna v poměru 1:101 v 

ředicím roztoku vzorku (např. 5 μl séra + 500 μl ředidla 

vzorku). 

Promývací pufr: Všechny krystaly, které mohou být 

v lahvičce, rozpusťte zahřátím na 37 °C a poté dobře 

promíchejte. 

Koncentrovaný promývací pufr v poměru 1:10 se zředí 

destilovanou vodou (např. 50 ml pufrovacího 

koncentrátu + 450 ml destilované vody). Důkladně 

promíchejte. 

• Přísně dodržujte pokyny. Uživatel nese výhradní 

odpovědnost za jakékoli změny zkušebního 

postupu. 

• Reagencie by neměly být ponechány při pokojové 

teplotě déle, než je nutné. 

• Veškeré nepoužité mikrotitrační proužky skladujte 

v přiloženém uzavíratelném hliníkovém sáčku a 

skladujte v suchu při teplotě 2–8 °C. 
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2. Kroky testu 

Připravte dostatečné množství mikrotitračních jamek 

pro kalibrátory, kontroly a vzorky. 

Poznámka: Jsou možné i jiné inkubační 

podmínky. V případě úprav doporučeného 

zkušebního postupu (např. inkubační teplota 37 

°C místo RT) by však měl být výkon testu ověřen 

uživatelem. 
 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
Jeh

o 

tón  

CO Pos S S 
        

B SS-A CO Pos S S         

C SS-B CO Pos S S         

D Sm CO Pos S S 
        

E 
Sm/ 

RNP 
CO Pos S S 

        

F SCL-70 CO Pos S S 
        

G Jo-1 CO Pos S S 
        

H CENP CO Pos S S 
        

CO: Antigenně specifický hraniční kalibrátor, Pos: pozitivní 

kontrola, S = vzorek 

 
 

 

1. Pipetujte 100 μl každého ze zředěných vzorků 

(1:101) a kalibrátory a kontroly připravené k 

použití do příslušných jamek. 

2. Inkubujte testovací proužky při pokojové teplotě 

po dobu 30 minut. 

3. Obsah mikrojamek zlikvidujte a omyjte 

3krát s 300 μl zředěného promývacího pufru. Poté 

odstraňte zbytkový prací pufr jemným poklepáním 

mikrotitrační destičky na papírovou utěrku. 

4. Do každé jamky pipetu napipetujte 100 μl roztoku 

enzymového konjugátu. 

5. Inkubujte testovací proužky po dobu 30 minut při 

pokojové teplotě. 

6. Proveďte krok praní podle bodu 3. 

7. Do každé jamky napipetujte 100 μl substrátu 
TMB. 

8. Inkubujte 15 minut ve tmě (např. v zásuvce) při 

pokojové teplotě. 

9. Do každé jamky se přidá 100 μl zastavovacího 
roztoku. 

10. Po pečlivém promíchání odečtěte optickou 

hustotu při 450 nm. Blank proti vzduchu. 

Doporučuje se bichromatické měření s použitím 

referenční vlnové délky 600–690 nm. Koncentrace 

lze vykreslit pomocí elektronického grafického 

balíčku nebo ručně proti kalibrační křivce. 

Po přidání zastavovacího roztoku je vyvinutá 

barva stálá po dobu nejméně 30 minut. Během 

této doby odečtěte optické hustoty. 

 
Interpretace výsledků 

Kvalitativní 

Kalibrátor Cut-off se používá pro kvalitativní interpretaci 

testů v závislosti na požadavcích na specifičnost pro 

zahrnutí nebo vyloučení hraničních výsledků. Kvantitativní 

interpretace není možná, pokud se používá pouze 

samotný kalibrátor Cut-off. 

Vypočtené hodnoty OD pro séra pacientů, jak je uvedeno 

výše, se porovnají s hodnotou pro kalibrátor Cut-off. Pokud 

je hodnota vzorku vyšší, pak by měla být čtena jako 

kladná, pokud je nižší, výsledek by měl být čten jako 

záporný. 

Doporučené normální hodnoty 

Ve studii s normálním rozmezím s použitím vzorků séra od 

zdravých dárců krve a sér chorobných stavů byla 

stanovena následující normální a zvýšená rozmezí. 

Doporučuje se, aby každá laboratoř stanovila svá 

individuální normální rozmezí na základě výsledků 

získaných od místní populace: 

Negativní: Vzorek OD < mezní kalibrátor OD 

Pozitivní: Vzorek OD > mezní kalibrátor OD 

Interpretace 

Výsledky mohou být ovlivněny několika faktory pacienta. 

Klinická diagnóza a prognóza onemocnění by neměla být 

založena na jediném výsledku testu. Před stanovením 

konečné diagnózy je třeba vzít v úvahu další laboratorní 

údaje a klinická pozorování. 

MASTAZYME™ ANA Profile HJS detekuje protilátky 

namířené proti antigenům histonu, SS-A (Ro), SS-B (La), 

Sm, Sm/RNP, Scl-70, Jo-1 a/nebo centromera. Typizace 

specifické protilátky je možná již na pozici antigenu. 

www.mast-group.com 
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Výkonové charakteristiky 

Klinická výkonnost 

Pro prokázání klinické výkonnosti byly testovány klinické vzorky (sérum a plazma). Na základě těchto údajů byly vypočteny 

následující parametry klinické výkonnosti 
 

 Vzorec 

Diagnostická citlivost 
Toaletní papír 

 

(TP + FN) 

Diagnostická specificita 
TN 

 

(TN + FP) 

Pozitivní prediktivní hodnota 
(PPV) 

Toaletní papír 
 

(TP + FP) 

Záporná prediktivní hodnota 

(NPV) 

TN 
 

(TN + FN) 

Efektivita 
(TP + TN) 

 

totální 

Pozitivní věrohodnostní poměr 
(PLR) 

Sens 
 

(1 − Spec) 

Poměr negativní věrohodnosti 
(NLR) 

(1 − Sens) 
 

Specifikace 

(Zkratky: TP: Pravdivě pozitivní, TN: Pravdivě negativní, FN: Falešně negativní, FP: Falešně pozitivní) 
 

 Sens Specifik
ace 

PPV NPV Fondu. PLR NLR 

Jeho 96.7% 99.2% 96.7% 99.2% 98.7% >10 <0.1 
řekl: 

SS-A 97.6% 99.0% 98.8% 98.1% 98.4% >10 <0.1 
řekl: 

SS-B 91.0% 99.3% 96.8% 97.9% 97.7% >10 <0.1 
řekl: 

Sm 92.9% >99% 
% 

96.3% 99.1% 98.8% >10 0.1 

Sm/RNP 96.3% 98.5% 98.1% 97.0% 97.5% >10 <0.1 
řekl: 

SCL-70 >99% % >99% 
% 

>99% 
% 

>99% 
% 

>99% % >10 <0.1 
řekl: 

Jo-1 >99% % 98.1% 85.7% >99% 
% 

98.3% >10 <0.1 
řekl: 

CENP 90.0% 93.3% 94.6% 87.5% 91.3% >10 0.1 

(Zkratky: PPV: pozitivní prediktivní hodnota, NPV: negativní prediktivní hodnota, PLR: pozitivní věrohodnostní poměr, NLR: negativní věrohodnostní poměr, 

His: Histone, CENP: Centromer) 

 

 

Přesnost 

Opakovatelnost byla prokázána na jedné šarži s nejméně dvěma různými parametry v průběhu více dat měření. 

Rereprodukovatelnost byla prokázána na více šaržích v různých datech měření. 

 

 

Hlášení závažných incidentů 

Všechny závažné incidenty, ke kterým došlo v souvislosti se zařízením, musí být hlášeny výrobci a příslušnému orgánu 

členského státu, ve kterém je uživatel a/nebo pacient usazen. 
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Odkazy naleznete na konci návodu k použití. 
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Historie změn zahrnuje změny významných aspektů testu / 

IFU. 

 

Kapitola Popis změny 

Varování a 

bezpečnostní 

opatření 

Separace do dvou různých sekcí. 

Zahrnutí dalších bodů pro manipulaci 

s testy 

Likvidace Separace od varování 

a bezpečnostní opatření 

Odkazy Doplnění odkazů pro lipemické, 

hemolytické a ikterické vzorky 

Odkazy: 

Historie změn: 
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e-mail: mast@mast-diagnostica.de 
W e b :  www.mast-group.com 

 
 
 

 
Použité ikony dle normy DIN EN ISO 15223-1 
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