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MASTAZYME™ ANA Profil HIS

Pouziti

MASTAZYME™ ANA Profil HJS je enzymovy imunotest
pro kvalitativni detekci specifickych autoprotilatek proti
histonim, SS-A, SS-B, Sm, Sm/RNP, Scl-70, Jo-1 a

Centromeru v lidském séru a plazmé pouzivany pfi
analyze autoimunitnich onemocnéni.

Test je vhodny pro manualni nebo automatizované pouziti
na otevienych procesorovych systémech EIA a je urCen
pouze pro profesionalni diagnostické pouziti in vitro.
VS8echny vysledky laboratornich testd by mély byt
interpretovany ve spojeni s dalSimi klinickymi udaji. Je
tfeba vzit v uvahu klinicky usudek a dalsi testy.

Dulezita poznamka k pouziti tohoto navodu
k sadé

Jakékoli zmény v navodu k pouziti soupravy (IFU)
souvisejici s testem povedou ke zméné Cisla verze ve
spodni ¢asti posledni stranky. VSechny provedené zmény
budou uvedeny na samostatném listu pfidaném k navodu
k pouziti po dobu tfi mésict od data zmény verze. Ujistéte
se, ze pro zkuSebni postup je pouzita nejnovéjsi verze
navodu k pouziti.

Princip testu

Test ELISA Ize popsat ve Ctyfech fazich:

Inkubace séra

Specifické protilatky se vazou na antigeny na pevné fazi a
vytvareji stabilni imunitni komplex. Po inkubaci po dobu 30
minut pfi pokojové teploté se jamky promyji, aby se
odstranily v8echny nereaktivni sloZky séra.

Konjugovana inkubace

Konjugat anti-humanni IgG kfenové peroxidazy se pfidava
do v8ech jamek. Konjugat se vaZze na IgG protilatky na
antigenu pevné faze za vzniku stabilniho sendvi€ového
imunitniho komplexu. Po inkubaci po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté se prebyteCny konjugat odstrani
promytim vS8ech jamek promyvacim pufrem.

Reakce a zastaveni substratu

Substrat TMB se davkuje do kazdé jamky a reakce
enzymu peroxidazy/substratu vytvafi stabilni modry
chromogen. Reakce a nasledny vyvoj barvy se zastavi po
15minutové inkubaci pfi pokojové teploté pfidanim 0,25 M
Hzsos do jamek. Zména pH také zpusobuje, Ze chromogen
méni barvu z modré na Zlutou.

Interpretace

Intenzita barvy se odecitd ve cte€ce mikrotitracnich
desti¢ek pfi vinové délce 450 nm (doporucena referenéni
vinova délka pro bichromatické méfeni: 600-690 nm).
Intenzita barvy (OD) je pfimo Umérna koncentraci
specifické protilatky ve vzorku pacienta.

Obsah sady

1. Mikrotitraéni prouzky
12 jednotlivych prouzkld v drzaku, kazdy s 8 jamkami
na rozpad potaZenymi purifikovanym antigenem na
jamku: Histone, SS-A, SS-B, Sm, Sm/RNP, Scl-70,
Jo-1 a centromera.

2. Pozitivni kontrola
8 x 1,5 ml lidské plazmy obsahujici protilatky proti
(antigenné specifickym) vySe uvedenym antigeniim,
zfedéné v pufru, pfipravené k pouziti, obsahuje
Proclin (< 0,1 %), potencialné infekeni (viz varovani)

3. Negativni kontrola
1 x 3,5 ml lidské plazmy, zfedéné v pufru, pfipravené
k pouziti, obsahuje Proclin (< 0,1 %), potencialné
infekeni (viz varovani)

4. Mezni Kalibrator
8 x 1,5 ml lidské plazmy obsahujici protilatky proti
vySe uvedenym antigenim, zfedéna v pufru,
pfipravena k pouziti, obsahuje Proclin (< 0,1 %),
potencialné infekeni (viz varovani)

5, Redidlo
2 x 60 ml rozpoustédlo vzorku, pfipravené k pouziti

6. Enzymovy konjugét
1 x 12 ml HRP-oznageny kozi anti-humanni-igG,
pripraveny k pouziti

7. TMB substrat
1 x 12 ml 3,3', 5,5'tetramethylbenzidin, pfipraveny k
pouziti

8. Stop roztok
1 x 12 ml 0,25 M H2SOas (kyselina sirova), pfipraveno k
pouziti

9. |WASH |CONC Praci prostiredek 10 x koncentrovany
2 x 50 ml promyvaciho pufrovaciho roztoku, ktery je
tfeba pfed pouzitim zfedit v poméru 1:10 destilovanou
nebo deionizovanou vodou; koncentrat by mél byt
zahfat na 37 °C po dobu 15 minut, aby se rozpustily
vSechny krystaly.

Dalsi zkratky

1. Pripraven k pouziti

Potrebné, ale neposkytnuté materialy

1.

Mikropipety o objemu 5 pl, 100 ul a 500 pl nebo
vicekanalova pipeta (volitelné).

2. Ctegka mikrotitradnich destiéek s filtrem 450 nm
(referencni filtr 600—690 nm).

3. Mycka mikrotitracnich desti¢ek (pokud myjte ruéné:
prani lahev).

4. Reagenéni zkumavky pro fedéni

séra.

5. Méfici valec.

6. Destilovana nebo deionizovana voda.
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Varovani

1. Dodrzujte obecné pokyny pro bezpeénost a ochranu
zdravi pfi praci s potencialné infek&nimi materialy.
Noste vhodny ochranny odév a pouzivejte vhodné
laboratorni vybaveni.

2. Nekontaminujte kfizové rekontaminovand cinidla ani
nevymé&nujte uzavéry na lahvich. NepouzZivejte
kontaminovana ¢Cinidla. Nepouzivejte Ccinidla s
posSkozenymi lahvemi nebo obaly. Pro kazdy vzorek a
Cinidlo pouzijte samostatnou pipetu nebo pipetovaci
SpicCky.

3. Poskytnuté kontrolni/kalibraéni materidly lidského
pGvodu byly testovany na protilatky proti HIV, HCV a
na HBsAg a bylo zjisténo, Ze jsou negativni. Mé&lo by
se s nimi vSak zachazet jako s potencialné infekénim
materiadlem a schopnym pfenaset nemoci.
Neposkytuje se zadna zaruka, ze vzorky neobsahuji
infekce nebo mikrobialni kontaminaci.

4. Soupravové ¢&inidlo mize obsahovat hovézi slozky. K
ochrané pfed infekcemi priony nebo zoonotickymi
patogeny je tfeba dodrzovat standardni predpisy o
bezpecnosti prace (GLP).

5. Nepouzivejte hemolyzované, lipemické nebo ikterické
vzorky (lit. 5, 6, 7).

6. Neé&ktera Cinidla jsou drazdivé, zejména zastavovaci
roztok a substrat TMB. Vyhnéte se kontaktu s kizi,
oCima a sliznicemi. V pfipadé nehody oplachnéte
vodou a vyhledejte lékafskou pomoc. Po pouziti
vyCistéte  veSkeré zafizeni, abyste piedesli
sekundarnim kontaktam.

7. Proclin se pouzZiva jako konzervacni latka, jak je
oznaceno. Pfi poziti mlze byt toxicky. Vzdy zlikvidujte
proplachnutim, aby se vypustilo velké mnozstvi vody.

Opatieni

1. Pred provedenim testu si pozorné prectéte pokyny.
Neupravujte postup bez pfedchoziho ovéfeni.

2. Nepouzivejte Cinidla po uplynuti doby pouzitelnosti.

3. Nemichejte €inidla mezi rlznymi Sarzemi, protoze
Reagencie byly kalibrovany pro kazdou Sarzi.

4. VSude, kde je to mozné, pouzivejte jednorazové
plastové nadobi. Opakované pouzitelné sklo by mélo
byt pfed pouzitim dukladné umyto a oplachnuto od
Cisticich prostfedkd.

5. Pro kazdy krok pipetovani vzdy pouzivejte novou

pipetovaci Spicku.

6. VSechna Cinidla by méla byt ohfata na pokojovou
teplotu (18 az 24 °C) pred zahajenim zkus$ebniho
postupu.

7. Pred pipetovanim by méla byt vSechna ¢inidla
ddkladné promichana. Je tfeba se vyvarovat prudkého
protfepavani vedouciho k tvorbé pény.

8. Je dulezité pipetovat s konstantnimi casovymi
intervaly, tak, aby v8echny jamky mikrotitracni
desticky mély stejné reakéni podminky.

9. Obsah lahvi je obvykle citlivy na oxidace by tedy méla
byt oteviena pouze na kratkou dobu.

10. PouzZivejte pouze laboratorni vodu nejvyssi kvality
(napf. Agua dest., Aqua bidest., Aqua iniectabilia,
HPLC grade).

11.V souladu se spravnou laboratorni praxi (GLP) by
mélo byt veSkeré laboratorni vybaveni pravidelné
kontrolovano z hlediska pfesnosti a preciznosti. Jedna
se napf. o mikrolitrové pipety a promyvaci nebo ELISA
Cteci instrumenty.

Likvidace

Soupravové ¢inidla, vzorky a kontaminovany jednorazovy
material by mély byt zlikvidovany v souladu s pfislusnymi
smeérnicemi a pfedpisy pro likvidaci infekénich materiald.

Skladovani a stabilita

VSechna ¢inidla skladujte pfi teploté 2—8 °C.

Datum exspirace kazdého ¢inidla je vytisténo na
jednotlivych etiketach. Po prekroCeni doby pouzitelnosti
nepouzivejte zadna cCinidla.

Zfedény promyvaci pufr je stabilni po dobu az 4 tydn0 pfi
skladovani pfi teploté 2—8 °C. Pred testovanim se vsak
ujistéte, Ze ma pokojovou teplotu.

Sady by mély byt pouzity do tfi mésicl od otevreni.

Ukazkovy material

K testovani lze pouzit sérum i plazmu. Vzorky Ize
skladovat pfi teploté 2—8 °C po dobu az 3 dnd, i kdyz pro
delSi dobu skladovani by mély byt alikvotovany a
uchovavany pfi teploté —20 °C.

Opakované zmrazovani a rozmrazovani je kontraindikovano.

Rozmrazené vzorky by mély byt pfed pouzitim v testu
smichany (virem)!

Lipemické, hemolytické, ikterické nebo bakterialné
kontaminované vzorky mohou zpusobit faleSné pozitivni
nebo faleSné negativni vysledky (lit. 5, 6, 7).

Postup testu

1. Priprava vzorki reagencii

Pfed pouzitim nechte vS8echny soucésti soupravy a
vzorky dosahnout pokojové teploty (RT, 18-24 °C) a
dobfe promicheijte.

Priprava vzorku: Séra pacienta by méla byt pred
testovanim pfedem nafedéna v poméru 1:101 v
fedicim roztoku vzorku (napf. 5 ul séra + 500 pl fedidla
vzorku).

Promyvaci pufr: VSechny krystaly, které mohou byt
v lahvi€ce, rozpustte zahratim na 37 °C a poté dobfe
promichejte.

Koncentrovany promyvaci pufr v poméru 1:10 se zfedi

destilovanou vodou (napf. 50 ml pufrovaciho

koncentratu + 450 ml destilované vody). Dikladné

promichejte.

= Pfisné dodrzujte pokyny. UZivatel nese vyhradni
odpovédnost za jakékoli zmény zkuSebniho
postupu.

= Reagencie by nemély byt ponechany pfi pokojové
teploté déle, nez je nutné.

= Veskeré nepouzité mikrotitraéni prouzky skladujte
v pfilozeném uzaviratelném hlinikovém sacku a
skladujte v suchu pfi teploté 2—-8 °C.
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2. Kroky testu

Pfipravte dostate€né mnozstvi mikrotitracnich jamek
pro kalibratory, kontroly a vzorky.

Poznamka: Jsou mozné i jiné inkubacni
podminky. V pfipadé uprav doporuc¢eného
zkuSebniho postupu (napf. inkubaéni teplota 37
°C misto RT) by vS§ak mél byt vykon testu ovéren
uzivatelem.

1)1 2 |3(4|5|6]|]7|8|9]|10(11]12

Al %" | colpos| s| s

ton

B| SS-A| CO|Pos| S| S

C| SSB | CO|Pos| S| S

D Sm CO|Pos| S| S

Sm/
E RNP CO|Pos| S| S

F |SCL-70f CO|Pos| S| S

G| Jo-1 [CO|Pos| S| S

H| CENP| CO|Pos| S| S

CO: Antigenné specificky hrani¢ni kalibrator, Pos: pozitivni
kontrola, S = vzorek

1. Pipetujte 100 pl kazdého ze zfedénych vzorkl
(1:101) a kalibratory a kontroly pfipravené k
pouziti do pfisluSnych jamek.

2. Inkubujte testovaci prouzky pfi pokojové teploté
po dobu 30 minut.

3. Obsah mikrojamek zlikvidujte a omyjte
3krat s 300 pl zfedéného promyvaciho pufru. Poté
odstrarite zbytkovy praci pufr jemnym poklepanim
mikrotitraéni desti¢ky na papirovou utérku.

4. Do kazdé jamky pipetu napipetujte 100 ul roztoku
enzymového konjugatu.

5. Inkubujte testovaci prouzky po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté.
6. Provedte krok prani podle bodu 3.

7. Do kazdé jamky napipetujte 100 pl substratu
TMB.

8. Inkubujte 15 minut ve tmé (napf. v zasuvce) pfi
pokojové teploté.

9. Do kazdé jamky se pfida 100 yl zastavovaciho
roztoku.

10. Po peclivém promichani odectéte optickou
hustotu pfi 450 nm. Blank proti vzduchu.
Doporuéuje se bichromatické méfeni s pouzitim
referenéni vinové délky 600—690 nm. Koncentrace
Ize vykreslit pomoci elektronického grafického
balicku nebo ru¢né proti kalibracni kfivce.

Po pfidani zastavovaciho roztoku je vyvinuta
barva stala po dobu nejméné 30 minut. B&€hem
této doby odectéte optické hustoty.

Interpretace vysledku

Kvalitativni

Kalibrator Cut-off se pouziva pro kvalitativni interpretaci
testl v zavislosti na pozadavcich na specificnost pro
zahrnuti nebo vylou€eni hraniénich vysledkd. Kvantitativni
interpretace neni mozna, pokud se pouziva pouze
samotny kalibrator Cut-off.

Vypoétené hodnoty OD pro séra pacient(, jak je uvedeno
vySe, se porovnaji s hodnotou pro kalibrator Cut-off. Pokud
je hodnota vzorku vysSi, pak by méla byt ¢tena jako
kladna, pokud je niz8i, vysledek by mél byt ¢ten jako
zaporny.

Doporuéené normalni hodnoty

Ve studii s normalnim rozmezim s pouzitim vzorkd séra od
zdravych darca krve a sér chorobnych stavl byla
stanovena nasledujici normalni a zvySena rozmezi.
DoporuCuje se, aby kazda laboratof stanovila sva
individualni normalni rozmezi na zakladé vysledk
ziskanych od mistni populace:

Negativni: Vzorek OD < mezni kalibrator OD
Pozitivni: Vzorek OD > mezni kalibrator OD

Interpretace

Vysledky mohou byt ovlivnény nékolika faktory pacienta.
Klinicka diagnéza a progn6za onemocnéni by neméla byt
zaloZzena na jediném vysledku testu. Pfed stanovenim
konecné diagndzy je tfeba vzit v uvahu dalsi laboratorni
udaje a klinicka pozorovani.

MASTAZYME™ ANA Profile HJS detekuje protilatky
namifené proti antigendm histonu, SS-A (Ro), SS-B (La),
Sm, SM/RNP, Scl-70, Jo-1 a/nebo centromera. Typizace
specifické protilatky je mozna jiz na pozici antigenu.
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Vykonové charakteristiky

Klinicka vykonnost
Pro prokazani klinické vykonnosti byly testovany klinické vzorky (sérum a plazma). Na zakladé téchto udaju byly vypocteny
nasledujici parametry klinické vykonnosti

Vzorec
) L Toaletni papir

Diagnosticka citlivost —_—
(TP + FN)

TN
Diagnosticka specificita —_—
'agnosiicka speciiicl (TN + FP)

o L Toaletni papir

Pozitivni prediktivni hodnota —_
(PPV) (TP + FP)

Zaporna prediktivni hodnota TN
(NPV) (TN + FN)

. TP + TN
Efektivita L
totalni

Sens
Pozitivni vérohodnostni pomér —_—
(PLR) (1 — Spec)
. . . (1 —Sens)
Pomér negativni vérohodnosti -
(NLR) Specifikace

(Zkratky: TP: Pravdivé pozitivni, TN: Pravdivé negativni, FN: FaleSné negativni, FP: FaleSné pozitivni)

Sens | Specifik| PPV NPV | Fondu.| PLR NLR

ace
Jeho 96.7% | 99.2% | 96.7% | 99.2% | 98.7% | >10 <0.1
fekl:
SS-A 97.6% | 99.0% | 98.8% | 98.1% | 98.4% | >10 <0.1
fekl:
SS-B 91.0% | 99.3% | 96.8% | 97.9% | 97.7% | >10 <0.1
fekl:
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

fekl:

SCL-70 [>99% %| >99% | >99% | >99% |[>99% %| >10 <0.1
% % % fekl:

Jo-1 >99% %| 98.1% | 85.7% | >99% | 98.3% | >10 <0.1
% fekl:

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

(Zkratky: PPV: pozitivni prediktivni hodnota, NPV: negativni prediktivni hodnota, PLR: pozitivni vérohodnostni pomér, NLR: negativni vérohodnostni pomér,
His: Histone, CENP: Centromer)

Presnost
Opakovatelnost byla prokazana na jedné Sarzi s nejméné dvéma rliznymi parametry v pribéhu vice dat méreni.

Rereprodukovatelnost byla prokazana na vice $arzich v riznych datech méreni.

Hlaseni zavaznych incidentu
VSechny zavazné incidenty, ke kterym doSlo v souvislosti se zafizenim, musi byt hlaSeny vyrobci a pfislusnému organu
Clenského statu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient usazen.
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Odkazy

Odkazy naleznete na konci navodu k pouZiti.

Odkazy:

1. Autoprotilatky, Eds. J.B. Peter, Y. Shoenfeld, 1996,
Elsevier

2. Patogenni a diagnosticky vyznam autoprotilatek, Eds.
K. Conrad, R.-L. Humbel, M. Meurer, Y. Shoenfeld,
E.M.Tan, 1998, Pabst Science Publishers

3. Autoantikérper, K. Conrad, 1998, Pabst Science
Vydavatell

4. Pokyny pro klinické pouziti testu na antinuklearni
protilatky a testd na specifické autoprotilatky proti
jadernym antigenim. Americka vysoka $kola
patologl; Kavanaugh A, Tomar R, Reveille J, Solomon
DH, Homburger HA, Arch. Pathol. Lab. Med., 124 (1),
71-

81 (2000).

5. Thomas, L.: Hemolyza jako vliv a interference faktor
(2002) eJIFCC 13(4): 95-8.

6. Nikolac, N.: Lipémie:  pfic¢iny, interference
mechanismy, detekce a fizeni (2014) Biochem 24(1):
57-67

7. Mainali, S. a kol.: Frekvence ikterické interference v
laboratornich testech klinické chemie a pfFiciny
tézkého ikteru (2021) Pract. Laboratorni medicina
00259

Historie zmén:

Historie zmén zahrnuje zmény vyznamnych aspektl testu /
IFU.

Kapitola Popis zmény
Varovani a Separace do dvou rliznych sekci.
bezpecnostni Zahrnuti dal$ich bodt pro manipulaci
Likvidace Separace od varovani
a bezpecnostni opatfeni
Odkazy Doplnéni odkazl pro lipemické,
hemolytické a ikterické vzorky
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Mast Diagnostica GmbH,
Feldstrale 20,
23858 Reinfeld,
Deutschland
Tel: +49 (0)4533 2007 0
Telefax: +49 (0)4533 2007 68
e-mail: mast@mast-diagnostica.de
Web: www.mast-group.com

Mast Group Ltd.

Mast House, Derby Road
Bootle, Merseyside, L20 1EA
Velka Britanie

Tel: +44 (0)151 472 1444
Telefax: +44 (0)151 944 1332
e-mail: sales@mastgrp.com
Web: www.mast-group.com

Pouzité ikony dle normy DIN EN ISO 15223-1

Datum vydani MD V.2.0 2024-07-04
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