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MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgG

Imunofluorescencéni test pro detekci IgG protilatek
proti Treponema pallidum v lidském séru a plazmé.

Pouziti

Polokvantitativni (titriovatelny) imunofluorescenéni test pro
detekci a potvrzeni protilatek proti IgG zaméfenych proti
Treponema pallidum v lidském séru a plazmé jako pomoc
pfi diagnostice syfilisu.

Test je vhodny pro manualni pouziti a je uréen pouze pro
profesiondlni in vitro diagnostiku. V8echny vysledky
laboratornich testll by mély byt interpretovany spole¢né s

dalSimi klinickymi daty. Je tfeba také zohlednit klinické
posouzeni a dalSi testy.

Dulezita poznamka k navodu pouziti

Jakékoliv zmény relevantni pro test v navodu k pouziti
sady (IFU) povedou ke zméné ¢Cisla verze na konci
posledni stranky. VSechny provedené zmeény budou
uvedeny na samostatném listu pfidaném do IFU po dobu
tfi mésicu od data zmény verze. Prosim, ujistéte se, Ze pro
testovaci proceduru je pouzita nejnovéjsi verze IFU.

Princip testu

Zfedéné vzorky, negativni a kladné kontroly nebo
kalibratory se aplikuji do jamek mikroskopickych preparatu
a inkubuiji. V8echny jamky jsou pokryty Cisténymi antigeny
tohoto patogenu. Pokud jsou v séru pfitomny specifické
protilatky, navazeji se na fixni patogenni antigeny a
vytvareji stabilni komplex antigen-protildtka. Poté se
skliCka perou, aby se odstranil jakykoli uvolnény material.
Komplexni  protilatky jsou detekovany pfidanim
fluorescenéné oznaceného anti-lidského IgG
imunoglobulinového  konjugatu. Po dalSim  kroku
oplachovani k odstranéni nevazanych konjugatd se
preparaty prohliZeji pod fluorescenénim mikroskopem.

Zelena fluorescence je pozorovana, pokud jsou ve vzorku
pritomny protilatky specifické pro patogen.

Obsah sady

1.

Skli¢ka
Deset skliCek s deseti jamkami, kazda pokryta pevnou
vrstvou

Buriky Treponema pallidum (Nichols(v kmen).

Pozitivni kontrola

1 x 1 ml lidského séra s protilatkami specifickymi pro
Treponema pallidum (IgG), pfipravené k pouziti,
obsahuje < 0,1 % NaN3 a =< 0,005 % ProClin
(potencialné infekéni a drazdivy pro kuzi, viz varovani)
Kontrola absorpce (sérum)

1 x 1 ml nespecifického kontrolniho séra, lidského,
pfipraveného k pouziti, obsahuje < 0,1 % NaN3 a <
0,005 % ProClin (potencialné infekéni a drazdivy pro
kdzi, viz varovani)

FITC Conjugate IgG

1 x 3 mL antihumanniho imunoglobulinu (fetézovy -
kralik) konjugovany s fluorescein isothiokyanatem
(FITC), pfipraveny k pouziti, obsahuje < 0,1 % NaN3
a < 0,005 % ProClin (drazdivy pro kdzi, viz varovani)

PBS

1 sacky s 10 g prasku PBS. Rozpustit 1 sacek (10 g)
v 1 litru destilované nebo deionizované vody a vytvorit
roztok fosforeCnanové pufrovaného fyziologického
roztoku (PBS) pfi pH 7,2

00,2

| MOUNTING MEDIUM| Mounting Medium

1 x 3 mL pufrovaného glycerolového montazniho
média, pfipraveného k pouziti, obsahuje < 0,005 %
ProClin (drazdivy pro pokozku, viz varovani)
Sorbent/Ultrasonikat

1x 4 mL extrakt z kultivace Treponema reiteri,
ultrasonikatu, tekutého, pfipraveného k pouziti,
obsahuje azid sodny (< 0,1 %) a < 0,005 % ProClin
(drazdivy pro pokozZku, viz varovani)

Dalsi zkratky

1.

pfipraveno k pouziti

Pozadované, ale neposkytnuté materialy

oD © N Oo AN

Sterilni zkumavky.

Mikropipety a Spicky.

Barvici miska nebo Coplinova nadoba
Vlhka komora.

Odmérna barika.

Destilovana nebo deionizovana voda.
Pinzeta.

Kryci sklicka.

Oplachova lahev.

. Fluorescenéni mikroskop s kombinaci filtrd vhodnou

pro FITC (napf. excitaéni filtr 490 nm a bariérovy filtr
510 nm).
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Varovani

1. Dodrzujte obecné zdravotni a bezpecnostni pokyny
pro praci s potencialné infekénimi materialy. Noste
vhodné ochranné oble¢eni a pouzivejte vhodna
laboratorni zafizeni.

2. Nekontaminujte €inidla kfizové ani nevymeéniujte vicka
na lahvich. Nepouzivejte kontaminovana Ccinidla.
Nepouzivejte Cinidla s poSkozenymi lahvemi nebo
obaly. Pouzivejte samostatnou pipetu nebo Spicky
pro kazdy vzorek a Cinidlo.

3. Ridici a kalibraéni materialy lidského pGvodu byly
testovany na protilatky proti HIV a HBsAg a byly
shledany negativnimi. Mély by v8ak byt povazovany
za potencialné infekéni latky a schopné pfenaset
nemoci. Neni zaru¢eno, ze vzorky jsou bez infekci
nebo mikrobialni kontaminace.

4. Cinidla v sadé mohou obsahovat hovézi slozky. Aby
se zabranilo infekcim priony nebo zoonotickymi
patogeny, je tfeba dodrzovat standardni pfedpisy
bezpeclnosti pfi praci (GLP).

5. Nepouzivejte hemolyzované, lipemické ani ikterické
vzorky (Lit. 9, 10, 11).

6. Jako konzervanty se pouZivaji sodny azid a Proklin.
ProClin maze zplsobit podrazdéni kaze. V pfipadé
kontaktu s pokozkou by méla byt postizena mista
ddkladné umyta mydlem a vodou. Sodny azid muze
pFi poziti vést k otravé a muze tvofit vybusné kovové
azidy s kovovymi slouc¢eninami (méd, olovo). Pri
likvidaci azidovych ¢inidel do laboratorniho odpadu
oplachnéte dostatkem vody.

Opatreni

1. PFed provedenim testu si peclivé prectéte instrukce.
Neménte postup bez pfedchoziho ovéreni.

2. Nepouzivejte €inidla po uplynuti data expirace.

3. Nemichejte Cinidla mezi raznymi davkami, protoze
¢inidla byla kalibrovana pro kazdou 3arzi.

4. Pouzivejte jednorazové plastové nadobi, kde je to
mozné. Znovupouzitelné sklo by mélo byt pfed
pouzitim dukladné umyto a oplachnuto bez
detergent(.

5. Pro kazdy krok pipetovani musi byt pouZita nova
Spicka pipety.

6. Pouzivejte pouze laboratorni vodu nejvysSi kvality
(napf. Aqua dest., Aqua bidest., Aqua iniectabilia,
HPLC grade).

7. Béhem testovaciho procesu nedovolte, aby se jamky
vysusily.

8. Béhem inkubace nevystavujte preparaty
intenzivnimu sluneCnimu zafeni ani podobnym
nepfiznivym podminkam.

9. FITC-konjugat nevystavujte v zadném stupni silnému
sluneénimu zafeni, UV nebo zafivkovému svétlu.
Drzte se v temném prostiedi, kdykoli je to mozné.

Likvidace

Sadové Cinidlo, vzorky a kontaminované jednorazové
latky by mély byt likvidovany v souladu s pfislusnymi
pozadavky

Likvidace Pokyny a
materialy.

Ptedpisy pro infekéni

Stabilita a skladovani

MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgG Ize pouzivat az do konce
expirace, jak je uvedeno na S§titku sady. VSechny
komponenty a &inidla sady by mély byt skladovany pfi 2—8
°C a pred pouzitim pfivedeny na pokojovou teplotu.

Po prvnim otevfeni jsou ¢inidla stabilni po dobu 90 dnd.
Oteviena skluzavka se pouziva jesté ten den.

Rekonstituovany prasek PBS by mél byt skladovan pfi 2—8
°C az 30 dni.

Vzorky (sérum, plazma) mohou byt skladovany podle
obecného doporu€eni v literatufe. Obecné& lIze vzorky
uchovavat pfi 2-8 °C az 3 dny pfed pouzitim, nebo pfi
del$im skladovani pfi -20 °C. Opakovanému zmrazeni a
rozmrazovani exemplara by se mélo vyhnout.

Vzorky

a) Sérovy / plazmovy material sbira profesionalni
personal podle aktualnich standardd / osvédéenych
postupl. Podle sou¢asného pochopeni nelze infekci
kontaminovanou krvi zcela vylou€it. Jakykoli vzorek
materialu by proto mél byt povazovan za potencialné
infekéni.

b) Vzorky by mély byt odebrany a mohou byt skladovany
pfi 2-8 °C az 3 dny podle obecného doporuceni v
literatufe. Sérum by mélo byt po odbéru okamzité
alicitovano a uchovavano pfi -20 °C pro delSi
skladovani.

Vzorky by nemély byt opakované zmrazeny a
rozmrazovany.

Po rozmrazeni by mély byt vzorky pfed pouZitim v testu
kratce peclivé prozkoumany vortexem.

Vzorky kontaminované lipemickou, hemolytickou,
ikterickou nebo bakteridlné kontaminovanou mohou
zpusobit faleSné pozitivni nebo faleSné negativni
vysledky (ref. 9, 10, 11).

Postup testu

1. Nechte vSechny materialy dosahnout pokojoveé teploty
(alespon 20 °C) pred pouzitim.

2. Rekonstituujte jeden sacek PBS prasku s 1 litrem
destilované nebo deionizované vody.

3. Sorbent je pfipraven k pouziti.
V8echny vzorky séra zfedte v poméru 1:5 v
sorbentu. PFiklad: 10 uL séra + 40 uL sorbent

4. Redéna kontrolni séra, jak je uvedeno nize:
a. Pozitivni kontrola + sorbent (1:5)
b. Pozitivni kontrola + PBS (1:5)
c. Absorpce + Sorbent (1:5)
d. Absorpce + PBS (1:5)
VoliteIné Ize také Fedit dalSi kontroly sorbentem a PBS.
Po absorpci Ize vzorky / kontroly dale fedit PBS pro
uréeni obsahu protilatek.

5. V8echny vzorky inkubujte pfi 37 °C po dobu 30 minut.
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6. Opatrné odstrarite poZzadovany pocet skli€ek z jejich
sackl a podle toho oznadit. Drzte zavér na okraji a
nedotykejte se jamek. VloZte sklicka do vihké komory.

7. Naneste 20-25 pL upravenych vzork(l a kontrol na
pfislusné jamky na sklickach podle pfipraveného
pracovniho formatu. Ujistéte se, ze vSechny jamky
jsou zakryté a aby sérum neuniklo z jamek. Pfimy
kontakt hrotu pipety s povrchem skluzu muze zpusobit
poSkozeni antigenniho substratu a mél by se tomu
vyhnout.

8. Zakryjte vihkou komoru a inkubujte pfi 37 °C po dobu
30 min.

9. Po inkubaénim oplachovani se opatrné posouva
pomoci PBS z myci lahev, pfiéemz jsem daval pozor,
aby tryska nesméfovala na testovaci jamky. To lze
provést nasmérovanim trysky PBS podél stfedu
zavéru, pficemz se posuv nejprve nakloni smérem k
jamkam 1-5 a poté k 6-10.

10. Ponotte sklicka do barvici misky nebo Coplin sklenice
obsahujici PBS a perte je 15 minut, po 5 minutach se
PBS vyménuje, aby se zvysila sila prani.

11. Odstrante sklicka z barvici nadoby a odcejte
prebytec¢ny pufr. Pomoci blotteru osuste oblast pfed
jamkami. Nedotykejte se povrchu jamky.

12. lhned pfemistéte sklicko do vihké komory a pfidejte
20-25 pL pfislusného FITC-konjugatu do kazdé
jamky. Konjugat pokryje celou jamku. Nenechte jamky
vyschnout.

13. Inkubuijte pfi 37 °C v zakryté vlhké komoie ve tmé po
dobu 30 minut.

14. Po inkubaci oplachnéte preparaty PBS podle krokt 10
a1,

15. Na kazdy vystupek na zavéru naneste malou kapku

montazniho média. Na skli¢ko nalepte kryt a vysledky
si ihned prectéte. Davejte pozor, abyste pod krytem
nezachytili vzduchové kapsy.
Poznamka: Odstranite pfebyteény montazni materiél
papirovou utérkou, vyhnéte se pfimému pohybu krytu.
Nadbyte€né montazni médium na destice mize
zpusobit vysokou fluorescenci pozadi v dusledku
rozptylu svétla.

16. Reakce  prohlédnéte pod  fluorescencnim
mikroskopem pfi celkovém zvétSeni 400x nebo 800x.

17. Po prohlidce maji byt pouzité desti¢ky podle narodniho
prava vyfazeny.

Interpretace vysledku

Kontroly musi odpovidat specifickym reakcim Sarze
uvedenym v certifikatu QC. Udaje v tabulce niZze slouZi
pouze orientaci a neodrazeji data aktualniho lotu.

Vzorek Ocekavané vysledky*
Pozitivni kontrola + sorbent 1+az4+
Pozitivni kontrola + PBS 1+az4+
Absorpce + Sorbent negativni**
Absorpce + PBS 1+az4+

*viz méfici rozsah pro pfiklady
** negativni: Treponemy jsou viditeIné, ale nefluorescuiji.

Pro spravnou interpretaci by mély byt vysledky porovnany
s kontrolnimi systémy.

Pokud je pozadovano dalsi fedéni vzorkd nebo kontrol na
zakladé screeningového titru, lze toho dosahnout
sériovym fedenim pomoci PBS na screening titru.

Interpretace vysledka vzork

Pozitivni vzorky: Treponema vykazuje zelenou
fluorescenci. Intenzita fluorescence zavisi na koncentraci
protilatek.

Intenzita maze byt pro fluorescenci hodnocena na Skale
od 1+ do 4+. P¥i titraci se intenzita 1+ pocita jako
minimalné reaktivni.

Hraniéni vzorky: Vykazuji slabou, ale pfesto znatelnou
fluorescenci (+/-) a mély by byt opakovany.

Negativni vzorky: Ve vétsiné pfipadl nejsou viditelné
zadné treponémy. Treponemy, které jsou zelené
zbarvené, a}e nejsou fluorescenéni, musi byt ¢teny jako
NEGATIVNI.

V nékterych pfipadech je pozorovan nehomogenni vzor pfi
fedéni screeningu 1:5. Fluorescence je dosazena v
nékterych treponemech nebo v jejich Castech, jiné
treponemy ve stejné jamce jsou pouze barveny bez
jakékoli fluorescence. Tyto jamky by mély byt &teny
negativné.

Omezeni / Interference

1. Test FTA-ABS IgG mlze oblas dat faleSné pozitivni
vysledek za urgitych podminek nebo nemoci, napft.
téhotenstvi, lepry a systémového lupus
erythematosus (viz reference 5, 6).

2. Séra s vysokym titrem protilatek proti Borrelii (> 1:640)
muze vykazovat zelenou fluorescenci Treponema.

3. Testu FTA-ABS IgG bylo prokazano, Ze je vysoce
citivy a specificky, av8ak vysledky by mély byt
povazovany za diagnosticky vyznamné spolu se vSemi
sérologickymi testy, klinickou anamnézou a dalSimi
aspekty péce o pacienta.

4. Patogenni treponemy zahrnuji T. pallidum, pFi¢ina
syfilisu, T. pertenue, ptic¢inou zaklonl a
T. carateum, pric¢ina pinty. Jedinym vyznamnym
treponem v Evropé je T. pallidum. Kromé toho existuje
mnoho komenzalnich druht treponemd a je dalezité je
odlisit od T. pallidum ptfed stanovenim diagndzy
primarni syfilidy.

5. Komensalni treponemy Ize kultivovat v umélém
médiu, zatimco se snazi kultivovat patogenni
treponemy In vitro neuspél.

6. Klinicka diagnéza syfilis je v laboratofi potvrzena bud

prokazanim pfitomnosti

T. pallidum ve vylocich z lézi nebo prokazujici

pfitomnost sérovych protilatek proti organismu.

Metody pouzivané k méfeni protilatkové odpovédi na

treponemalni infekci Ize rozdélit do dvou hlavnich

kategorii:

a) Testy na mérfeni protilatek proti nespecifickym
treponemalnim antigentim, tj. kardiolipinu nebo
lipoidalu
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Antigenni testy. Tyto testy se dfive nazyvaly
'Reagin’ testy.

b) Testy na méfeni protilatek proti antigenim
specifickym pro patogenni treponemy, .
Aglutinagni test Casticové aglutinace T. pallidum
(TPPA) a test absorpce fluorescencnich
treponemalnich protilatek (FTA-ABS).

Vykonnostni charakteristiky
Citlivost a specificnost

Test byl ovéfen na panelu sestavajicim ze 366 vzorkd séra
a plazmy. Panel byl odvozen z pozitivnich a negativnich
klinickych vzorkll. MASTABLOT™ TP IgG (Mast
Diagnostica, REF 663G08) a SERODIA-TP®<PA (Fuijirebio
Inc., Tokio, REF 226414) byly pouzity jako referenéni
testy.

Analyticky vykon byl vypogitan nasledovné:

Vzorec Hodnota
itli _ TP | 99.52 %
Citlivost TR A
e N o
Specifika NP 94.63 %
TP
Kladna prediktivni hodnota TR 96.30 %
5 5 iktivni _ ™ | 99.30 %
Zaporna prediktivni hodnota TN N o
Utinnost @P+TN) | 97.49 %
celkem
S
Kladny pomér vérohodnosti % 18.54
Zaporny pomér vérohodnosti | {oon®) 0.01
aporny pomér vérohodnosti Spec)

(Zkratky: TP: True positive, TN: True negative, FN: False negative, FP:
False positive)

Pravdivost

Citlivost a specifita MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgG
odpovida vykonnostnim dat{im referenénich testa.

KFizova reaktivita

Bylo testovano 20 vzork( Borrelia na kfizovou reaktivitu.
Séra s vysokym titrem protilatek proti Borrelie nékdy
davala faleSné pozitivni vysledky (viz Omezeni).

Sledovatelnost

NIBSC QC 2, Lot: 17/B713 (Plasma TP 377) byl pouzit
jako referenéni vzorek.

Presnost testu

Kdyz byla pozitivni kontrolni titrace (sériové fedéni 1:5 az
1:640) testovana 10krat z riznych Sarzi podle testovaciho
postupu, vSechny vysledky byly v ramci Urovné
fluorescence 1.

Efekt haku s vysokou davkou (= efekt prozonu)

MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgG test je nepfimé
imunofluorescenéni detekéni testy vyuZivajici FITC-
spfazenou protilatku (dvoufazovy test). Byl pfidan krok
oplachovani, pfi kterém jsou odstranény vSechny
nespecifické nebo nevazané protilatky. Z tohoto divodu se
pfedchéazi efektu haku pfi vysokych davkach.

Mérici rozsah
Kdyz byla podle testovaciho postupu testovana pozitivni

kontrolni titrace (IgG: 1:5-1:640) a fedéni vzorku (1:5), byly
zdokumentovany nasledujici vysledky pro méfici rozsah:

Negative Borderline +/- Minimal reactive 1+
(Neg. control) (Pos. control 1:160) (Pos. control 1:80)

2+ 3+ 4+
(Pos. control 1:40) (Pos. control 1:20) (Pos. control 1:5)

Sample 1: 3+

Sample 2: 3+

Cut-off

Mezni hodnota (fedéni 1:5, minimalni intenzita
fluorescence 1+) byla definovana na panelu sestavajicim
z 366 pozitivnich a negativnich vzorkd séra a plazmy
odpovidajicich uvedené citlivosti a specificité.

Klinicky vykon

Pro MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgG test se
mezilaboratorni porovnani (INSTAND e.V. Ringversuche,
s’ekce 311, Treponema pallidum) provadeéji 1-2krat ro¢né.
Udaje o testech zpUsobilosti jsou k dispozici na vyzadani.
Zeus Scientific FTA test (REF FA7001) byl identifikovan
jako ekvivalenéni produkt. Nasledujici hodnoty klinického
vykonu byly uvedeny pro ekvivalentni produkt ve
srovnavaci studii 303 vzorku séra (Binnicker et al., 2011):

Klinicka citlivost: 100 %
Klinicka specifika: 98,6 %
K hodnota: 0,98
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Dostupnost souhrnu tdaji o bezpec¢nosti a
ucéinnosti (€lanek 29 nafizeni IVDR)

Zprava bude dostupna v databazi EUDAMED (jakmile
bude modul k dispozici).
(https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home).

Zprava SSP bude poskytnuta na vyzadani.

Hlaseni vaznych incidentt

VSechny vazné incidenty, které se vyskytly v souvislosti se
zafizenim, musi byt hladeny vyrobci a pfislusnému organu
Clenského statu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient
usadeno.

Reference a historie zmén

Odkazy a historii zmén najdete na konci navodu pro
pouziti.
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