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MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgM 

Imunofluorescenční test pro detekci IgM protilátek 

proti Treponema pallidum v lidském séru a plazmě. 

 

Použití 

Polokvantitativní (titriovatelný) imunofluorescenční test pro 
detekci a potvrzení protilátek proti IgM zaměřených proti 

Treponema pallidum v lidském séru a plazmě jako 

pomůcka při diagnostice syfilisu. 

Test je vhodný pro manuální použití a je určen pouze pro 

profesionální in vitro diagnostiku. Všechny výsledky 

laboratorních testů by měly být interpretovány společně s 

dalšími klinickými daty. Je třeba také zohlednit klinické 

posouzení a další testy. 

 

Důležitá poznámka k návodu použití 

Jakékoliv změny relevantní pro test v návodu k použití 

sady (IFU) povedou ke změně čísla verze na konci 

poslední stránky. Všechny provedené změny budou 

uvedeny na samostatném listu přidaném do IFU po dobu 

tří měsíců od data změny verze. Prosím, ujistěte se, že pro 

testovací proceduru je použita nejnovější verze IFU. 

 

Princip testu 

Zředěné vzorky, negativní a kladné kontroly nebo 

kalibrátory se aplikují do jamek mikroskopických preparátů 

a inkubují. Všechny jámy jsou pokryty čištěnými antigeny 

tohoto patogenu. Pokud jsou v séru přítomny specifické 

protilátky, navážejí se na fixní patogenní antigeny a 

vytvářejí stabilní komplex antigen-protilátka. Poté se 

sklíčka perou, aby se odstranil jakýkoli uvolněný materiál. 

Komplexní protilátky jsou detekovány přidáním 

fluorescenčně označeného antihumánního IgM 

imunoglobulinového konjugátu. Po dalším kroku 

oplachování k odstranění nevázaných konjugátů se 

preparáty prohlížejí pod fluorescenčním mikroskopem. 

Zelená fluorescence je pozorována, pokud jsou ve vzorku 

přítomny protilátky specifické pro patogen. 

Obsah sady 

1.  Sklíčka 

Deset sklíček s deseti jamkami, každá pokrytá pevnou 
vrstvou 

Buňky Treponema pallidum (Nicholsův kmen). 

2.  Pozitivní kontrola 

1 x 0,5 mL lidského séra s protilátkami specifickými 

pro Treponema pallidum (IgM), připravené k použití, 

obsahuje < 0,1 % NaN3 a ≤ 0,005 % ProClin 

(potenciálně infekční a dráždivý pro kůži, viz varování) 

3.  Negativní kontrola 

1 x 0,5 mL Treponema pallidum IgM negativní 

kontroly, lidské, připravené k použití, obsahuje < 0,1 

% NaN3 a ≤ 0,005 % ProClin (potenciálně infekční a 

dráždivý pro kůži, viz varování) 

4.  FITC Conjugate IgM 

1 x 3 mL antihumánního imunoglobulinu (μ-řetězec, 

králík) konjugovaného s fluorescein isothiokyanátem 

(FITC), připraveného k použití, obsahuje < 0,1 % 

NaN3 a ≤ 0,005 % ProClin (dráždivý pro kůži, viz 

varování) 

5.  PBS 

1 sáčky s 10 g prášku PBS. Rozpustit 1 sáček (10 g) 

v 1 litru destilované nebo deionizované vody a vytvořit 

roztok fosforečnanově pufrovaného fyziologického 

roztoku (PBS) při pH 7,2 

 0,2. 

6.  Mounting Medium 

1 x 3 mL pufrovaného glycerolového montážního 

média, obsahuje < 0,005 % proclin (dráždivý pro 

pokožku, viz varování), připravený k použití 

7.  Sorbent/Ultrasonikát 

1 x 4 mL extrakt z kultivace Treponema reiteri, 
ultrasonikatu, tekutého, připraveného k použití, 

obsahuje azid sodný (< 0,1 %) a ≤ 0,005 % ProClin 

(dráždivý pro pokožku, viz varování) 

8.  Mastsorb 

1 x 6 mL absorbent revmatoidního faktoru, Anti-

human-IgG, kozí, připravený k použití, obsahuje azid 

sodný (< 0,1 %). 

 

Další zkratky 

1. připraveno k použití 
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Požadované, ale neposkytnuté materiály 

 Sterilní zkumavky. 

 Mikropipety a špičky. 

 Barvící miska nebo Coplinova nádoba. 

 Vlhká komora. 

 Odměrná baňka. 

 Destilovaná nebo deionizovaná voda. 

 Pinzeta. 

 Krycí sklíčka. 

 Oplachovací láhev. 

 Fluorescenční mikroskop s kombinací filtrů vhodnou pro 

FITC (např. 490 nm excitační filtr a 510nm bariérový 

filtr). 

Varování 

 Dodržujte obecné zdravotní a bezpečnostní pokyny 

pro práci s potenciálně infekčními materiály. 

Noste vhodné ochranné oblečení a používejte 

vhodná laboratorní zařízení. 

 Nekontaminujte činidla křížově ani nevyměňujte víčka 

na lahvích. Nepoužívejte kontaminovaná činidla. 

Nepoužívejte činidla s poškozenými lahvemi nebo 

obaly. Používejte samostatnou pipetu nebo špičky pro 

každý vzorek a činidlo. 

 Řídicí a kalibrační materiály lidského původu byly 

testovány na protilátky proti HIV a HBsAg a byly 

shledány negativními. Měly by však být považovány za 

potenciálně infekční látky a schopné přenášet nemoci. 

Není zaručeno, že vzorky jsou bez infekcí nebo 

mikrobiální kontaminace. 

 Činidla v sadě mohou obsahovat hovězí složky. Aby 

se zabránilo infekcím priony nebo zoonotickými 

patogeny, je třeba dodržovat standardní předpisy 

bezpečnosti při práci (GLP). 

 Nepoužívejte hemolyzované, lipemické ani ikterické 

vzorky (Lit. 10, 11, 12). 

 Jako konzervanty se používají sodný azid a Proklin. 

ProClin může způsobit podráždění kůže. V případě 

kontaktu s pokožkou by měla být postižená místa 

důkladně umyta mýdlem a vodou. Sodný azid může při 

požití vést k otravě a může tvořit výbušné kovové azidy 

s kovovými sloučeninami (měď, olovo). Při likvidaci 

azidových činidel do laboratorního odpadu opláchněte 

dostatkem vody. 

 

Opatření 

 Před provedením testu si pečlivě přečtěte instrukce. 

Neměňte postup bez předchozího ověření. 

 Nepoužívejte činidla po uplynutí data expirace. 

 Nemíchejte činidla mezi různými dávkami, protože 

činidla byla kalibrována pro každou šarži. 

 Používejte jednorázové plastové nádobí, kde je to 

možné. Znovupoužitelné sklo by mělo být před 

použitím důkladně umyto a opláchnuto bez 

detergentů. 

 Pro každé pipetování musí být použita nová špička 

pipety. 

 Používejte pouze laboratorní vodu nejvyšší kvality 

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

HPLC grade). 

 Nedovolte, aby se během testu vyschly jamky. 

 Nevystavujte sklíčka intenzivnímu slunečnímu záření 

nebo podobnému záření nepříznivé podmínky během 

inkubace. 

 Nevystavujte FITC-konjugát v žádné fázi na silné 

sluneční světlo, UV nebo zářivkové světlo. Držte ho v 

temném prostředí, kdykoli je to možné. 

 

Likvidace 
Sady reaktagent, vzorky a kontaminované jednorázové 

materiály by měly být likvidovány v souladu s příslušnými 

pokyny a předpisy pro likvidaci infekčních materiálů. 

 

Stabilita a skladování 

MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgM lze používat až do konce 

expirace, jak je uvedeno na štítku sady. Všechny 

komponenty a činidla sady by měly být skladovány při 2–8 

°C a před použitím přivedeny na pokojovou teplotu. 

Po prvním otevření jsou činidla stabilní po dobu 90 dnů. 

Otevřená skluzavka se používá ještě ten den. 

Rekonstituovaný prášek PBS by měl být skladován při 2–8 

°C až 30 dní. 

Vzorky (sérum, plazma) mohou být skladovány podle 

obecného doporučení v literatuře. Obecně lze vzorky 

uchovávat při 2–8 °C až 3 dny před použitím, nebo při 

delším skladování při -20 °C.  Opakovanému zmrazení a 

rozmrazování exemplářů by se mělo vyhnout. 

 

Vzorky 

Sérový / plazmový materiál sbírá profesionální personál 

podle aktuálních standardů / osvědčených postupů. Podle 

současného pochopení nelze infekci kontaminovanou krví 

zcela vyloučit. Jakýkoli vzorek materiálu by proto měl být 

považován za potenciálně infekční. 

Vzorky by měly být odebrány a mohou být skladovány při 

2–8 °C až 3 dny podle obecného doporučení v literatuře. 

Sérum by mělo být po odběru okamžitě alicitováno a 

uchováváno při -20 °C pro delší skladování. 

Vzorky by neměly být opakovaně zmrazeny a rozmrazovány. 

Po rozmrazení by měly být vzorky před použitím v testu 

krátce pečlivě prozkoumány vortexem. 

Vzorky kontaminované lipemickou, hemolytickou, 

ikterickou nebo bakteriálně kontaminovanou mohou 

způsobit falešně pozitivní nebo falešně negativní výsledky 

(ref. 10, 11, 12). 
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Postup testu 

 Nechte všechny materiály dosáhnout pokojové 

teploty (alespoň 20 °C) před použitím. 

 Rekonstituujte jeden sáček PBS prášku s 1 litrem 

destilované nebo deionizované vody. 

 Sorbent a Mastsorb jsou připraveny k použití. 

 Připravte vzorky následovně: 

• 20 μL sorbentu + 60 μL mastsorbu, pečlivě 
promíchejte. 

• Přidejte 20 μL neředěného vzorku (séra nebo 

plazmy) a pečlivě promíchejte. 

Neabsorbujte ovládání. 

 Všechny vzorky inkubujte při 37 °C po dobu 30 minut. 

Po inkubaci centrifugujte reakci 5 minut při 3000 

ot./min například v Eppendorfově centrifugě. 

 Opatrně vyjměte sklíčko ze sáčku. Držte Klouzajte po 

okraji a nedotýkejte se jamek. Vložte sklíčka do vlhké 

komory. 

 Naneste 20–25 μL upravených vzorků a kontrol na 

příslušné jamky na sklíčkách podle připraveného 

pracovního formátu. Ujistěte se, že všechny jamky 

jsou zakryté a aby sérum neuniklo z jamek. Přímému 

kontaktu špičky pipety s povrchem závěru by se mělo 

vyhnout. 

 Vložte sklíčka do vlhké komory a inkubujte při 37 °C po 
dobu 60 minut. 

 Po inkubaci se mycí voda opatrně posouvá pomocí 

PBS z mycí lahve, přičemž je důležité dávat pozor, aby 

tryska nesměřovala na testovací jámy. To lze provést 

nasměrováním trysky PBS podél středu závěru, 

přičemž se posuv nejprve nakloní směrem k jamkám 

1–5 a poté k 6–10. 

 Ponořte preparáty do barvicí misky nebo Coplin 

nádoby obsahující PBS a perte je 15 minut při 

pokojové teplotě, po 5 minutách se PBS změní pro 

zvýšení účinnosti praní. 

 Odstraňte sklíčka z barvicí nádoby a odcejte 

přebytečný pufr. Pomocí blotteru osušte oblast před 

jamkami. Nedotýkejte se povrchu jamky. 

 Ihned přemístěte sklíčko do vlhké komory a přidejte 20–

25 μL příslušného FITC-konjugátu do každé jámy. 

Konjugát pokryje celou jamku. Nenechte jamky 

vyschnout. 

 Inkubujte při 37 °C v zakryté vlhké komoře ve tmě po 

dobu 30 minut. 

 Po inkubaci opláchněte preparáty PBS jako v krocích 

9 a 10. 

 Na každý výstupek na závěru naneste malou kapku 

montážního média. Na sklíčko nalepte kryt a výsledky 

si ihned přečtěte. Dávejte pozor, abyste pod krytem 

nezachytili vzduchové kapsy. 

Poznámka: Odstraňte přebytečný montážní materiál 

papírovou utěrkou, vyhněte se přímému pohybu krytu. 

Nadbytečné mounting medium na sklíčku může 

způsobit vysokou fluorescenci pozadí v důsledku 

rozptylu světla. 

 Reakce prohlédněte pod fluorescenčním mikroskopem 

při celkovém zvětšení 400x nebo 800x. 

Interpretace výsledků 

Kontroly musí odpovídat specifickým reakcím šarže 

uvedeným v certifikátu QC. Údaje v tabulce níže slouží 

pouze orientaci a neodrážejí data aktuálního lotu. 
 

Vzorek Očekávané výsledky 

Pozitivní kontrola 1 až 4 + 

Negativní kontrola negativní* 

* negativní: Treponemy mohou být viditelné, ale 

nefluoreskují. 

Pro správnou interpretaci by měly být výsledky porovnány 

s kontrolními systémy. 

Pokud je požadováno další ředění vzorků nebo kontrol na 

základě screeningového titru, lze toho dosáhnout sériovým 

ředením pomocí PBS na screening titru. 

 
Interpretace výsledků vzorků 

Pozitivní vzorky: Treponema vykazuje zelenou 

fluorescenci. Intenzita fluorescence závisí na koncentraci 

protilátek. 

Při IgM pozitivní reakci může vnější tvar Treponemy 

vykazovat slabý difuzní signál, který je trochu obtížné 

zaostřit. To lze považovat za typickou IgM reakci. 

Intenzita může být pro fluorescenci hodnocena na škále od 

1+ do 4+. Při titraci se intenzita 1+ počítá jako minimálně 

reaktivní. 

Obecně je reaktivita pozadí v IgM testu o něco silnější než 

u IgG testu. 

Hraniční vzorky: Vykazují slabou, ale přesto znatelnou 

fluorescenci (+/-) a měly by být opakovány. 

Negativní vzorky: Ve většině případů nejsou viditelné 

žádné treponémy. Treponemy, které jsou zeleně 

zbarvené, ale nejsou fluorescenční, musí být čteny jako 

NEGATIVNÍ. 

V některých případech je pozorován nehomogenní vzor při 

ředění screeningu 1:5. Fluorescence je dosažena v 

některých treponemech nebo v jejich částech, jiné 

treponemy ve stejné jamce jsou pouze barveny bez 

jakékoli fluorescence. Tyto jamkyříze by měly být čteny 

negativně. 

 

Omezení / Interference 

 Test FTA-ABS IgM může občas dát falešně pozitivní 

výsledek za určitých podmínek nebo onemocnění 

pacientů, např. těhotenství, lepra a systémový lupus 

erythematosus (viz reference 5, 6). 

 Séra s vysokým titrem protilátek proti Borrelii (> 1:640) 

může vykazovat zelenou fluorescenci Treponema. 

 Test FTA-ABS IgM byl prokázán jako vysoce citlivý a 

specifický, avšak výsledky by měly být považovány za 

diagnosticky významné spolu se všemi sérologickými 

testy, klinickou anamnézou a dalšími aspekty péče o 

pacienta. 

 Patogenní treponemy zahrnují T. pallidum, příčina 

syfilisu, T. pertenue, příčinou záklonů a 

T. carateum, příčina pinty. Jediným významným 

treponem v Evropě je T. pallidum. Kromě toho existuje 
mnoho komenzálních druhů treponemů a 
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je důležité je odlišit od T. pallidum 
před tím, než je stanovena diagnóza primární syfilis. 

 Komensální treponemy lze kultivovat uměle médium, 

zatímco se snaží kultivovat patogenní treponemy In 

vitro neuspěl. 

 Klinická diagnóza syfilis je potvrzena v laboratoře buď 

prokázáním přítomnosti 

T. pallidum ve výlocích z lézí, nebo 

což prokázalo přítomnost sérových protilátek proti 

organismu. Metody používané k měření protilátkové 

odpovědi na treponemální infekci lze rozdělit do dvou 

hlavních kategorií: 

a) Testy na měření protilátek proti nespecifickým 

treponemálním antigenům, tj. kardiolipinovým 

nebo lipoidálním antigenním testům. Tyto testy se 

dříve nazývaly 'Reagin' testy. 

b) Testy na měření protilátek proti antigenům 

specifickým pro patogenní treponemy, tj. 

 Aglutinační test částicové aglutinace T. pallidum 

(TPPA) a test absorpce fluorescenčních 

treponemálních protilátek (FTA-ABS). 

 

 Výkonnostní charakteristiky 

Citlivost a specifičnost 

Test byl ověřen na panelu obsahujícím 354 vzorků sér a 

plazmy. Panel byl odvozen z pozitivních a negativních 

klinických vzorků. MASTABLOT™ TP IgM (Mast 

Diagnostica, Reinfeld, Německo, REF 6653M08) a 

SERODIA-TP®•PA (Fujirebio Inc., Tokio, Japonsko, REF 

226414) byly použity jako srovnávací produkty. 

 

 
Analytický výkon byl vypočítán následovně: 

 

 Vzorec Hodnota 

Citlivost 
TP 

 

(TP + FN) 
95.73 % 

Specifika 
TN 

 

(TN + FP) 
91.14 % 

Kladná prediktivní hodnota 
TP 

 

(TP + FP) 
84.21 % 

Záporná prediktivní hodnota 
TN 

 

(TN + FN) 
97.74 % 

Účinnost 
(TP + TN) 

 

celkem 
92.66 % 

Kladný poměr věrohodnosti 
(Sens) 

(1 − Spec) 
10.80 

Záporný poměr věrohodnosti 
(1 − Sens) 

(Spec) 
0.05 

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

False positive) 

 

 

Pravdivost 

Citlivost a specificita MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgM je v 

souladu s výkonnostními daty srovnatelných produktů. 

Křížová reaktivita 

Bylo testováno 20 vzorků Borrelia na křížovou reaktivitu. 

Séra s vysokým titrem protilátek proti Borrelie někdy 

dávala falešně pozitivní výsledky (viz Omezení). 

 

 
Sledovatelnost 

INSTAND e. V. RV 311, 2012, Pr. 61 (Serum RVTP 5) 

vzorek je IgM pozitivní a může být použit k úpravě séra 

používaného jako pozitivní kontrola. 

 

 
Přesnost testu  

Když byla pozitivní kontrolní titrace (sériové ředění 1:5 až 

1:640) testována 10krát z různých šarží podle testovacího 

postupu, všechny výsledky byly v rámci úrovně 

fluorescence ±1. Testování ve stejné šarži bylo podobně 

prokázáno opakovatelnosti. Tím byla prokázána přesnost 

testu. 

 

 
Efekt háku při vysoké dávce (efekt prozone) 

IgM test MASTAFLUOR™ FTA-ABS je nepřímý 

imunofluorescenční detekční test využívající FITC-

spřaženou protilátku (2-krokový test). Byl přidán krok 

oplachování, při kterém jsou odstraněny všechny 

nespecifické nebo nevázané protilátky. Z tohoto důvodu se 

předchází efektu háku při vysokých dávkách. 

 

 
Měřicí rozsah 

Když byla podle testovacího postupu testována pozitivní 

titrace (IgM: 1:2-1:256) a ředění vzorku (1:5), byly 

zdokumentovány následující výsledky pro měřicí rozsah: 
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Cut-off 

Mezní hodnota (ředění 1:5, minimální intenzita 

fluorescence 1+) byla definována na panelu sestávajícím z 

354 pozitivních a negativních vzorků séra a plazmy 

odpovídajících uvedené citlivosti a specificitě. 

 

 
Klinický výkon 

Klinický výkon byl prokázán recenzovaným článkem a 

testováním způsobilosti. 

Müller et al., 2006 (reference 9) ukázali pomocí 

metaanalýzy externích kontrolních průzkumů kvality 

Německého programu testování způsobilosti v serologii 

infekcí průměrnou přesnost 88 % (kvalitativní) / 65,8 % 

(kvantitativní) pro test absorpce fluorescenčních 

treponemálních protilátek. 

Pro test MASTAFLUOR™ FTA-ABS IgM se testy 

způsobilosti (INSTAND e.V. Ringversuche, sekce 311, 

Treponema pallidum) provádějí 1–2krát ročně. Data o 

mezilaboratorních porovnáních budou poskytnuta na 

vyžádání. 

 

 

Dostupnost souhrnu údajů o bezpečnosti a 

účinnosti (článek 29 nařízení IVDR) 
 

Zpráva bude dostupná v databázi EUDAMED (jakmile 

bude modul k dispozici). 

(https://ec.europa.eu/tools/eudamed/#/screen/home). 

Zpráva SSP bude poskytnuta na vyžádání. 
 

 

Hlášení vážných incidentů 

Všechny vážné incidenty, které se vyskytly v souvislosti se 

zařízením, musí být hlášeny výrobci a příslušnému orgánu 

členského státu, ve kterém je uživatel a/nebo pacient 

usadeno. 

 

Reference a historie změn 

Odkazy a historii změn najdete na konci návodu pro 

použití. 
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