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ORG 789 ANCA-3-Line

KRATKY POPIS
ANCA-3-Line imunoblot je membranovy na bazi enzymu zaloZeny test pro semi-kvantitativni méreni tfidy protilatek
1gG proti PR3, MPO, GBM ve vzorcich lidského séra nebo plasmy. Tento vyrobek je uréen pouze pro profesionalni
in vitro diagnostiku.

POUZIVANE SYMBOLI

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

H Vyrobce

Katalogové Cislo Vymaz pasy

\/ 16 Dostacuje pro Vzorkovy pufr

Kaéd Sarte Enzymovy konjugat

¢ Spotiebuijte do Promyvaci pufr

A Teplotni omezeni BCIP substratovy roztok
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Chrarite pfed slune¢nim svétlem
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PRINCIP TESTU

Na membranu z nitrocelul6zy jsou naneseny v prouzcich vysoce purifikované antigeny PR3, MPO a GBM stejné
jako tfi antigeny pro CO cut-off mezni kontrolni vzorek, EC kontrolni vzorek konjugatu a SC sérovy kontrolni
vzorek jsou vazany na nitricelulézovy prouzek.

Protilatky pfitomné v séru nebo plazmé reaguji s navdzanym antigenem . Promyti stripll odstrafiuje nenavazané
protilatky a nespecifické komponenty vzorku. Alkalicka fosfatdza konjugovana s anti-lidskym IgG detekuje
protildtky navazané ze vzorku, které tvofi komplex konjugat / protilatka / antigen. Promyti stripl odstrani
nenavazany konjugat. Substrat BCIP / NBT je hydrolyzovan navazanym enzymovym konjugatem a tvofi
nerozpustny modro-fialovy produkt. Promyti stripli odstrariuje ne-hydrolyzovany substrat a ukonci reakci. MnoZstvi
barvy je pfimo Umérna koncentraci protilatek IgG pfitomnych v ptvodnim vzorku.
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VAROVANI A UPOZORNENI

V8echna ¢inidla této sady jsou navrzena pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

Bilkovina hovéziho séra (BSA) pouzitd v komponentach byla otestovana na BSE a to negativné.

Vyhnéte se kontaktu se substratem BCIP/NBT.

Vzorkovy roztok a myci roztok obsahuji 0.09% azidu sodného jako ochranny prostfedek. Tato koncentrace je
klasifikovana jako bezpec¢na.

Enzym konjugace obsahuje 0.05% ProClinu jako ochranného prostfedku. Tato koncentrace je klasifikovana jako
bezpecéna.

Béhem manipulace se vSemi Cinidly, kontrolami vzorky séra sledujte stavajici nafizeni pro laboratorni bezpe€nost
a spravnou laboratorni praci:

Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned dikladné oplachnéte vodou a saponatem. Sundejte
kontaminovany odév a boty a pred dal$im pouzitim je omyjte. Dojde-li ke kontaktu systémové kapaliny s kizi,
oplachnete dikladné vodou. Po kontaktu se zrakem dukladné oplachujte oteviené oci tekouci vodou po dobu
alespori 10 minut. Dle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

Osobni opatfeni, ochranné vybaveni a postup v pfipadé nouze:

Sledujte nafizeni laboratorni bezpe¢nosti. Vyvarujte se kontaktu s pokozkou a o¢ima. Nepozivejte. Nenasavejte
usty. Nejezte, nepije, nekufte nebo nenanasejte make up v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo sadou
¢inidel. Pri vyliti absorbujte inertnim materidlem a polity material fadné zlikvidujte.

Limity vystaveni / ochrana osob: Noste ochranné rukavice z nitridové pryZze nebo pfirozeného latexu. Noste
ochranné bryle. Pfi pouzivani dle uréeného pouziti nejsou znamy nebezpecné reakce.

P¥i likvidaci laboratorniho odpadu je tfeba dodrzovat mistni a narodni predpisy.

Dodrzujte smérnici pro provadéni Fizeni kvality ve zdravotnickych laboratofich analyzanimi kontrolami séry.

ODEBIRANI VZORKU, JEJICH PRIPRAVA A UCHOVAVANI

» Krevni vzorky odebirat podle platnych smérnic a metod.

+ Krev nechat srazit a sérum ziskat odstfedénim.

» Pouzivani hemolytickych, lipemickych a ikterickych sér je potfeba se vyhnout.

* Pri teploté 2 - 8 °C chlazené vzorky séra a plazmy mohou byt skladovany az 5 dni. Je-li planovano delsi
skladovani, mély by byt vzorky rozdéleny na alikvotni ¢asti a pfi -20 °C hluboce zmrazeny.

+ Vyhybat se opakovanému rozmrazeni a zmrazeni! To muize vést ke ztraté aktivity autoprotilatek nebo protilatek.

» Pouzivani tepelné inaktivovanych sér se nedoporucuje.
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OBSAH SOUPRAVY

8 ORG 789-08 Dostacuje pro 8 stanoveni
V16 ORG 789-16 Dostacuje pro 16 stanoveni
1x/2x 8 kusU nitrocelulézovych prouzk( s nakoutovanymi antigeny. K okamzitému pouZziti.

1 Predpfipraveny nitrocelul6zovy kalibracni strip (ozna¢ené CAL) pro semikvantitativni
hodnoceni. K okamZitému pouZiti.

Kod produktu na prouzku: 89
1x 20 ml Vzorkovy pufr PB, Zlutd; obsahuje PBS, BSA, saponaty, ochranny prostfedek azid
sodny 0.09%. Pfipraven k pouziti.
1% 20 ml Enzymovy konjugat; svétle &ervena; obsahuje protilidské protilatky IgG, ozna&eno
alkalické fosfatazy; PBS, BSA, detergent, ochranny prostfedek PROCLIN 0.05%
1x 20 ml Promyvaci pufr WB; obsahuje Tris, detergent, ochranny prostfedek azid sodny 0,09%;
50x koncentrat.
1x/2x 10 ml Substratovy roztok (BCIP/NBT). Pfipraven k pouziti.
1x/2x Inkubaéni vanicka
1x/2x Dokumentaéni list
53] 1x Navod k pouziti: Mini-DVD
5] 1x Certifikat analyzy
POTREBNE VYBAVENI

Mikropipety se Spi¢kami na jedno pouziti na 10 pl, 1000 pl
Destilovana nebo deionizovana voda

Odmeérny valec na 1000 ml

Laboratorni ¢asomira

Trepacka

SKLADOVANI A STABILITA

« Skladujte testovaci sadu pfi 2-8°C na tmavém misté.

* Béhem skladovani a pouzivani nevystavuijte ¢inidla horku, sluneénimu zafeni nebo silnému svétlu.

+ Udrzujte prouzky nitrocelulézy v dobfe uzavieném pivodnim plastovém obalu s pfidanymi susidly.

« Dulezité: Kalibraéni strip je velmi citlivy na svétlo. Skladujte ve tmé!

» Uchovatelnost neoteviené testovaci je 15 mésicu od data vyroby. Neoteviena ¢inidla jsou stabilni do konce
expirace sady. Viz Stitky pro individuaini davku.

* Rozfedény myci roztok je stabilni minimalné 30 dni, je-li skladovan pfi 2-8°C. Doporu¢ujeme pouzit stejny den.

POZNAMKY K PRACOVNIMU POSTUPU

Slozky soupravy nepouzivejte po uplynuti doby trvanlivosti.

Nepouzivejte spole¢né jednotlivé soucasti z riznych sad a produkty.

V8echny slozky museji mit pokojovou teplotu (20 — 28 °C).

Pripravte si vS§echny slozky a vzorky. Jakmile zkouska zacne, je nutné provést ji bez pferuseni.
Provadéjte jednotlivé kroky testu vyhradné v ur€éeném poradi.

Vzdy pouzivejte Cerstvé nafedéné vzorky.

Aby nedochéazelo ke kontaminaci, vymériujte $picku mezi jednotlivymi vzorky.

VSechny kroky inkubace museji byt pfesné ¢asovany.

S paskami nitrocelulozy zachazejte v rukavicich nebo pomoci pinzety.

Kontrolni séra je nutne pravidelne analyzovat jako neznama pro kontrolu ucinnosti sloZek a testu.
Je duleZite se presvedcit, Ze v prubehu inkubace stripu se netvori vzuchove bubliny. Ty by mohly vest k
nepravidelnemu vybarvovani prouzku a ke spatnym vysledkum.
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PRIPRAVA SLOZEK
Naredte obsah Promyvaciho pufru koncentratu (50x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na kone¢ny objem
1000ml (11).

Pfipraven k pouziti

Ptiprava vzorku
PFiprava vzorku: Redéni vzorku naleznete v testu. Efektivni fedéni béhem zkousky je 1:101.

TESTU PRECEDURE

Pomoci pinzety opatrné vlozZte prouzek do kazdé komurky inkubaéni misky:

Pridejte 1.0 ml vzorkového pufru. Jemnym houpanim nechte pusobit po dobu asi 5 minut
Pridejte 10 pl séra pacienta pfimo do komurky

Za jemného houpani inkubujte po dobu 60 minut pfi pokojové teploté (20-28°C).

Opatrné odstrarite z prouzk(i veSkeré rozfedéné sérum.

PFidejte 2.0 ml promyvaciho pufru, inkubujte po dobu 5 minut

Opatrné odstrarite z prouzkli veskeré zbytky pufru. Tento postup opakujte dvakrat.

Do kazdé komdurky pfidejte 1.0 ml enzymového konjugatu.

Za jemného houpani inkubujte po dobu 30 minut pfi pokojové teploté.

Z prouzkul odstrarite veskery konjugat.

PFidejte 2.0 ml promyvaciho pufru, inkubujte po dobu 5 minut

Opatrné odstrarite z prouzkl zbytky vesSkerého pufru. Tento postup opakujte dvakrat.

Do kazdé komiirky pfidejte 1.0 ml substratu.

Za jemného houpani inkubujte po dobu 10 minut pfi pokojové teploté.

Z prouzku odstrarite veskery substratu.

Pridejte 1.0 ml destilované vody, inkubujte po dobu 5 minut

» Opatrné odstrarite z prouzkt veskerou vodou. Tento postup opakujte dvakrat.

Prouzky opatrné vysuste papirovou utérkou. Pfed hodnocenim ponechte prouzky vyschnout na vzduchu.

VALIDACE

Test je platny, pokud se v§echny tfi kontrolni prouzky (CO mezni kontrolni vzorek, EC kontrolni vzorek konjugatu a
SC sérovy kontrolni vzorek) ukazuji zménu substratu z hlediska modro-fialové linky! Pokud tato kritéria nejsou
splnéna, jsou vysledky neplatné a test je nutné opakovat.

Poznamka: V pfipadé cut off meznich hodnot pro vzorky se test opakuje nebo se provede jinym zpusobem. Séra
pacienty v pfipadech mnoha autoimunitnich onemocnéni ¢asto obsahuji nékolik specifickych protilatek. Takova
séra mohou vykazovat pozitivni reakci na vice nez jednu fadu antigenu.

INTERPRETACE VYSLEDKU
Intenzita modro-fialového prouzku v misté, kde je nakoutovan antigen je pfimo umérna koncentraci IgG protilatek
pritomnych v testovaném vzorku.

Semi-kvantitativni hodnoceni stript vzorku:

negativni: Intenzita vzorku pacientova prouzku je slabsi neZ intenzita prouzku CO
mezni: Intenzita prouzku pacientova vzorku je ekvivalentni s intensitou CO-prouzku
slabé pozitivni: Intenzita pacientova prouzku je o 1 urover silnéj§i nez intenzita prouzku CO
pozitivn:i Intenzita pacienta vzorku je az az 2 rovné silnéjsi nez intenzita prouzku CO
silné pozitivni: Intenzita pacienta vzorku je > o 3 Urovné silnéjSi nez intenzita prouzku CO

Vyklad intenzity modro-fialového prouzku:
(1) Porovnejte intenzitu CO linii na pacientském stripu s intenzitou linii na kalibraénim stripu.
Priklad:
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(2) Porovnejte intenzitu linii pacientova vzorku s intenzitou kalibraénim stripu.

Pfiklad: Interpretace intenzita linie vzorku pacienta je "slabé pozitivni".
co

L
5 111 oj=fef| cu
co =] scl [17;052#50292‘57

CHARAKTERISTIKY VYKONNOSTI

KALIBRACE
Citlivost, specificita a odezva na davku ANCA-3-Line imunoblotu byla hodnocena pomoci klinicky definovanych
domacich kontrolnich séra obsahujici rizné relativni mnozstvi sér se znamou specifi¢nosti.

Rozsah méreni
Hodnoceni intenzity modré linie, jak je popsano vySe, umoziiuje semikvantitativni stanoveni protilatek tfid 1gG
testovaného vzorku do kvantifikace rozsaht:
negativni, hraniéni, slabé& pozitivni, pozitivni, silné pozitivni
(negative, borderline, weak positive, positive, strong positive)

Predpokladané hodnoty
V béZném rozsahu studie vzorkl séra darct zdravé krve byly stanoveny nasledujici rozsahy pomoci kvantitativni
analyzy. Cut off: hrani¢ni

INTERPRETACE VYSLEDKU
Normaini: negativni
ZvySené: slabé pozitivni, pozitivni, silné pozitivni

Linearita
Vzorky pacienttl obsahujici vysoké hladiny specifickych protilatek byly fedény vzorku pufru. Uginnost kaZzdého
fedéni byla stanovena pomoci kalibraéniho prouzku.

Linearita
Vzorek Redéni Pozorovana Ogekavana .
1 1:100 strong positive | strong positive | PASS
1:200 positive positive PASS
1:400 weak positive | weak positive | PASS
1:800 borderline borderline PASS
. 1:1600 negative negative PASS
2 1:100 strong positive | strong positive | PASS
1:200 positive positive PASS
1:400 weak positive | weak positive | PASS
1:800 borderline borderline PASS
1:1600 negative negative PASS

Limit detekce
Immunoblot je semi-kvantitativni metoda. Kazdy reaktivita niz§i nez je hodnota hrani¢ni je povazovana za negativni
a nelze ji jiz kvantifikovat dale.

Technické udaje
Intra-assay presnost: Variacni koeficient (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzorkl z vysledkd 24 stanoveni v
jednom cyklu. Vysledky pro pfesnost analyzy jsou uvedeny v tabulce nize.
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Intra-assay presnost: Variaéni koeficient (CV) byl spogitan pro kazdy ze tfi vzork( z vysledkl 6 stanoveni v 5
ruznych cyklech. Vysledky presnosti mezi cykly jsou uvedeny v tabulce nize.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek Prameér Result Vzorek Prumeér Result
1 negative PASS 1 negative PASS
2 weak PASS 2 weak PASS
3 positive PASS 3 positive PASS

Interference

Nebyla pozorovana Zadna interference se séry, ktera byla hemolyticka (az do 1 000 mg/dl), lipemicka (az do 3g/dl
triglyceridl) nebo obsahovala bilirubin (az 40 mg/dl). Taktéz nebyly pozorovany zadné interference s pouzitim
antikoagulancii (EDTA, heparin, citrat).

Vysledky studie
Study population n  npos %
Wegner's Granulomatosis 75 62 82.7
Microscopic Polyangiitis 15 9 60.0
Normal human sera 80 1 1.3

Klinicka diagnéza
pozitivni  negativni

ORG 789  pozitivni 71 1
ANCA-3-Line  negativni 19 79
90 80 170

senitivitdt  78.9 %
specificita 98.8 %
diagnosticka efektivita 88.2 %

HRANICE METODY

Tonto test je diagnostickd pomucka.Definitivni klinicka diagnéza by neméla byt zalozena na vysledcich jediného
testu, ale méla by byt Iékafem zhodnocena az po vSech klinickych a laboratornich vySetfenich , které ukazi o cely
klinicky obrazem pacienta. Také kazdé rozhodnuti pro terapii by mélo byt feSeno individualné.
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Change Control

Former version: ORG 789_IFU CS_QM115753_2014-04-24_2

Add blot strip into the incubation tray
T Add 1000 pl sample buffer per strip into the incubation tray
T  Shake 5 minutes while incubating

Add 10 pl patient sample and resuspend
~— shake 60 minutes while incubating

> Discard content and wash 3 times for 5 minutes
with2000 pl wash buffer, discard wash

Add 1000 pl enzyme conjugate solution per strip

T Shake 30 minutes while incubating

~— Discard content and wash 3 times for 5 minutes
with 2000 pl wash buffer, discard wash

Add 1000 pl substrate per strip
T Shake 10 minutes while incubating

T Discard content and wash 3 times for 5 minutes

with 1000 pl distilled water, dry blot strips.
Read after complete drying, only
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Reason for revision: New batchcoding system, code on strip revised.



