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ORG 689 ANCAscreen hs (high sensitive)
KRATKY POPIS

ANCAscreen je testovaci systém ELISA pro kvalitativni méfeni IgG tfid protilatek proti PR3, MPO ve vzorcich
lidského séra nebo plasmy. Tento product je uréen pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.
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PRINCIP TESTU

Mikrotitracni desticky jsou potazené ¢isténym antigentt PR3, MPO.

Stanoveni je zaloZzeno na nepfimé imunitni reakci navazaného enzymu, kterd ma tyto faze: protilatky pfitomné v
pozitivnich vzorcich se navazou na antigen naneseny na povrch reakénich jamek a vytvofi komplex protilatky a
antigenu. Po inkubaci se pfi prvnim promyti odstrani nenavazané a nespecificky navazané molekuly. Nasledné
pridany enzymaticky konjugat se navaze na imobilizovany komplex protilatky a antigenu. Po inkubaci se pfi druhém
promyti odstrani nenavazany enzymaticky konjugat. Po pfidani enzymatického substratu dojde k hydrolyze a ke
vzniku zbarveni v pribéhu inkubace. Pfidavek kyseliny zastavi reakci, které tvofi Zluty finalni produkt. Intenzita
Zlutého zbarveni odpovida koncentraci komplexu protilatky a antigenu a Ize ji fotometricky méfit pfi vinové délce
450 nm.
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OBSAH SOUPRAVY

ORG 689 N/ 9 Dostacuje pro 96 stanoveni

1 Délitelna mikrotitracni desticka obsahujici 12 modulti s 8 jamkami. Pfipraveno k pouZiti.
Kéd produktu na mikrotitraéni: ANC

1x 1.5ml Kontrola A (negativni), obsahujici PR3, MPO protilatky v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

[conTROL]B] 1x 1.5 ml Kontrola B (hraniéni), obsahujici PR3, MPO protilatky v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

1x 1.5 ml Kontrola C (pozitivni), obsahujici PR3, MPO protilatky v séru / puferova matrice (PBS,
BSA, saponaty, NaN3 0.09%). Pfipraveno k pouZiti.

20 ml Vzorkovy pufr P; Zluta; obsahuje PBS, BSA, saponaty, ochranny prostiedek azid sodny
0.09%, 5x koncentrat.

15 ml Enzymovy konjugat; svétle dervena; obsahuije protilidské protilatky 1gG, oznaceno HRP;
PBS, BSA, detergent, ochranny prostfedek PROCLIN 0,05%

15 ml TMB substratovy roztok; 3,3’, 5,5'- tetramethyl-benzidin. Pfipraveno k pouZiti.

15 ml Ukoncovaci roztok; obsahuje kyselinu. Pfipraveno k pouZziti.

20 ml Promyvaci pufr; obsahuje Tris, detergent, ochranny prostfedek azid sodny 0,09%; 50x
koncentrat.

[l 1 Navod k pouziti: ELISA Mini-DVD

[l 1 Certifikat analyzy

POTREBNE VYBAVENI

Reader — ¢tecka mikrotitracnich desek schopna koncovych méfeni pfi 450 nm; volitelné 620 nm referenéni
vinové délky
software pro redukci dat
vicekanalovy davkova¢ nebo pipeta pro opakované davkovani o obsahu 100 pl
mixér Vortex
mikropipety se $pickami na jedno pouziti na 10 pl, 100 pl, 1000 pl
laboratorni stopky
destilovana nebo deionizovana voda
odmérny valec na 1000 ml, 100 ml
plastova nadoba pro skladovani promyvaciho roztoku
Automatizace
Orgentec ELISA sety Ize pouzit na otevienych automatickych procesorli ELISA. Kazdy test musi byt validni na
prislusném automatizovaném systému. Informace jsou k dispozici na vyzadani.

ODEBIRANI VZORKU, JEJICH PRIPRAVA A UCHOVAVANI

» Krevni vzorky odebirat podle platnych smérnic a metod.

* Krev nechat srazit a sérum ziskat odstfedénim.

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

» P¥i 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 mlze vést k variabilni ztraté aktivity autoprotilatek nebo
protilatek.

» Pouzivani tepelné inaktivovanych sér se nedoporucuje.

SKLADOVANI A STABILITA

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

Béhem skladovani a pouzivani nevystavuijte €inidla horku, slune€nimu zafeni nebo silnému svétlu.

Skladujte mikrotitraéni hermeticky uzavieny a v suchu v dodaném zasobniku.

Uchovatelnost neotevienésoupravy je 18 mésict od data vyroby. Neoteviena cCinidla jsou stabilni do konce
expirace sady. Viz Stitky pro individuaini Sarzi.

Rozfedény myci roztok a vzorkovy pufr jsou stabilni minimaliné 30 dni, jsou-li skladovany pfi 2-8°C.
Doporuc€ujeme spotfebovat stejny den.
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POZNAMKY K PRACOVNIMU POSTUPU

Slozky soupravy nepouzivejte po uplynuti doby trvanlivosti.

Nezamnériujte jednotlivé soucasti souprav z rlznych $arzi a produkty.

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

Pripravte si vS§echny slozky a vzorky. Jakmile test za¢ne, je nutné provést cely bez preruseni.
Dvojité kontroly mohou byt provedeny. Timto zptsobem chyby pipetovani mohou byt vice zfejmé.
Provadéjte jednotlivé kroky testu vyhradné v uréeném poradi.

VZzdy pouzivejte Cerstvé nafedéné vzorky.

Pipetujte veskeré slozky a vzorky na dna jamek.

Aby nedochazelo ke kontaminaci, vyménuijte Spicku mezi jednotlivymi vzorky a kontrolami soupravy.
Dosazeni nejlepSich vysledkd je podminéno dikladnym vymytim titracnich jamek a dudkladnym odstranénim

promyvaciho pufru.

V8echny kroky inkubace museji byt pfesné ¢asovany.

Mikrotitracni destiCku nepouZzivejte opakované.

UPOZORNENi A PREVENCE

« V§echna ¢inidla této sady jsou navrZzena pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

* Komponenty obsahujici lidské sérum byly otestovany a nebyly nalezeny HBsAg, HCV, HIV1 a HIV2 dle
schvalenych metod FDA. Zadny test nemdZe zarugit absenci HBsAg, HCV, HIV1 nebo HIV2 a je tedy nutno s
kazdym lidskym sérem, obsahujicim latky testu, manipulovat jako s infekénim materialem.

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

*» Vyhnéte se kontaktu se substratem TMB (3,3",5,5 -tetrametyl benzidin).

» Ukoncéovaci roztok obsahuje kyselinu, dle klasifikace je bezpecna. Zabrarite kontaktu s pokozkou.

» Kontrola, 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 300 jako ochranného prostfedku. Tato koncentrace je klasifikovana
jako bezpecna.

Béhem manipulace se vSemi €inidly, kontrolami vzorky séra sledujte stavajici nafizeni pro laboratorni bezpeénost 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 oéi tekouci vodou po dobu
alespori 10 minut. Dle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

» Osobni opatfeni, ochranné vybaveni a postup v pfipadé nouze:

Sledujte nafizeni laboratorni bezpecénosti. 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. Pfi vyliti absorbujte inertnim materialem 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 pouZziti nejsou znamy nebezpecné reakce.

« Situace, kterym je tfeba predchazet: Roztok substratu je citlivy na svétlo. Skladujte na tmavém misté.

« Pri likvidaci laboratorniho odpadu je tfeba dodrzovat mistni a narodni pfedpisy.

Dodrzujte smérnici pro provadéni fizeni kvality ve zdravotnickych laboratofich analyzacnimi kontrolami séry.

Priprava Slozek

Naredte obsah Promyvaciho pufru koncentratu (50x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na kone¢ny objem
1000ml (11).

Vzorkovy pufr P: Pfed pouzitim, nafedte obsah (20 ml) lahvicky koncentrovaného vzorkového pufru 5x
destilovanou nebo deionizovanou vodou na kone¢ny objem 100 ml.

Priprava Slozek

Pfed pouzitim nafedéndte vzorkl od pacientd 1:100 se vzorku pufru:
Pridejte 990 pl predfedeného vzorkového pufru ve zkumavce a pfidejte 10 pl vzorku.
Dobre promichejte. Kontrolni vzorky a kalibratory jsou pfipraveny k pouZiti a neni tfeba je fedit.

PRIPRAVA SLOZEK
Pripravte si dostatecny pocet mikrotitracnich modulli pro v§echny kontrolnich vzorky a fedéné vzorky.
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1. Napipetujte do jamek po 100 pl kalibra¢nich roztokd, kontrolnich roztokl a fedénych vzorkl pacientu.
Inkubuijte po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (20 — 28 °C).
Odstrante obsah mikrojamek a promyjte je tfikrat pomoci 300 pl promyvaciho roztoku.
2. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl enzymového konjugatu.
Inkubujte po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
Odstrante obsah mikrojamek a promyjte je tfikrat pomoci 300 pl promyvaciho roztoku.
3. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl roztoku TMB substratu.
Inkubujte po dobu 15 minut pfi pokojové teploté.
4. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl ukon&ovaciho roztoku
Inkubujte po dobu 5 minut pfi pokojové teploté.
Odectéte optickou densitu pfi vinové délce 450 nm (referenéni 600—-690 nm) a vypoctéte vysledky.
Vznikla barva je stabilni minimalné po dobu 30 minut. BEhem této doby odectéte optické densitu.

Ptiklad pro pipetovaci schéma:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
B
C
P1
P2
P3

IOTMTMOUO >

P1,...Vzorky A-C Kontrola

VALIDACE

Tento test je platny, pouze pokud opticka densita pfi vinové délce 450 nm pro kalibratory / kontroly a vysledky
kontrol odpovida pfisluSnym rozsahim hodnot uvedenych v osvédceni o analyze pfilozeném u kazdé testovaci
soupravy. Pokud kterékoli z téchto kritérii neni spinéno, jsou vysledky neplatné a test je nutno opakovat.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pro kvalitativni vysledky je (OD) vzorku v porovnani s optickou densitou Control B:
Negativni: OD vzorku < OD Kontroly B
Pozitivni: OD vzorku = OD Kontroly B

Podrobné vysledky optické density vzorku jsou vyjadiené jako Indexova hodnota:
Index = OD vzorku / OD Kontroly B

CHARAKTERISTIKY VYKONNOSTI

KALIBRACE

Tento analyzacni systém je zkalibrovan v relativnich smluvenych jednotkach, protoZe nejsou k dispozici zadné
mezinarodni referencni pfipravky.

Rozsah méreni
neplati

Predpokladané hodnoty
V bézném rozsahu studie vzorku sér darct zdravé krve byly stanoveny nasledujici rozsahy pomoci analyzy ELISA:
Cut-off Index 1.0

Interpretace vysledku
negativni Index < 1.0
pozitivni Index = 1.0

Linearita
Jedna se o kvalitativni test. PoZadavky na kvantitativni rozbor nejsou pouzitelné.
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Limit detekce
neplati

Technické udaje

Intraanalyzaéni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tii vzorku z vysledku 24 nalezt v
jednom cyklu. Vysledky pro pfesnost analyzy jsou uvedeny v tabulce nize.

Interanalyzaéni presnost: Koeficient variace (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzorkd z vysledkd 6 nalezl pfi 5
riznych cyklech. Vysledky pfesnosti mezi cykly jsou uvedeny v tabulce nize.

Intra-Assay Inter-Assay

Vzorek Prameér . Vzorek Primer .

. Index CV % . Index CV %
1 (MPO) 1.3 34 1 (MPO) 1.1 4.6
2 (PR3) 1.2 54 2 (PR3) 0.9 11.9
3 (MPO) 1.4 4.1 3 (MPO) 1.3 9.6
4 (PR3) 1.1 44 4 (PR3) 14 4.5
5 (MPO) 4.0 3.3 5 (MPO) 4.6 9.0
6 (PR3) 4.2 45 6 (PR3) 3.9 7.4

Interference

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

Vysledky studie

Klinicka diagn6za

Pos Neg
ORG 689 Pos 39 1
Neg 2 43

41 44 85
senitivitat 95.1 %
specificita 97.7 %

diagnosticka efektivita 96.5 %

HRANICE METODY

Toto vySetfeni je diagnostickd pomucka. Definitivni klinicka diagnéza by neméla byt zaloZzena na vysledcich
jediného testu, ale mély by byt hodnoceny I|ékafem po vSech klinickych a laboratornich testech a porovnany s
celkovym klinickym obrazem pacienta. Také kazdé rozhodnuti pro terapii by méla byt pfijata individualné.

VySe patologické a normalni referenéni rozmezi pro protilatek u vzorkd pacientu je tfeba povazovat za doporuceni
pouze. Kazda laboratof by si méla stanovit sva vlastni rozmezi podle normy ISO 15189 nebo jiné pouzitelné
laboratory pokyny.
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@ Pipet 100 pl calibrator, control or patient sample
T |ncubate for 30 minutes at room temperature

™ Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution

@ Pipet 100 pl enzyme conjugate
T |ncubate for 15 minutes at room temperature

T Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution

@ Pipet 100 pl substrate solution
T |ncubate for 15 minutes at room temperature

@ Add 100 pl stop solution

& |eave untouched for 5 minutes
T Readat 450 nm
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