IMTEC-Vasculitis-LIA

Vasculitis LIA
Linedrni imunoanalyza (LJA) pro detekci
protilatek u autoimunitni vaskulitidy

(PR3, MPO a GBM)

Velikost baleni
[REF] ITC82040 24 Tests
[IvD]

Kompletni baleni testd

Pred testovanim si pozorné prectéte navod k pouZiti

Zamyslené poufziti

IMTEC-Vasculitis-LIA je nepfimd membranova enzymovd imunoanalyza (LIA)
pro kvalitativni méreni protilatek tfidy IgG proti PR3, MPO a GBM v lidském
séru nebo plazmé. Test je uréen pouze pro diagnostické poufZiti in vitro jako
pomticka pfi diagnostice systémové vaskulitidy, tj. Wegenerovy granulomatézy
a Goodpastureova syndromu.

Proteindza 3 (PR3) je hlavnim cilem protilatek proti cytoplazmé neutrofill
(cANCA). Naproti tomu perinuklearni ANCA (pANCA) reaguji predevsim s
myeloperoxidazou (MPO).

cANCA Uzce souvisi s Wegenerovou granulomatézou, kterd klasicky zpusobuje
tézkou glomerulonefritidu. Opakované vySetfeni na cANCA ma proto vyznam
pro sledovani aktivity onemocnéni a Gcinku lécby.

PANCA, zjistovany nepfimou imunofluorescenci, Ize kromé vaskulitidy nalézt
také u rady dalSich onemocnéni. Z toho vyplyva, Ze detekce cANCA a pANCA
pomoci nepfimé imunofluorescence neni dostatecna k prokdzani systémové
nekrotizujici vaskulitidy. Proto je nutné analyzovat ,jemnou specifikaci“ PR3-
ANCA a MPO-ANCA metodou ELISA jako druhy krok nebo paralelné.

Anti-GBM protilatky (protilatky proti bazalni membrané) Ize detekovat
priblizné u 90 % pacientli s Goodpastureovym syndromem. Goodpasturelv
syndrom je sice pomérné vzacné onemocnéni (0,5 % vSech pacientd s
onemocnénim ledvin), ale rychle progreduje a pokud neni léCen, je v 75-90 %
pfipadd smrtelny. V¢asna diagndza a okamZitd a spravna lécba vyrazné snizuji
letalitu.

Princip

Test je zaloZen na principu liniového imunoanalyzy (LIA). Antigeny se nanaseji
jako linie na nitrocelul6zovou membranu:

antigeny identita
PR3 pavodni
MPO Pavodni
GBM Pavodni

Nitrocelul6zova membrana je blokovéna, aby se zabranilo nespecifickym
reakcim. Béhem inkubace prouzku se zfedénymi vzorky pacient( se
autoprotilatky pfitomné ve vzorku navézi na antigeny na prouzku. K detekci
navazanych protildtek se pouziva sekundarni protilatka proti lidskému IgG
znacena kfenovou peroxidazou (HRP). Po pfidani substratu a stop roztoku se
objevi hnédé ¢ary, které indikuji existenci (auto)protilatek proti prislusnému
antigenu.

Obsah baleni
[STRIP] 24 Testovaci prouzky (fialové barevné oznaceni)
potazené antigenem (viz tabulka), pfipravené k
pouZiti
[DILKLIA] 30ml Redici pufr (modry uzévér), ptipraveny k poufiti
DB02
[WASH][20x] 50 ml Promyvaci pufr (Cerny uzavér)
WB03 koncentrat (20x) pro 1 | pufru
[CON] 29 ml Roztok konjugatu (bily uzévér)
konjugat anti-human-IgG, pfipraveny k pouZziti
[SUBHKLIA] 30 ml Roztok substratu
(Cerny uzavér), pripraveny k pouZziti
bezbarvy az namodraly
[STOP[LIA] 30 ml Stop roztok (¢erveny uzavér)
kyselina sirova, pfipravena k pouziti 0,1 mol/I
2 ks. Inkubacéni misky
1ks. kazdy bodovaci list, pinzeta, lepici list, prahledna

each hodnotici $ablona

Bezpecnostni poznamky

Reagencie nepolykejte. Zabrante kontaktu s o¢ima, kiZi a sliznicemi. Se vsemi
vzorky od pacient( je tfeba zachazet jako s potencialné infekénimi. Pouzivejte
ochranny odév a jednorazové rukavice v souladu se spravnou laboratorni praxi.
Vsechny materialy kontaminované vzorky pacientd by mély byt inaktivovany
validovanymi postupy (autoklavovani nebo chemické osetfeni) v souladu s
platnymi predpisy.

Stabilita

PFi skladovani pfi teploté 2...8 °C jsou neoteviené lahvicky stabilni aZ do data
pouZzitelnosti.

[WASH] (po rekonstituci) a oteviené reagencie jsou stabilni po dobu 6 tydn(
pfi 2...8°C.

Uchovavejte [SUBHLIA] chranéné pred svétlem.

Bezpecnostni opatfeni

[DILKLIA] DB02, [WASH][20x] WBO03 a [SUBHLIA] mohou byt zaménény mezi
jednotlivymi SarZemi a testovacimi soupravami LIA, které maji stejné oznaceni
Cinidla.

Vsechna ostatni ¢inidla jsou specificka pro jednotlivé Sarze testovacich souprav
a nesmi se zaménovat s jinymi SarZemi a testovacimi soupravami.

Pro manipulaci s [CON] nepouZzivejte polystyrenové nadoby.

Jakakoli krystalicka stl [WASH][20x] uvnitf lahvi¢ky musi byt pfed pouZitim
odstranéna.

Béhem inkubace nevysusujte [STRIP].
Nedotykejte se [STRIP] prsty, pouZivejte pinzetu.

Po inkubaci pfipravku [STRIP] zfedéné vzorky zcela odstrarite, aby nedoslo ke
krizové kontaminaci.

Béhem vsech inkubacnich krokl pouZivejte houpaci tiepacku.
Vzorek, kontroly

Sérum a plazma s antikoagulanty citratem nebo EDTA.

NepouZivejte vysoce lipemické, hemolyzované nebo ikterické vzorky.

Neredéné vzorky lze skladovat po dobu 5 dn(i pfi teploté 2...8 °C nebo po dobu
jednoho roku pti-20 °C. Zmrazte a rozmrazte pouze jednou. RozmraZeny
vzorek by mél byt peclivé homogenizovan. Odstrarite pevné ¢astice
odstredénim nebo filtraci.

Pfiprava Cinidla

Pfred pouzitim uvedte vSechna Cinidla na pokojovou teplotu (15...25 °C).
Nepouzivana Cinidla by méla byt vidy skladovana pfi teploté 2...8 °C.
Promyvaci pufr [WASH]

Zredte 1 dil [WASH][20x] s 19 dily destilované vody. Procedure

Postup myti

Postup myti je velmi dileZity. Nedostatecné promyti mad za ndsledek Spatnou
presnost nebo falesné vysokou intenzitu pdsu.

W1: Uplné odstrarite kapaliny.
w2: Pridejte [WASH] a inkubujte 5 minut za mirného michdni.

W3: Po promyti odstrarite zbyvajici kapalinu.



Schéma pipetovadni

Postupujte presné podle popisu. Zvlastni pozornost vénujte postupu myti!
. Reagencie a vzorky by mély mit pred pouZzitim pokojovou teplotu.
. Béhem vsech inkubacnich krok( pouzivejte houpaci tfepacku.

Ptiprava vzorku:

DILKLIA] DB0O2: Vzorek nafedte v poméru 1:101.

(10 pl séra + 1 ml [DILKLIA])

Pro kazdou jamku je potfeba 1 ml.

1. krok Well [ml]

VloZte [STRIP] do inkubaéni misky --
barevnym kédem nahoru.

[WASH] pro navlhéeni membrany 1
Inkubujte 1 minutu pfi pokojové teploté
Odstranit [WASH]
2. krok
Zredéné vzorky 1
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté
Trikrat vyperte podle popisu (viz W1 - W3).
[WASH] 1
3. krok
[CON] 1
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté
Ttikrat vyperte podle popisu (viz W1 - W3).

[WASH] 1
4. krok
[SUBHLIA] 1
Inkubujte 10 minut pf¥i pokojové teploté
Odstranit [SUBKLIA]
5. krok
Pridejte destilovanou vodu 1

Inkubujte 1 minutu pfi pokojové teploté

Odstrarite destilovanou vodu

[STOP[LIA] 1
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté

Odstranit [STOP[LIA]

Dukladné osuste [STRIP]

Automatizace

IMTEC-Vasculitis-LIA Ize zpracovavat pomoci vhodnych automatickych
analyzatord Blot. Aplikace musi byt pfed diagnostickym pouZitim validovany.

Pro automatizovanou interpretaci prouzkd LIA pouZijte HumaScan ([REF]
ITC02850i).

Validace testu
Vysledky testu jsou platné, pokud jsou pro kazdy [STRIP] spIlnéna nasledujici
kritéria:
. Kontrola funkce je viditelna.
. Kontrola cut-off je viditelna.
. Ovladani funkce intenzity > ovladani vypnuti intensity
Interpretace vysledku

Pfipevnéte [STRIP] na skdrovaci list a srovnejte referencni ¢aru [STRIP] s
referencni ¢arou na skérovacim listu.

Zarovnejte prerusovanou referencéni ¢aru hodnotici Sablony s referencni ¢arou
[STRIP].

Interpretace vysledku testu se provadi vyhradné na zakladé prislusné kontrolni
hranice povaZované za hrani¢ni pro kazdy [STRIP]:

Vysledek testu je negativni, pokud neni rozpozndan zadny pruh nebo pokud
pruh vykazuje mensi intenzitu ve srovnani s mezni kontrolou.

Test je nejednoznacny, pokud se intenzita pasu a intenzita hrani¢ni kontroly
vyznamné nelisi. V pfipadé nejednoznacného vysledku je tfeba test opakovat s
novym vzorkem.

Vysledek testu je pozitivni, pokud pds vykazuje silnéjsi zabarveni ve srovnani s
hrani¢ni kontrolou.

Zaznamenejte piislusné vysledky testu do hodnoticiho listu.

Omezeni

Pozitivni vysledek musi byt pouZzit ve spojeni s klinickym hodnocenim a
diagnostickymi postupy. Hodnoty ziskané timto testem jsou urceny pouze jako
pomlicka pro diagnostiku.

Intenzita zbarveni pasu nemusi nutné korelovat s titry protilatek ziskanymi
jinymi referenénimi metodikami. Vzorky od zddnlivé normalnich darct krve
mohou obsahovat autoprotilatky.

Pokud vzorek pacienta obsahuje zvysené hladiny imunokomplext nebo jinych
imunoglobulinovych agregatd, nelze vyloudit fale$né pozitivni vysledky
zpUsobené nespecifickou vazbou.

Vykonnostni charakteristiky

Typické udaje o vykonu naleznete v ovérovaci zpraveé, kterd je pfistupna
prostfednictvim:

MuZete se podivat na stranky www.human.de/data/gb/vr/1a-82040.pdf nebo
www.human-de.com/data/gb/vr/la-82040.pdf

Pokud nejsou vykonnostni Udaje pfistupné pres internet, lze je bezplatné ziskat
u mistniho distributora.

Poznamka
Manipulace by méla byt vidy v souladu s béznymi poZadavky SLP (*)! Musi byt
splnéna validaéni kritéria!

(*To zahrnuje: spravné nasazeni uzavérQ na lahvicky a jejich pevné dotazeni /
ze zasobnich roztok( odstrarite pouze ¢inidla potfebna pro dany cyklus, pokud
by mohla pfijit do styku s jinymi kontaminujicimi roztoky, jako jsou vzorky
pacientd atd. / Zasobni roztoky se vzdy vrati na teplotu 2...8 °C, pokud se
nepouzivaji.)

Barevné znaceni

Barevné kédovani pfipojené nad odkazem slouZi k identifikaci dostupnych
testl IMTEC-LIA.

Bezpecnostni poznamky

[STOP] Varovani!

- Vystrazné véty

H315 Zplsobuje podrazdéni kize.

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni oci.

[CON]

H317 MuZe vyvolat alergickou kozni reakci.

H412 Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Gcinky.
[WASH][20x], [DIL][LIA]

H317 MuZe vyvolat alergickou kozni reakci.
[WASH][20x] [DIL][LIA] [CON] [SUB][LIA] [STOP][LIA].

- Preventivni prohlaseni

P280 Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu o¢i/ochranu
obliceje.

P305+P351+P338 PRI ZASAZEN{ OCi: Opatrné nékolik minut vyplachujte vodou.
Vyjméte kontaktni ¢ocky, pokud jsou pfitomny a Ize je snadno vyjmout.
Pokracujte ve vyplachovani.

P321 Specifické osetfeni (viz na této etiketé).

P362 Pfed opétovnym pouZitim svléknéte kontaminovany odév a vyperte jej.
P332+P313 PF¥i podrazdéni kuze: Vyhledejte lékafskou pomoc/opatieni.

Odkazy:

1. Conrad K. et al., Autoantibodies in Systemic Autoimmune
Diseases - A Diagnostic Reference; Pabst Science Publishers, Lengerich, 2008.
2. Hellmark T. et al., Kidney Int. 46, 823-829 (1994).

LA-82040 INF ITC82040 GB 10-2023-019

imIEL HuMman

-

Human Gesellschaft fiir Biochemica und Diagnostica mbH
Max-Planck-Ring 21 - 65205 Wiesbaden - Germany
Telefon +49 6122-9988-0 - Telefax +49 6122-9988-100 - e-Mail human@human.de




