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ANCA+GBM IgG

Immunodot souprava k detekci specifickych protilatek tridy IgG
proti MPO, PR3 a GBM v lidském séru nebo plazmé

Vice informaci o typu a zdroji antigenu je k dispozici na nasi domovské strance
www.d-tek.be, nebo u nasich distributort.

1 Princip testu

Test je zaloZzen na principu enzymové imunoanalyzy. Antigeny jsou naneseny na
membranu upevnénou na plastové podlozZce. V pribéhu testu jsou jednotlivé stripy
inkubovany s vysSetfovanym vzorkem, pricemz dochazi kvazbé specifickych
protilatek pritomnych ve vzorku na pfislusné antigeny na stripu. Po promyti jsou
stripy ddle inkubovany s konjugdtem (kozi protildtky namirené proti lidskym IgG,
konjugované s alkalickou fosfatazou). Vizualizace je provedena inkubaci se
substratovym roztokem. Pokud je pfitomna enzymatickd aktivita, dojde ke vzniku
fialovych dotld v misté naneseni jednotlivych antigend na membranu. Zbarveni je
primo umeérné koncentraci specifickych 1gG protilatek pritomnych ve vzorku.
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2 Slozeni soupravy

BL stripy 24 ks

5 dotl na kazdém stripu:

1 Pozitivni kontrola (C+)
3 antigeny
1 Negativni kontrola (C-)

Redici roztok vzorkd 1 x40 ml

Zluté zbarveny roztok uréeny ktedéni vzorkd (TBS, BSA, Tween),
konzervovan MIT, roztok v pracovnim rfedéni

Konjugat 1 x40 ml

Cervené zbarveny roztok obsahujici kozi imunoglobulin znageny
alkalickou fosfatazou namireny proti lidskym IgG konzervovan MIT,
roztok v pracovnim redéni

Substrat 1 x40 ml

NaZloutly roztok (NBT/BCIP a), obsahuje 0,05% NaNs, roztok
uchovavejte v originalni tmavé flasce, roztok v pracovnim fedéni

Promyvaci roztok 1 x40 ml

10x koncentrovany roztok, bezbarvy, sobsahem TBS, Tween,
konzervovany MIT, roztok uréeny k promyti stripa.

Inkubacni vanicky 3 x8ks

Vysveétlivky ke zkratkam llustracni schéma stripu
BSA — albumin bovinniho séra
BCIP - bromo-chloro-indolyl fostat
MIT — methylisothiazolinon
NaNs - azid sodny

NBT — nitrotetrazoliova modf

TBS — Tris pufr

C+ — O
MPO — O
PR3 —| O
GBM —| O
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3 Dalsi potrebné vybaveni k provedeni testu
Mikropipety pro presny objem

Spicky pro jednorazové pouiiti
Jednordazové rukavice

Kyvacka nebo trepacka

Budik

Odmérny valec

Pinzeta

Absorpcni nebo filtraéni papir
Destilovana nebo deionizovana voda
Nadoby na potencialné infekéni material

4 Skladovani a exspirace

Soupravu skladujte pri teploté +2 °C az +8 °C. Souprava nesmi zmrznout! Po otevreni
skladujte roztoky pri +2 °C az +8 °C, preferujte originalni obal soupravy. Substrat
chrante pred sluneénim zarenim. NepoufZité stripy vratte zpét do tuby se susidlem,
neprodysné uzaviete a uchovavejte pti +2 °C az +8 °C. Naredény Promyvaci roztok
skladujte pri teploté +2°C az +8 °C. Pri dodrzeni skladovacich podminek plati
exspirace uvedend na obalech roztok a strip0.

5 Bezpecnost prace

Souprava je urCena pouze pro diagnostické ucely in vitro. Souprava by méla byt
zpracovana pouze kvalifikovanym personalem.

Pri praci se vzorky sér je nutné dodrziovat vSechny mistni predpisy tykajici se
bezpecnosti prace. Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte
se kontaktu s kUzi.

Se vzorky sér je tfeba zachazet jako s potencialné infekénim materialem a likvidovat
je v souladu s platnou legislativou. Komponenty soupravy a dal$i pomucky pouzité
k provedeni testu je nutné povaZzovat vzhledem ke kontaktu s biologickym
materidlem za potencidlné infekéni. Proto je likvidujte spole¢né s biologickym
odpadem.

D-tek s.a. ani jeho autorizovani distributofi nenesou zodpovédnost za pripadné
Skody, vzniklé v disledku zmény nebo nedodrzenim pracovniho postupu. Souprava
musi byt zpracovana v souladu se vSemi obecnymi a individualnimi podminkami
vyplyvajicimi ze spravné laboratorni praxe.
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6 Vzorky a jejich skladovani

Vzorky krve odeberte do suchych sterilnich zkumavek, popf. zkumavek obsahujicich
EDTA, heparin nebo citrat. Vysetfované vzorky séra nebo plazmy je moino
uchovavat pri +2 °C az +8 °C maximalné tfi dny. Pfi delSim skladovani vzorky zmrazte
na -20°C. Vyvarujete se opakovanému zamrazovani/rozmrazovani vzorkd.
Po rozmrazeni vzorky dikladné promichejte. Nafedéné vzorky je nutno vysetfit co
nejdrive.

7 Pracovni postup

ZAKLADNIi INFORMACE, MANIPULACE A TIPY

Pfred pouzitim vSechny komponenty temperujte pfilaboratorni teploté
(+18 °C az +25 °C). Cely test provedte pfi laboratorni teploté.

V pribéhu testu je nezbytné promichavani roztok( v inkubacni vaniéce, aby byla
zajisténa efektivni cirkulace kapalin na membrané stripu. Pfistrojem volby je kyvacka
(tfepacka). Ujistéte se, Ze jste nastavili pohyb kyvacky tak, aby nedoslo k rozliti
roztokl nebo ktiZové kontaminaci mezi jamkami inkubacni vanicky.

Po kazdém naplnéni jamek roztokem, s inkubacni vanickou jemné zatreste, dokud
nebudou testované stripy zcela ponoreny. Odstranite tak vzduchové bubliny, které
se mohou zachytit pod stripy. Rovnéz je mozné ponofit stripy do roztoku tlakem
(pinzetou nebo Spickou pipety) na horni strané stripu (plastova zéna).

Nedotykejte se reaktivni zdony stripu prsty, pinzetou ani Spickou pipety. Pro
manipulaci vidy pouzivejte plastovou zdénu. Cely postup je nutné provadét pfi
pokojové teploté.

STRIPY (popis)

Na reaktivni (predni) strané strip(i jsou naneseny antigeny viditelné jako svétle
modré doty. Toto zbarveni prokazuje, Zze vSechny antigeny byly spravné naneseny na
membranu. Svétle modré zbarveni zmizi béhem prvni faze inkubace. Po kontaktu
s Promyvacim roztokem se objevuje svétle rlizové zbarveni pozadi, které po vysuseni
stripl vymizi.

7.1 Pracovni roztoky

Promyvaci roztok (koncentrovany) fedte 10x destilovanou vodou.

Na jeden strip je potfeba 15 ml promyvaciho roztoku v pracovnim fedéni. Smichejte
1,5 ml koncentrovaného Promyvaciho roztoku a 13,5 ml destilované vody.
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7.2 Prubéh testu

1. Rozmistéte poZadovany pocet stripl do inkubacni vani¢ky. Stripy umistéte
reaktivni stranou (strana se svétle modrymi doty) smérem nahoru

2. Davkujte 2 ml Promyvaciho roztoku v pracovnim rtedéni do kazidé jamky
inkubacni vani¢ky. Smacejte 10 min na tfepacce.

Poznamka

PFi spravné inkubaci modré zabarveni dotl zcela vymizi. Pokud se tak nestane,
prodluzte dobu smaceni striptl do doby vymizeni zabarveni.

3. Odsajte roztok z jamek inkubacni vanicky.

Poznamka

Odstrante roztok pomalym obracenim inkubacni vanicky. Stripy se zachyti na dné
jamek. Osuste okraj vanic¢ky absorpénim papirem.

4. Pipetujte 1,5 ml Rediciho roztoku vzork(i do jamky inkubaéni vanicky.

5. Pipetujte 10 pl vzorku do jamky inkubacni vanicky. Inkubujte 30 minut pfi
laboratorni teploté, vanicku umistéte na trepacku.

Poznamka

Nedotykejte se membrany Spi¢kou pipety. Pipetujte vzorek pres horni plastovou ¢ast
stripu. (Alternativné lze naredit vzorek v fedicim roztoku vzorkd predem v kddince
nebo zkumavce a poté primo aplikovat do jamky inkubacni vanicky).

6. Odsajte roztok z jamek inkubacni vanicky.

Poznamka

Odstrante roztok pomalym obracenim inkubacni vanicky. Stripy se zachyti na dné

jamek. Osuste okraj vanicky absorpcnim papirem.

7. Promyjte stripy v inkubacni vani¢ce 3 x 3 minuty po 1,5 ml promyvaciho roztoku
na jeden strip, vanicku umistéte na trepacku. Po kazdém promyti odstrante
roztok pomalym obracenim inkubacni vani¢ky. Stripy se zachyti na dné jamek.
Osuste okraj vanicky absorpénim papirem.

8. Pipetujte 1,5 ml Konjugatu do jamky inkubacni vanicky. Inkubujte 30 minut pfi
laboratorni teploté, vanicku umistéte na tfepacku

9. Odsajte roztok z jamek inkubacni vanicky.

Poznamka

Odstrante roztok pomalym obrdcenim inkubacni vanicky. Stripy se zachyti na dné
jamek. Osuste okraj vanicky absorpcnim papirem.
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10. Promyjte stripy v inkubacni vani¢ce 3 x 3 minuty po 1,5 ml promyvaciho roztoku
na jeden strip, vanicku umistéte na trepacku. Po kazdém promyti odstrarite
roztok pomalym obracenim inkubacni vani¢ky. Stripy se zachyti na dné jamek.
Osuste okraj vanicky absorpénim papirem.

11. Pipetujte 1,5 ml Substratu. Inkubujte 10 minut pfi laboratorni teploté, vanicku
umistéte na trepacku.

12. Odsajte roztok z jamek inkubacni vanicky.

Poznamka

Odstrante roztok pomalym obracenim inkubacni vanicky. Stripy se zachyti na dné

jamek. Osuste okraj vanic¢ky absorpcnim papirem.

13. Promyjte stripy v inkubacni vani¢ce 1 x 3 minuty po 1,5 ml promyvaciho roztoku
na jeden strip, vanicku umistéte na trepacku. Po kazdém promyti odstrante
roztok pomalym obracenim inkubacni vanicky. Stripy se zachyti na dné jamek.
Osuste okraj vanicky absorpcnim papirem.

14. Vyjméte stripy zjamek a ponechejte je uschnout po dobru 30 minut na
absorpcnim papire. Vysledky musi byt vyhodnoceny maximalné do 24 hodin od
provedeni testu.
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8 Interpretace vysledku

1. Odlepte ochrannou vrstvu lepici pasky na zadni strané kazdého stripu a nalepte
stripy na vyznacena pole vyhodnocovaciho protokolu. Zde jsou zobrazeny
konkrétni pozice rliznych kontrol a antigeni na membrané.

2. Prvni horni dot (pozitivni kontrola) musi byt pozitivni u vSech pacientll. Pouze
jasné zbarvend pozitivni kontrola zajisti, Ze jsou vasSe vysledky validni a
zpracovani bylo spravné a/nebo komponenty soupravy nebyly degradovany.
Pokud prvni horni dot neni zbarveny, test selhal a nelze jej dale interpretovat.

3. Porovnejte specifické antigenni doty s dotem negativni kontroly (coZ je vidy
posledni spodni tercik). Intenzita zbarveni antigennich dotl je pfimo Uumérnd
titru specifickych protilatek ve vzorku pacienta.

4. Barevna intenzita negativni kontroly se mize ménit v zavislosti na charakteristice
vzorku. Pokud je vzorek bez interferujicich latek, je negativni kontrola vidy
témeér bezbarva. Naproti tomu hodné zbarvend negativni kontrola naznacuje
vysokou miru nespecifickych vazeb vzorku.

Pozitivni vysledek

Vzorek je pozitivni na specifické protilatky, pokud je intenzita zbarveni
odpovidajiciho antigenniho dotu vyssi nez intenzita negativni kontroly.

Negativni vysledek

Vzorek je negativni na specifické protilatky, pokud je intenzita zbarveni
odpovidajiciho antigenniho dotu nizsi nebo rovna intenzité zbarveni negativni
kontroly.

Poznamka:

Slabé zbarveni dotu antigenu, podobajici se barevné intenzité negativni kontroly
mUzZe byt vizualné obtizné interpretovatelné. V takovych ptipadech se doporuduje
pouzivat software Dr DOT a skenovaci systém umoziujici presnéjsi interpretaci.
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8.1 Vyhodnoceni testu

Vyhodnoceni testu je zaloZzeno na pfitomnosti specifickych antigennich dotud a jejich
intenzity (AU), hodnoceni se provede pomoci tabulky (Tabulka 1).

Tabulka 1 Vyhodnoceni testu

Intenzita linii (AU) Interpretace
<5 negativni
5-10 hrani¢ni
>10 pozitivni

Hrani¢ni vysledek muZe poukazovat na vyskyt nizkého titru auto protilatek
u zdravych pacienta.

V ptipadé hrani¢niho vysledku zopakujte test. Pokud z(stava test naddle hranicni, je
vhodné opakovat z nového odbéru, ktery bude proveden s uréitym casovym
odstupem.

Sérologicky ndlez je mozino interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich
laboratornich test( a s klinickym obrazem pacienta.
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9 Charakteristiky soupravy

9.1 Reprodukovatelnost

Referencni kontrolni vzorky byly testovany ve statisticky vyznamnych replikacich,
ato bud vjedné, nebo v nékolika analyzach. Ziskana data byla pouzita pro
Intra- a Inter-assay stanoveni. Dosazené vysledky potvrdily, Ze intenzity linii byly
ve stanoveném rozsahu a standardni odchylky byly mensi nez 10 %

9.2 Citlivost a specifita

Referencni vzorky (referencni laboratofi a/nebo jinou metodou potvrzené pozitivni
nebo negativni vzorky) byly analyzovdny pfesné podle pracovniho postupu. Citlivost
a specifita uvedend vtabulce (Tabulka 2) byla stanovena zvysledkl ziskanych
pomoci softwaru Dr.DOT.

Tabulka 2 Citlivost a specifita soupravy BlueDot ANCA*®®M |gG

MPO
pozitivni negativni
pozitivni 38 2 Citlivost 93 %
negativni 3 105 Specifita 98 %
PR3
pozitivni negativni
pozitivni 73 0 Citlivost 89 %
negativni 9 129 Specifita 100 %
GBM
pozitivni negativni
pozitivni 40 1 Citlivost 100 %
negativni 0 102 Specifita 99 %
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10 Omezeni testu

1. Soupravu nechte vzdy vytemperovat na laboratorni teplotu.

2. Nenahrazujte roztoky ani stripy sodliSnymi cisly SarZe, mohly by tak byt
ovlivnény vysledky testu.

3. Nedotykejte se stripl prsty. PouZivejte pinzety nebo laboratorni rukavice.

Pti manipulaci se Substratem (NBT/BCIP) dbejte opatrnosti, aby nedoslo k jeho
kontaminaci alkalickou fosfatazou.

5. DodrZujte predepsany pracovni postup.

Klinicka diagndza by neméla byt stanovena pouze na zakladé jediné diagnostické
metody in vitro.

7. Podkladem pro stanoveni spravné diagndzy by mélo byt kompletni klinické
vysetfeni vletné vysledkd dalich laboratornich test(i. Zddna diagnosticka
metoda pouZita samostatné nemlzZe vyloudit moZnost vyskytu falesSné
pozitivnich nebo negativnich vysledkd.

8. D-tek s.a. ani jeho autorizovani distributofi nenesou zodpovédnost za pfipadné
Skody, vzniklé v dlsledku zmény nebo nedodrienim pracovniho postupu.
Souprava by méla byt zpracovana pouze kvalifikovanym personalem.

9. V kazdém pripadé je odpovédnost D-tek omezena pouze na vyménu soupravy.
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11 Reseni nastalych probléma

V tabulce (Tabulka 3) uvddime prehled nejcastéjSich chyb, které mohou nastat
v provedeni testu.

Tabulka 3 Prehled nejcastéjsich problému v provedeni testu

Problém Mozna pricina

pouziti koncentrovaného promyvaciho roztoku misto
promyvaciho roztoku v pracovnim fedéni

vzorek nebyl spravné naredén

Zcela negativni vysledek Konjugat byl naredén (je v pracovnim redéni)

testu neaktivni Konjugat

nedostacujici kvalita vzorku (bakterialné
kontaminovany, s obsahem interferujicich latek, stary
vzorek)

nedostatec¢né smaceni stripl, nebo vynechdani tohoto
kroku

nedostatecné promyti stript
PFili§ vysoké pozaditestu ~ NedodrZeniinkubacni doby testu

Prilis vysoka laboratorni teplota

vzorek nebyl spravné naredén

kontaminovany Substrat

12 Literatura

Aktudlni literatura je k dispozici na pozadani. Zadosti prosim zasilejte na adresu
info@d-tek.be
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13 Vysvétleni symbolu

8°C
Skladovaci teplota
2°C

‘
)

T Udrzovat v suchu

"‘-.

_./ --.._ ;. v v s v ,
Chranit pred slune¢nim zarenim

//\\ P

2 Pouzit do data

LOT Cislo 3arze

“ Vyrobce

‘ i \ Ctéte navod k poufiti

RE F Katalogové cislo

W Pocet testu

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

D-tek s.a.

rue René Descartes 19
BE-7000 Mons BELGIUM
Tel. +32 65 84 18 88
Fax. +32 65 84 26 63
Email: info@d-tek.be
www.d-tek.be

Souprava je distribuovana spolecnosti
TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

KFizikova 68

612 00 Brno, CZ

Tel: +420 541 248 311
Email: info@testlinecd.cz
www.testlinecd.com
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