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5 ANCA+6BM IgG
Cislo objednavky: ANCAGD-24

1. ZAMYSLENE POUZITI

Souprava BlueDot ANCA*GBM IgG je souprava immunodot uréena k detekci autoprotilatek IgG proti antigendim MPO, PR3 a GBM,
pouze v lidském séru.

Tato souprava je uréena k potvrzeni vysledkl vzorcl pozorovanych imunofluorescenci, screeningovou a referenéni metodou
v oblasti autoimunity. Souprava je uréena k pouziti jako pomicka pfi diagnostice rliznych autoimunitnich onemocnéni (podrobnosti
najdete v Casti 11.5 Diagnostické hodnoty autoprotilatek).

Detekce rlznych autoprotildtek IgG miZe byt bud' kvalitativni (viz bod 10.1), nebo semikvantitativni (viz bod 10.2).

Test je urcen pro velkou rutinni populaci. Tato souprava je vyhrazena pro profesionalni pouziti v klinickych analytickych
laboratofich. Ddrazné doporucujeme predchozi zagkoleni (obratte se na distributora).

Lze ji pouzivat manualné na tfepaCce nebo v otevieném automatizovaném systému immunodot naprogramovaném podle
pipetovaciho schématu popisovaného v bodé 9.2.

2. PRINCIP TESTU

Tato souprava a vSechny jeji komponenty jsou uréeny vyhradné pro rucni pouziti.

Test je zalozen na principu enzymatického imunoanalytického testu (EIA). Prouzky jsou tvofeny membranou upevnénou na
plastovém nosici. Béhem testovaciho postupu se prouzky inkubuji se zfedénym sérem pacienta. Pokud jsou ve vzorku pfitomny
autoprotilatky, vazou se na specificky antigen na membrané. Nepfipojené nebo nadbytecné protilatky jsou v dalsim kroku
odstranény promytim. Poté se prouzky inkubuji s lidskymi anti-IgG imunoglobuliny konjugovanymi s alkalickou fosfatazou, které
se vazou na komplexy antigen-protilatka na povrchu membrany. Po druhém promyti, které odstrani prebytecny konjugat, se prida
roztok chromogenu/substratu, coz vede ke vzniku nerozpustného barevného produktu (fialového), ktery se vysrazi v misté
enzymatické reakce. Intenzita zabarveni je pfimo Umérnad mnozstvi protilatek pfitomnych ve vzorku.

Souprava obsahuje 24 test{ pro jednordzové pouziti.

3. OBSAH SOUPRAVY
Pi'ed jakymkoli pouZitim soupravy zkontrolujte, Ze souprava obsahuje vSechny uvedené polozky. Prosim

zkontrolujte také, Ze charakteristiky produktu odpovidaji tém uvedenym niZe. Pokud jedna z poloZek chybi nebo je
poskozena, soupravu nepouzivejte a kontaktujte svého distributora.

3.1 SOUCASTI

URCENO (10%) 1x 40 ml - 10x koncentrovany (bezbarvy) 1

K REDEN{: promyvaci Obsah: Hz20 - TBS - NaCl - Tween + Konzervacni =
roztok latky ®

PRIPRAVENO Teckové prouzky 24 jednotek (kazdy prouzek je urcen

K POUZITI: k jednorazovému pouziti)

5 teek na kazdém:
1 negativni kontrola (CO)

3 antigen(
1 pozitivni kontrola (RC)

Redidlo na 1x 40 ml (zluté)

vzorky Obsah: H-O « TBS - NaCl - Tween + BSA -
Konzervacni latky « Barvivo

Konjugat 1 x 40 ml (Cerveny)

Obsah: H20 « TBS « NaCl « KCl « MgCLz « Kozi
protilatka proti lidskému IgG konjugovand s AP
Konzervacni latky « Barvivo

Substrat 1x 40 ml (hn&da lahvicka, bledé Zluty roztok) B
Obsah: H20 - Konzervacni latky « MgCLz « TBS - MPO — |
NBT « BCIP - Stabilizator NBT PR3 —]

Inkubaéni 3 jednotky GBM —

nosice s 8 jamkami pro inkubaci co —

Zkratky v abecednim poradi:
AP = alkalicka fosfataza; BCIP = bromochlorindolylfosfat; BSA = bovinni sérovy albumin; KCI = chlorid draselny; MgCl, = chlorid hofec¢naty;
NaCl = chlorid sodny; NBT = tetrazoliova nitromodf; TBS = fyziologicky roztok s tris pufrem

Dalsi informace o sloZeni a koncentraci pouZitych Géinnych latek naleznete v bezpeénostnim listu (MSDS) dostupném na poZadani nebo na internetovych strankach
www.d-tek.be.
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Oznaceni CE + oznameny subjekt

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek

in vitro # Na 24 pouziti
B°c
- Uchovavejte pfi teploté 2-8 °C Literatura
et Chraiite pfed pfimym slunecni
S w s — rafite pred pfimym sluneénim
LOT Cislo $arze /.l\ atonim
g Datum pouzitelnosti “ Vyrobce
CART Kazeta A Upozornéni
L]
STRIP Prouzek
3.2 Pouzité antigeny
MPO MyeloPerOxidaza (p-ANCA) antigen (purifikovéno z lidskych neutrofil()
PR3 Proteinaza 3 (c-ANCA) antigen ((purifikovéno z lidskych neutrofild)
GBM Kolagen 1V, alfa-3 Fetézec (Glomeruldrni bazalni membréana, Goodpastureliv antigen) (rekombinantni,

lidsky, exprimovany v burnikach Sf9 infikovanych bakulovirem)

3.3 Reaktivni slozky

1gG-alkalické fosfataze

(detekéni protilatka)
v konjugacénim pufru

v konjugacénim pufru

Latka Plivod Zamysleny Gcel Koncentrace Cistota
souprav ANCA v soupravach
ANCA
Kozi protiladtka proti lidské Zvireci (kozi) Sekundarni protilatka < 0,1 pg/ml Neznadma.

Protilatky proti
neimunoglobulinovym
slozkam séra nejsou
detekovatelné.

latka)

fosfatazu

MyeloPerOxidaza (MPO) Lidsky (purifikovano Biomarker (antigen) 0 125 mg/ml > 80 %
antigen z lidskych neutrofild) potaZzeny na prouzcich Jedna skvrna MPO =
0,5 pl na kazdém
prouzku
Antigen proteindzy 3 (PR3) Lidsky (purifikovano Biomarker (antigen) 0 125 mg/ml > 80 %
z lidskych neutrofild) potazeny na prouzcich Jedna skvrna PR3 =
0,5 pl na kazdém
prouzku
Antigen glomerularni bazalni Zvireci (rekombinantni, Biomarker (antigen) 0,02 mg/ml > 80 %
membrany (GBM) lidsky, exprimovany potazeny na prouzcich Jedna skvrna GBM =
v burikach Sf9 0,5 pl na kazdém
infikovanych prouzku
bakulovirem)
Protein L Bakterialni Reaktivni (pozitivni) 0,01 mg/ml > 95 %
(z Peptostreptococcus kontrola Jedna skvrna RC =
magnus) 0,5 pl na kazdém
prouzku
Streptavidin-alkalicka Bakterialni (ze Kontrola cut-off < 0,1 pg/ml Neznama.
fosfataza Streptomyces avidinii) (negativni) Jedna skvrna CO =
0,5 pl na kazdém
prouzku
NBT-BCIP Synteticky (chemicka Substrat pro alkalickou | 0,2 mg/ml > 98 %

4. POTREBNY, ALE NEDODAVANY MATERIAL
Trepacka / mikropipety / Casovac / odmérny valec / destilovana nebo deionizovana voda / pinzeta / absorpcni a/nebo filtracni

papir.
5. UCHOVAVANI

Rekonstituovany promyvaci roztok je stabilni po dobu minimalné jednoho mésice pfi teploté 2-8 °C. Cinidla a prouzky Ize
uchovat pfi teploté 2-8 °C az do data exspirace uvedeného na kazdé lahvi¢ce nebo zkumavce.
VloZte nepouzité prouzky zpét do dodavané zkumavky, uzavrete ji a ulozte pfi teploté 2-8 °C. Chromogen/substrat (NBT/BCIP)

je tfeba ulozit pfi teploté 2-8 °C.

PFi spravném uchovavani jsou vSechny komponenty testové soupravy stabilni az do uvedeného data exspirace.
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6. BEZPECNOSTNI OPATRENI
1. VsSechna dinidla jsou urcena vyhradné k diagnostickému pouziti in vitro a profesiondlnimu pouziti. S testovou soupravou smi
pracovat vyhradné vyskoleny technicky personal.
2. Cinidla v soupravé nejsou povazovana za nebezpecnd, protoZze koncentrace obsazenych potencidlné nebezpecnych
chemickych latek jsou nizsi nez prahové hodnoty stanovené nafizenimi Evropské unie:

Nazev CAS EINECS Koncentrace Klasifikace podle nafizeni
na prouzku ES 1272/2008
Vyznam H-vét
Nitrat celuléozy 9004-70-0 - <5% Hofl. roztok 1
H228
Priloha VI k narizeni (ES) ¢. 1272/2008: Index C.: 603-037-00-6; narizeni Komise (EU) 2015/830; 3.2.1
Nazev CAS EINECS Koncentrace Klasifikace
ve smési (v koncentrované formé) podle
narizeni

ES 1272/2008
Vyznam H-vét

MIT: 55965-84-9 - < 0,0015 % Akut. tox. 2 H330
Akut. tox. 2 H310
Akut. tox. 3 H301
Zirav. pro k(% 1 CH314; C > 0,6 %
Posk. o¢i 1 H318; C = 0,6 %
Senzib. kdiZze 1 A H317; C = 0,0015 %
Vysoce toxicky pro vod. org. 1 H400
Vysoce toxicky pro vod. org., s dlouh.
uc. 1 H410

Priloha narizeni Komise (EU) 2018/1480; Index ¢.: 613-167-00-5; nafizeni Komise (EU) 2015/830; 3.2.1

Nazev CAS EINECS Koncentrace Klasifikace
ve smési (v koncentrované formé) podle
narizeni

ES 1272/2008
Vyznam H-vét
NaNs 26628-22-8 247-852-1 <0,1% Akut. tox. 2
H300
Akut. tox. 1
H310
STOT RE 2
H373
Vysoce tox. pro vod. org. 1
H400
Vysoce tox. pro vod. org., s dlouh.
ucinky. 1
H410
Priloha VI k narizeni (ES) ¢. 1272/2008: Index ¢.: 011-004-00-7; nafizeni Komise (EU) 2015/830; 3.2.1

Nazev CAS EINECS Koncentrace Klasifikace
ve smési (v koncentrované formé) podle
narizeni
ES 1272/2008
Vyznam H-vét
NBT 298-83-9 206-067-4 < 0,01 % Akut. tox. 4
H302

Tyto chemické latky jsou v$ak v koncentrované formé toxické. Z toho dlvodu je nutné predchézet kontaktu s kizi, o¢ima
nebo sliznicemi pouzitim vhodnych osobnich ochrannych prostiedkd (rukavice, laboratorni plast, ochranné bryle). Podobné
jako u vSech chemickych latek spojenych se specifickymi riziky smi s produktem/soucastmi manipulovat pouze kvalifikovany
personal za dodrzeni potfebnych bezpecnostnich opatfeni.

3. Se vzorky pacientd je nutné manipulovat jako s materidlem, ktery by mohl prenaset infekéni onemocnéni. Vyzaduji tedy
vhodné ochranné prostfedky (rukavice, laboratorni plast, ochranné bryle). GLP je nutné aplikovat v souladu se véemi platnymi
obecnymi nebo individudInimi bezpecnostnimi predpisy.

4. Likvidace odpadu: Se vzorky pacientl, inkubovanymi testovymi prouzky a pouzitymi lahvi¢kami s ¢inidly je nutné manipulovat
jako s infekénim odpadem. Krabice a dalsi nadoby nevyzaduji samostatny sbér, pokud neni uvedeno v oficidlnich predpisech
jinak.

5. Zdravotnicky prostiedek obsahuje latky zvifeciho, lidského a bakteridlniho pdvodu (viz bod 3.3) ve velmi nizké koncentraci.
VSechny tyto latky byly vybrany tak, aby neobsahovaly Zadné mikrobidlni nebo prenosné latky, a v koncentraci pouzité ve
zdravotnickém prostfedku nejsou toxické. Presto je nutné dodrzovat na pracovisti uzivatele spravné laboratorni postupy
(bryle, rukavice).
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7. DOPORUCENI
1. Spoleénost D-tek a autorizovani distributofi odmitaji zodpovédnost za &kody zplsobené nepfimo nebo v disledku
nasledujicich skutec¢nosti: zmény nebo Upravy uvedeného postupu, nespravné pouZiti soupravy a/nebo pouziti nekompletni
¢i poskozené soupravy. Tuto soupravu smi pouzivat vyhradné kvalifikovany technicky personal.
2. Zodpovédnost spolecnosti D-tek je omezena ve vSech pfipadech na vymeénu soupravy.
3. V pripadé zavazného incidentu (poranéni, Ujma na zdravi nebo imrti) ve spojitosti s timto prostfedkem IVD je nutné zaleZitost
ihned nahlasit vyrobci (viz adresa nize) a kompetentnimu Ufadu ve vasi zemi.
8. ODBER VZORKU, MANIPULACE S NIMI A JEJICH UCHOVAVANi
Séra obsahujici ¢astecky je nutné centrifugovat nizkou rychlosti. Vzorky krve odebirejte do suchych zkumavek. Nepouzivejte
poolované smési riznych sér, jelikoZ to miZe zaptiginit nekonzistenci ve vysledcich (viz bod 10.4). Po oddéleni je tfeba vzorky
séra pouZit ihned nebo je rozdé&lit na alikvotni dily a uchovévat pti teploté v rozmezi 2-8 °C (po dobu maximaln& 14 dnl) ¢i
zmrazené pii teploté -20 °C (po deléi dobu, maximalné 13 mésicl). Cykly zmrazovani/rozmrazovani vzork se mohou opakovat
maximalné 10krat.
9. POSTUP ANALYZY

ZAKLADNI INFORMACE, MANIPULACE A TIPY:

Tecky jsou na prouZcich predem zabarvené modrou barvou, aby byly vSechny antigeny spravné navazany v teckach na membranu.
Toto modré zbarveni zmizi béhem prvniho kroku inkubace. Béhem inkubace s promyvacim roztokem se na membrané vyskytne
bledé riiZzové zbarveni pozadi, které zmizi pti suseni na konci postupu.

Béhem postupu je nutné protfepat inkubacni nosi¢, aby se zajistil efektivni obéh tekutin po membrané. Doporucujeme pouzit
tfepacku. Upravte pohyb tfepacky tak, aby nedochézelo k pFelévani roztokll nebo kFizové kontaminaci mezi jamkami.

Po kazdém plnéni jamek roztokem je tfeba inkubacni nosi¢ manualné michat, dokud nebudou prouzky zcela ponofeny, s cilem
odstranit vzduchové bubliny, které se mohou zachytit pod prouzkem. P¥ipadné mizete plovouci prouzky zatladit dolt do roztoku
(pinzetou nebo Spi¢kou pipety), pouzijte k tomu horni ¢ast prouzku (plastova ¢ast se stitkem).

Nedotykejte se membranové Casti prouzku prsty, pinzetami ani $Spi¢kami pipety. K manipulaci vzdy pouZzivejte plastovou cast se
Stitkem. Cely postup je nutné zpracovat pFi pokojové teploté (18-25 °C).

Popis KONTROL:
Pozitivni kontrola nebo RC (reakcni kontrola) zahrnuje protein (protein L) fixujici vSechny imunoglobuliny pfitomné

v testovaném vzorku. Pokud byl test proveden spravné, tato kontrola bude na konci testu zbarvena (intenzita zavisi na efektivni
koncentraci imunoglobulin{ ve vzorku).

Absence jakéhokoli zbarveni této teCky na konci testu mlZe znamenat, e vzorek nebyl na prouzek napipetovén (viz ¢ast 10.4
Reseni potizi).

Negativni kontrola nebo CO (kontrola Cut-Off) obsahuje protein (streptavidin - alkalicka fosfatdza) reagujici s enzymatickym
substratem a urcitymi slozkami testovaného vzorku. Pokud byl test proveden spravné, tato kontrola bude na konci testu zbarvena.
Signal zavisi na kinetice substratu a charakteristikach vzorku. Intenzita této kontroly slouzi jako prahova hodnota pro konecnou
interpretaci vysledk (viz ¢ast 10 INTERPRETACE VYSLEDKU).

9.1 Priprava cinidel

1.
2.

Pred pouzitim ponechte vSechny soucasti zahrat na pokojovou teplotu (18-25 °C).

Nared'te koncentrovany promyvaci roztok 10x destilovanou vodou.

Pripravte 15 ml nafedéného promyvaciho roztoku na kazdy testovany prouZek.

Priklad: 1,5 ml koncentrovaného promyvaciho roztoku + 13,5 ml destilované vody na jeden prouZek
Nenahrazujte ¢inidla ani nemichejte prouzky riznych ¢isel $arzi, mze to vést k variabilité vysledka.

9.2 Diagram pro pipetovani

1.  Vlozte do jamek jeden prouzek na pacienta modrymi teckami oto¢enymi nahoru.
2.  Pridejte 2 ml nafedéného promyvaciho roztoku na jamku. Inkubujte (protfepavejte) po dobu 10 minut.
Po spravné inkubaci zcela zmizi modré zbarveni tecek.
Pokud nezmizi, pockejte s postupem, dokud tecky zcela nevyblednou.
3.  Zlikvidujte roztok z jamek.
Vylijte tekutinu pomalym prevracenim desticky. ProuZky se prilepi na dno jamek. Vysuste okraj nosice absorpcnim papirem.
4.  Pridejte 1,5 ml Fedidla na vzorky na jamku.
5. Pridejte 10 pl vzorku pacienta na jamku. Inkubujte (protfepavejte) po dobu 30 minut.
Nedotykejte se membrany spickou pipety. Idealné aplikujte vzorek do roztoku po horni ¢asti prouzku (plastova cast se
Stitkem).
Poznamka: Kroky 4 a 5 Ize kombinovat predifedénim vzorku ve sklenéné nebo plastové zkumavce (1,5 ml redidla na
vzorky + 10 ul vzorku pacienta). Promichejte (pridejte do jamky)
6.  Zlikvidujte roztok z jamek.
Vylijte tekutinu pomalym prevracenim desticky. ProuZky se prilepi na dno jamek. Vysuste okraj nosice absorpénim papirem.
7. Promyvejte 3x 3 minuty 1,5 ml nafedéného promyvaciho roztoku na jamku (protfepejte).
Po kaZzdém promyvacim kroku vylijte tekutinu z jamek pomalym prevrdcenim desti¢ky. ProuZky se prilepi na dno
Jjamek. Vysuste okraje nosice absorpénim papirem.
8. Pridejte 1,5 ml konjugatu na jamku. Inkubujte (protfepavejte) po dobu 30 minut.
9. Zlikvidujte roztok z jamek.
Vylijte tekutinu pomalym prevracenim desticky. Prouzky se pfilepi na dno jamek. Vysuste okraj nosice absorpcnim papirem.
10. Promyvejte 3x 3 minuty 1,5 ml nafedéného promyvaciho roztoku (protrepejte)
Po kazdém promyvacim kroku vylijte tekutinu z jamek pomalym prevracenim desticky. ProuZky se prilepi na dno
jamek. Vysuste okraje nosice absorpcnim papirem.
11.  Pridejte 1,5 ml substratu na jamku. Inkubujte (protfepavejte) po dobu 10 minut.
12.  Zlikvidujte roztok z jamek.
Vylijte tekutinu pomalym prevracenim desticky. Prouzky se pfilepi na dno jamek. Vysuste okraj nosice absorpcnim papirem.
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13.  Promyvejte 1x 3 minuty 1,5 ml nafedéného promyvaciho roztoku na jamku a zastavte tak reakci.
14. Vytahnéte prouzky z jamek a ponechte je 30 minut schnout na absorp¢nim papiru. Interpretaci je nutné provést do
24 hodin od zpracovani testu.

10. INTERPRETACE VYSLEDKU

Je mozné provést vizualni (kvalitativni) interpretaci vysledkd soupravy. Obecné se ale doporuéuje pouZit skener BlueScan Scanner
a software Dr Dot s cilem dosahnout vyssi presnosti a semikvantitativni interpretace.

10.1 Kvalitativni interpretace

1. Sloupnéte kryt adheziva na zadni strané kazdého prouzku a pfipojte prouzky s teCkami horni stranou nahoru do oznacenych
poli interpreta¢niho listu doddvaného se soupravou. Toto bude oznacovat prislusné pozice rlznych kontrol a antigen@l na
membrané.

2. Prvni horni tecka (tecka pozitivni kontroly) musi byt pozitivni pro vSechny pacienty. Pouze jasné zbarvena tecka pozitivni
kontroly zajituje, Ze jsou vase vysledky platné a postup byl spravny a/nebo souéasti soupravy nebyly znehodnoceny. Pokud
neni prvni horni teCka zbarvena, test selhal a je zakazano jej dale interpretovat.

3. Srovnejte specifické antigenni tecky s teckou negativni kontroly (vzdy se jedna o posledni spodni tecku). Intenzita barvy
antigennich tecek je pfimo Umeérna titru specifické protilatky ve vzorku pacienta.

Intenzita barvy teCky negativni kontroly bude kolisat dle charakteristik vzorku. Pokud vzorek neobsahuje interferujici latky,
te¢ka negativni kontroly mizZe byt témér bezbarva. Naopak vysoce zbarvend te¢ka negativni kontroly informuje o vysoké mire
nespecifického vazani ve vzorku.

POZITIVNI VYSLEDEK:

Vzorek je povazovan za pozitivni na specifickou protilatku, pokud je intenzita barvy pfislusné antigenni tecky vyssi nez
intenzita tecky negativni kontroly.

NEGATIVNI VYSLEDEK:

Vzorek je povazovan za negativni na specifickou protilatku, pokud je intenzita barvy pfislusné antigenni tecky nizsi nebo
rovna intenzité tecky negativni kontroly.

Poznamka: Slabé zbarveni antigenni te¢ky v blizkosti intenzity barvy te¢ky negativni kontroly mdZe byt t&2ké odlisit pouhou
jednoduchou vizualni kontrolou. V takovych pfipadech doporucujeme pouZivat software Dr Dot a skenovaci systém (viz
Cast 10.2) a prostudovat si informace o presnéjsi interpretaci v prislusnych pokynech.

10.2 Semikvantifikace vysledki: pouziti softwaru Dr Dot a skenovaciho systému (potifebny material: svorka BlueDiver
Clamp, prazdné drzaky prouzki)

Skener BlueScan Scanner je systém specificky navrzeny pro odecet prouzkd immunodot spole¢nosti D-tek. UmoZfiuje piresné
a jednoduché vloZzeni testovych prouzkd.

Software Dr Dot umozfiuje semikvantifikaci vysledkl. Na zaklad& ziskaného snimku bude kazdy vysledek kvantifikovén dle
hodnoty na Skale Sedi a srovnan s referenc¢ni skalou integrovanou v krytu BlueScan Cover.

Tyto intenzity Skaly Sedi budou transformovany a zobrazeny v arbitrarnich jednotkach (AU, od 0 do 100) na zakladé intenzit
kontrol (RC a CO, viz ¢ast 9) pritomnych na prouzku dle nasledujiciho vzorce pro konverzi:

Vosledek anti X (A) Intenzita Skaly Sedi antigenu X — Intenzita $kaly Sedi CO 100
= *
ysteaek antigent Intenzita Skaly Sedi RC — Intenzita $kaly Sedi CO

1. PFipravte si svorku BlueDiver Clamp a nasadte do ni tolik prazdnych drzaké prouzkd, kolik prouzk{l potfebujete analyzovat.
Opatrné vlozte prouzek do kazdého drzéku prouzkd tak, aby RC smérovala vzhiru.

2. Vlozte svorku reaktivni stranou prouzkd otoc¢enou dold do prislusné pozice v krytu skeneru BlueScan.
3.  Pomoci softwaru Dr Dot za¢néte prouzky skenovat.
4,  Software provadi semikvantitativni vyhodnoceni vysledk{ a interpretaci ziskanych hodnot nasledovné:
Arbitrarni jednotka Interpretace
Dr Dot (AU)

<5 Negativni

5-10 Nejednoznacny (*)

> 10 Pozitivni

Podrobné informace o systému BlueScan a softwaru Dr Dot naleznete v provozni pfiru¢ce softwaru Dr Dot

10.3 Dilezita doporuéeni pro interpretaci vysledk

1.  Soupravy spole¢nosti D-tek predstavuji diagnostickou pomdcku. V disledku toho nelze stanovit diagnézu pouze na zakladé
nasich souprav. Vysledky je vzdy nutné interpretovat v kontextu klinického vy&etfeni, anamnézy pacienta a vysledkd
ziskanych jinymi metodami.
74dna samostatna technika neni schopna vyloudit riziko fale$né pozitivnich nebo falené negativnich vysledk(. Dle toho je
potfeba, pokud je to mozné, provést pred pouzitim soupravy immunodot nepfimy imunofluorescencni test
(imunofluorescence je povazovana za referencni metodu v oblasti autoimunit).

2. Intenzita vysledku nemusi byt nutné spojena se stupném intenzity onemocnéni, ale spise s detekovanou hladinou
protilatek.

3. U zdravych jedincd se mohou vyskytovat nizké titry autoprotildtek. Z toho ddvodu je tfeba nizce pozitivni vysledky
(v blizkosti CO, mezi 5 a 10 Dr DOT AU) povazovat za nejednoznacné, i kdyz validni. V takovych pFipadech je doporucovano
opakované testovani pacienta, ideadlné s novym vzorkem. Pokud je vysledek pfi opakovaném testovani porad
nejednoznacny, je tfeba pouzit jiné diagnostické testy a/nebo klinické informace ke stanoveni autoimunitniho stavu
pacienta.
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4.  ZrAznych dlvodl a za urditych podminek méze dojit k nespravnému vykonu soupravy (viz ¢ast 10.4 Redeni problémd).
V takovych pripadech vysledky nejsou validni a nelze je interpretovat. Doporucujeme zopakovat test. Pokud chyba pretrva,
kontaktujte svého distributora.

5. PFi pouzivani prostfedku ke konci doby jeho Zivotnosti mze dojit ke snizeni intenzity vysledk(. Vykonnost soupravy tim
véak neni ovlivnéna (detekce pozitivnich a negativnich vysledk(l), pokud jsou dodrzeny normalni podminky pouZiti
a skladovani.

6. Sekvencni odbér vzorkd (v rlizné dny) u pacienta s autoimunitnim onemocnénim miiZe obéas zplsobit rozdily ve vysledcich
mezi jednotlivymi vzorky. Tento rozdil mize mit nékolik pficin: Ié¢ba pacienta, rozvoj onemocnéni nebo sérokonverze.
Konkrétné v piipadé sérokonverze mize byt vysledek pozitivni na autoprotilatku pfi raném odbéru vzorku pacientovi a pfi
pozd&j$im odbé&ru u stejného pacienta mlze byt pozitivni na jinou autoprotilatku.

10.4 Reseni potizi

Problém Mozné priciny + Feseni
Diskrepance vysledkt ve
srovnani s referencni metodou -Pouziti - nespravné pipetovani séra

- aplikace nespravného objemu
- poutziti dvou rliznych vzork{d tého? pacienta (viz ¢ast 10.3.6) nebo
nespravna manipulace se vzorkem / nespravné skladovani vzorku
mezi testy
- chybna vizualni interpretace
- chybné c¢teni softwaru Dr Dot
- zopakujte test
-Material - interferujici latka ve vzorku
- vzorek je poolovanou smési riznych lidskych sér
- zopakujte test a potvrdte jinymi metodami
-Metoda - vnitfni vykon soupravy (viz Cast 11.2 Analyticka senzitivita
a specificita)
- exspirovana souprava
- problém se stabilitou
S dalsimi pozadavky na technickou podporu kontaktujte svého distributora.

ROzné vysledky v ramci jedné - Pouziti - nespravné pipetovani séra
Sarze nebo mezi nékolika - aplikace nespravného objemu
Sarzemi - chybna vizualini interpretace nebo

- chybné c¢teni softwaru Dr Dot
- zopakujte test

- Metoda - vnitfni vykon soupravy (viz ¢ast 11.1 Opakovatelnost
a reprodukovatelnost)

Kontaminace mezi sousednimi

prouzky - Pouziti - nespravné pipetovani séra
- zopakujte test
Chybéjici nebo slaba RC - Pouziti - sérum neni vibec napipetovano

- zopakujte test

- pacient s imunoglobulinovou deficienci

- potvrdte stav pacienta opakovanim testu

- poskozena cinidla

- zkontrolujte integritu Cinidel

- v pfipadé podezfeni na problém kontaktujte svého dodavatele
- tecka neni na prouzku

- spocitejte tecky na prouzku; pokud pocet neni spravny,
kontaktujte svého dodavatele

Chybéjici CO - poskozena cinidla

- zkontrolujte integritu Cinidel; v pfipadé podezfeni na problém kontaktujte svého
distributora

- teCka se nenachdzi na prouzku

- spocitejte teCky na prouzku; v pfipadé nespravného poctu kontaktujte svého distributora

Nespecificka vazba / vysoké suspektni pfitomnost kontaminace nebo interferujici latky ve vzorku pacienta
pozadi / vysoka hodnota CO - zopakujte test a potvrdte jinou metodou

S dalsimi pozadavky na technickou podporu kontaktujte svého distributora.

Prouzky jsou nespravné Vyrobni problém - kontaktujte svého distributora

oznaceny

Obsah soupravy neni spravny Vyrobni problém - kontaktujte svého distributora
POZNAMKA:

Vyznamna reziduadlni rizika soupravy dle analyzy rizik soupravy u konce navrhu (po mitigaci) jsou nasledna:
1) Riziko fale$nych vysledkt v diisledku chyby pipetovani (§patné sérum)
2) Riziko fale$nych vysledki v disledku interferujici latky obsazené ve vzorku
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Referencni vzorky byly testovany na jednotlivé protilatky v postupnych statisticky reprezentativnich sériich, v rdmci stejného testu,
u rGznych testl a mezi rlznymi $arzemi s cilem vypoditat variabilitu v rdmci stanoveni, mezi stanovenimi a mezi $arzemi.

Ve v8ech pripadech spadala variabilita intenzity barvy do nasledujicich o¢ekavanych limitQ:

CV < 10 % pro zpracovani v ramci analyzy
CV < 15 % pro zpracovani mezi analyzami
CV < 20 % pro zpracovani mezi Sarzemi

11.2 Analyticka senzitivita
Rozsah méreni (semikvantitativni vysledky): Od 0 AU (negativni) do 100 AU (vysoce pozitivni).

Limit detekce: nejnizSi namérena
bod 10.2)

hodnota testu je 5 AU (povaZovanad za nepriikaznou podle interpretaéniho algoritmu, viz

Vzhledem k tomu, Ze pro autoprotilatky neni k dispozici zadny mezinarodni standard, nelze u tohoto vyrobku pouZit pravdivost

mérfeni ani linearitu.

11.3 Analyticka specificita
1. U kazdého biomarkeru této soupravy byly testovany hlavni znamé interferujici latky.

Pro zadnou testovanou koncentraci interferujici latky neprekroCil rozdil mezi vysledkem vzorku bez

a vysledkem ziskanym v pfitomnosti interferujici latky 15 %.

interferujici latky

Interferujici Maximalni Stiedni Minimalni Rozdil
latka koncentrace koncentrace koncentrace <15 %
Bilirubin 100 mg/dl 50 mg/dl 25 mg/dl Ano
Hemoglobin 200 mg/dl 100 mg/dl 50 mg/dl Ano
Cholesterol 224,3 mg/dl 112 mg/dl 56 mg/dl Ano
Revmatoidni faktor IgM pribl. 500 IU/ml pribl. 300 IU/ml pribl. 100 IU/ml Ano

2. Poznamka: Nelze otestovat vdechny mozné interferujici latky popsané v literatufe. Mize dojit k jinym interferencim, mimo
jiné interferencim indukovanym léky. Vysoka analytickd specificita testu je zarucena kvalitou pouZitého antigenu. Tato
souprava detekuje protilatky IgG proti MPO, PR3 a GBM. Nebyly zjiStény zadné zkfizené reakce s dalSimi autoprotilatkami.

11.4 Klinicka senzitivita a specificita

Senzitivita a specificita byly vypocteny z kombinovanych vysledkll ziskanych na klinicky definovanych pozitivnich a negativnich
kontroladch EQAS a z historickych tdajti (externi klinické hodnoceni klinicky definovanych pozitivnich a negativnich pacientd). Tyto
charakterizované vzorky (potvrzené pozitivni nebo negativni na specifické protilatky referenénimi laboratofemi a/nebo
metodologiemi) byly analyzovany dle pokynd testu. Na Zadost je k dispozici podrobnd klinickd zprava.

Senzitivita: Specificita:
Procentudlni pomér je stanoven nasledujicim vypoctem: Procentudlni pomér je stanoven nasledujicim vypoctem:
. Skutecné pozitivni vysledky o Skutecné negativni vysledky
Senzitivita = — — — — Specificita = —— — — —
Skutecné pozitivni vysledky + fale$né negativni vysledky Skutecné negativni vysledky + faleSné pozitivni vysledky
Antigen Skuteéné Falesné Senzitivita Antigen Skuteéné Falesné Specificita (%)
pozitivni negativni (%) negativni pozitivni
vysledky vysledky vysledky vysledky
MPO 110 4 96 MPO 256 3 99
PR3 143 16 90 PR3 263 0 > 99
GBM 83 2 98 GBM 202 3 99

Poznamka: Hodnoty senzitivity a specificity na Grovni 100 % jsou striktné spojeny s kohortou vzork{ pouzitych v klinickych
vyhodnocenich. Teoreticky by neméla byt diagnostickad souprava 100% senzitivni nebo specificka (pfinejmensim > 99 %).

11.5 Diagnostické hodnoty autoprotilatek

Anti-MPO Diagnosticky marker mikroskopické polyangiitidy (MPA) (senzitivita 60-80 %), specificita > 99 %.
Diagnosticky marker pro imunohistologicky negativni (,pauciimunni®) fokalni nekrotizujici glomerulonefritidu,
senzitivita 65 %.

Detekovan u 30-40 % pacientl s Goodpastureovym syndromem.

Detekovéan také u granulomatézy s polyangiitidou (GPA), Churg-Straussovym syndromem (CSS)
a panarteritis nodosa (cPAN).

Casto spojovan s aktivitou onemocnéni u vaskulitidy asociované s ANCA.

Anti-PR3 Diagnosticky marker granulomatoézy s polyangiitidou (GPA; Wegenerova granulomatéza), se specificitou
o hodnoté 95 % az > 98 %, senzitivita zavisi na stadiu a aktivité onemocnéni: 50 % v inaktivnim prvotnim
stadiu, 60 % v aktivnich mono- nebo oligosymptomatickych formach, 95-100 % v aktivni generalizované
fazi.

Parametr aktivity onemocnéni a monitorovani IéCby.
Casto detekovan u pacientl se SLE doprovazenym nefritidou.

Anti-GBM Diagnosticky marker pro anti-GBM nefritidu (senzitivita a specificita o hodnoté 95 %), véetné Goodpastureova
syndromu, glomerulonefritidy s plicnim krvacenim a izolovaného plicniho krvaceni.

Detekovan u 15-20 % pacientl s rapidné progresivni glomerulonefritidou (RPGN) au 2 % pacientd
s izolovanym plicnim krvéacenim.
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12. LIMITACE TESTU

1. Vysledky ziskané v tomto potvrzovacim testu jsou nezavislé na vnitfnim vykonu soupravy a je nutné je povaZzovat za pomicku
pro kone¢nou diagndzu v kontextu vysledkd ziskanych referenéni technikou a klinickych Gdajli pacienta.

2. V piipadé hyperlipemickych vzorkd se doporucuje je pred pipetovanim 10 pl vzorku centrifugovat a pipetovani provést
Vv supernatantu.

3. Diagndéza AAV musi byt potvrzena biopsii (svalovou, ledvinovou, plicni v zavislosti na zjiSténé autoprotilatce), je-li to mozné.

Klinicky pracovnik provede analyzu biopsie a urci stav poskozeni tkané autoprotilatkami. V této fazi bude rozhodnuto o Ié¢ebném

schématu, které bude doplnéno o dalsi informace, jako je napfiklad vysledek vysetifeni moci (hladina kreatininu).

Koncentrace autoprotildtek ve vzorku séra neni ve vztahu k vysledkdm poskytovanym pfistrojem.

Neexistuje 7adnd souvislost mezi koncentraci rlznych autoprotildtek zjist&nych pfistrojem a zavaznosti stim spojenych

autoimunitnich onemocnéni.
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