Myositis-LIA PL

Myositis-LIA PL

Linearni imunoanalyza (LIA) pro detekci
protilatek u autoimunitni myozitidy (IgG)
(Jo-1, Mi-2, PM-Scl, U1-snRNP, Ku, PL-7, PL-12)

Velikost balenf{
[REF] 1ITC60201 24 Tests

[IvD]

Kompleni baleni testd

Pred testovanim si peclivé prectéte navod k poufZiti.

Zamyslené pouiiti

MYOSITIS-LIA PL je nepfimy membranovy enzymovy imunologicky test pro
kvalitativni méreni protilatek tfidy 1gG proti Jol, Mi2, PM-Scl, U1-snRNP, Ku, PL-
7 a PL-12 v lidském séru nebo plazmé. Test je urcen pouze pro diagnostické
pouziti in vitro jako pom(cka pfi diagnostice poly- a dermatomyozitidy a
pfekryvnych syndrom0 spojenych s myozitidou.

Protildtky proti aminoacyl-t-RNA-syntetdzam anti-Jo-1, anti-PL-7 a anti-PL-12
indikuji antisyntetazovy syndrom (ASS). Klinickymi projevy antisyntetazového
syndromu jsou ¢asto myozitida spojena s intersticialnim plicnim onemocnénim.
U 60-80 % pacientll s ASS je pozitivni jedna z aminoacyl-t-RNA-syntetdzovych
protildtek. Kromé toho mohou byt zjistény klinické pfiznaky, jako je artritida,
Raynaudav fenomén, horecka a ,,mechanické ruce”.

S vyjimkou protildtek proti Jo-1, které u idiopatické myozitidy vykazuji
prevalenci 20-30 %, jsou protildtky proti syntetaze vzacné. PL-7 a PL-12 maji
prevalenci niZsi nez 5 %.

Protilatky anti-Mi2 jsou detekovatelné u 10-15 % pacientl s akutni
dermatomyozitidou.

Protildtky anti-PM-Scl se vyskytuji témér vyhradné u pacientl s idiopatickou
myozitidou a/nebo pfekryvnym syndromem myozitidy ¢i sklerodermie. Pokud
jsou nalezeny, vyskytuji se pouze vyjime¢né. Mira rozpoznani protilatkami PM-
Scl je 100 % pro protein PM-Scl-100 a 50 az 60 % pro protein PM-Scl-75. V
pripadé, Ze se jedna o protilatky proti PM-Scl, je mozné, Ze se jedna o protilatky
proti PM-Scl.

Protildtky proti U1-snRNP jsou povaZovany za diagnosticky marker smiseného
onemocnéni pojivové tkané (MCTD), které je také oznacovdno jako ,Sharpav
syndrom®. Pfi pouZiti v této indikaci dosahuji protilatky 100% senzitivity (podle
definice) a 98% specificity pfi absenci protilatek anti-Sm a anti-dsDNA.

Protildtky anti-Ku jsou detekovatelné priblizné u 5-25 % pacientu s prekryvnym
syndromem polymyozitida/sklerodermie a s nizsi frekvenci u pacienttd s
primarni plicni hypertenzi, SLE (v kombinaci s dal$imi ANA specifiky),
primdrnim Sjégrenovym syndromem a vzacné u dalSich onemocnéni pojivové
tkané. Celkové jsou protildtky Ku detekovatelné u 1-7 % pacient( s myozitidou.

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

antigens identita

Jo-1 rekombinantni
Mi-2 rekombinantni
PM-Scl rekombinantni
U1-snRNP rekombinantni
Ku rekombinantni
PL-7 rekombinantni
PL-12 rekombinantni

Nitrocelulézovd membrdana je blokovéna, aby se zabrdanilo nespecifickym
reakcim. BEhem inkubace prouzku se zfedénymi vzorky pacient( se
autoprotilatky pfitomné ve vzorku navézi na antigeny na prouzku. K detekci
navazanych protilatek se pouZiva sekundarni protildtka proti lidskému 1gG
znacena kfenovou peroxidazou (HRP). Po pfidani substratu a stop roztoku se
objevi hnédé ¢ary, které indikuji existenci (auto)protilatek proti pfislusnému
antigenu.

Kit Content

[STRIP] 24 Testovaci prouzky (svétle modré barevné znaceni)
potaZzené antigenem (viz tabulka), pfipravené k
pouZiti

[DILKLIA] 30 ml Redici pufr pripraveny k pouZiti (modry uzavér)

DB02

[WASH][20x] 50 ml Promyvaci pufr (¢erny uzavér)

WBO03 koncentrat (20x) pro 1 | pufru

[CON] 29 ml Roztok konjugatu (bily uzévér)
konjugat HRP proti lidskému IgG,

[SUBHLIA] 30 ml Roztok substratu

(Cerny uzavér), pfipraveny k pouziti
bezbarvy ai namodraly
3,3', 5,5'-tetramethylbenzidin 1,2 mmol/I

peroxid vodiku 2,4 mmol/|
[STOP[LIA] 30 ml Stop roztok (Cerveny uzavér)
kyselina sirovd, pfipravena k pouZiti 0,1 mol/I

2 pcs. Inkubaéni zasobnik
1 pc. Bodovaci list, pinzeta, lepici list, prihledna hodnotici
each Sablona, strucna pfirucka

Bezpecnostni poznamky

Reagencie nepolykejte. Zabrarite kontaktu s o¢ima, kiZi a sliznicemi. Se vsemi
vzorky od pacientu je tfeba zachdzet jako s potencialné infekénimi. PouZivejte
ochranny odév a jednorazové rukavice v souladu se sprdvnou laboratorni praxi.

V3sechny materidly kontaminované vzorky pacientl nebo kontrol by mély byt
inaktivovany validovanymi postupy (autoklavovani nebo chemické osetreni) v
souladu s platnymi pfedpisy.

Stabilita

P¥i skladovani pfi teploté 2...8 °C jsou neoteviené lahvicky stabilni aZ do data
pouZitelnosti.

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

Uchovavejte [SUBKHLIA] chranéné pred svétlem.
Bezpecnostni opatfeni
Béhem vsech inkubacnich krokll pouZivejte houpaci tfepacku.

[DILKLIA] DB02, [WASH][20x] WBO03 a [SUBKXLIA] mohou byt zaménény mezi
Sarzemi a testovacimi soupravami LIA, které maji stejné oznaceni €inidla.

V3echna ostatni ¢inidla jsou specificka pro jednotlivé SarZe testovacich souprav
a nesmi se zaménovat s jinymi Sarzemi a testovacimi soupravami.

Pro manipulaci s [CON] nepouZivejte polystyrenové nadoby.

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

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

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

Vzorek
Sérum a plazma s protisrazlivymi latkami citrdtem nebo EDTA.
NepouZivejte vysoce lipemické, hemolyzované nebo ikterické vzorky.

Nefedéné vzorky lze skladovat pfi teploté 2...8 °C po dobu az 5 dnl nebo po
dobu jednoho roku pfi -20 °C. Zmrazte a rozmrazte pouze jednou. Rozmrazeny
vzorek by mél byt peclivé homogenizovan. Odstrarite pevné ¢astice
odstifedénim nebo filtraci.

Vzorek nafedte v poméru 1:101 s rekonstituovanou [DILXLIA] (10 ul séra + 1ml
[DILHLIA]).

Pfiprava Cinidla

Pfed pouZitim upravte vSechna ¢inidla na pokojovou teplotu (15...25 °C).
Nepouzivana Cinidla by méla byt vZidy skladovana pfi teploté 2...8°C.
Promyvaci pufr [WASH]

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



Postup
Postup myti

Postup myti je velmi dlleZity. Nedostate¢né promyti md za nasledek $patnou
presnost nebo falesné vysokou intenzitu pasu.

W1: Uplné odstrafite kapaliny.

W2: Pridejte [WASH] a inkubujte 5 minut za mirného michani.
W3: Po promyti odstrarite zbyvajici kapalinu.

Schéma pipetovani
Postupujte pfesné podle popisu. Zvlastni pozornost vénujte postupu myti!
Reagencie a vzorky by mély mit pfed pouzitim pokojovou teplotu.
Béhem vsech inkubacnich krok( pouZivejte houpaci tfepacku.
Priprava vzorkd:
Vzorek nafedte v poméru 1:101 s [DILKLIA] DBO2.
(10 pl séra + 1 ml [DILHLIA])
Pro kazdou jamku je potieba 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
Odstrarite [WASH]
2. krok
Ziedéné vzorky 1
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté
Trikrat promyjte podle popisu (viz W1 - W3).
[WASH] 1
3. krok
[CON] 1
Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté
Trikrat promyjte podle popisu (viz W1 - W3).
[WASH] 1
4. krok
[SUBKLIA] 1
Inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté
Odstrarite [SUBKLIA]
5. krok
Pfidejte destilovanou vodu 1
Inkubujte 1 minutu pfi pokojové teploté
Odstrarite destilovanou vodu
[STOP[LIA] 1
Inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté
Odstrarite [STOP[LIA]
Dukladné osuste [STRIP]

Automatizace

MYOSITIS-LIA PL Ize zpracovavat pomoci vhodnych automatickych analyzatorud
Blot. Aplikace musi byt pfed diagnostickym pouZzitim validovany. Pro
automatizovanou interpretaci prouzk LIA pouZijte HumaScan ([REF]
ITCO2850i).

Validace testu

Vysledky testu jsou platné, pokud jsou pro kazdy [STRIP] spInéna nasledujici
kritéria:

- Kontrola funkce je viditelna.

- Je viditelnd kontrola cut-off.

- Funkéni ovladani intenzity > ovladani mezni intensity

Interpretace vysledk(

Pfipevnéte [STRIP] na skorovaci list a srovnejte referencni Caru [STRIP] s
referencni ¢arou na skérovacim listu.

Zarovnejte preruSovanou referenéni ¢aru hodnotici $ablony s referen¢ni ¢arou
[STRIP].

Interpretace vysledk( testu se provadi vyhradné na zékladé ptislusné hranicni
kontroly povaZzované pro kazdy [STRIP].

Vysledek testu je negativni, pokud neni rozpoznan zZadny pruh nebo pokud pruh
vykazuje mensi intenzitu ve srovnani s hrani¢ni kontrolou.

Test je nejednoznacny, pokud se intenzita pasu a intenzita kontroly cut-off
vyznamné nelisi.

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

Zaznamenejte prislusné vysledky testu do hodnoticiho listu.

Omezeni

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

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

Pokud vzorek pacienta obsahuje zvysené hladiny imunokomplexd nebo jinych
imunoglobulinovych agregatd, nelze vyloudit faledné pozitivni vysledky
zpUsobené nespecifickou vazbou.

Vykonnostni charakteristiky

Typické vykonnostni Gidaje naleznete v ovérovaci zpravé, ktera je pfistupna
prostfednictvim:

www.human.de/data/gb/vr/la-60201.pdf nebo
www.human-de.com/data/gb/vr/1a-60201.pdf

Pokud nejsou vykonnostni Gidaje pfistupné pres internet, Ize je bezplatné ziskat
u mistniho distributora.
Poznamka

Manipulace by méla byt vZdy v souladu s béZznymi pozadavky SLP (*)! Musi byt
splnéna validacni kritéria!

(*To zahrnuje: Odstrarite ze zasobnich roztok( pouze ¢inidla potfebnd pro béh, pokud by mohla
pfijit do styku s jinymi kontaminujicimi roztoky, jako jsou vzorky pacientd apod. / Zasobni roztoky
se vzdy vrati na teplotu 2...8 °C, pokud se nepouZivaji.)

Barevné kédovani

Barevné kédovani pfipojené nad odkazem slouZi k identifikaci dostupnych
testd LIA.

Barevné kédovani -MYOSITIS-LIA PL: svétle modra

Bezpecnostni poznamky

[STOP] Pozor!

- Vystrazné véty

H315 Zplsobuje podrazdéni kize.

H319 Zplsobuje vazné podrazdéni oci.

[CON]

H317 MaZe vyvolat alergickou koZzni reakci.

H412 Skodlivy pro vodni organismy s dlouhodobymi Gé&inky.

[WASH][20x], [DIL][LIA]

H317 Maze vyvolat alergickou koZni reakci.

[WASH][20x] [DIL][LIA] [CON] [SUB][LIA] [STOP][LIA].

- Preventivni prohlaseni

P280 PouZivejte ochranné rukavice/ochranny odév/ochranu oéi/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 osetreni (viz na této etiketé).

P362 Pfed opétovnym poufZitim svléknéte kontaminovany odév a vyperte jej.
P332+P313 P¥i podrazdéni kuze: Vyhledejte lékafskou pomoc/opatieni.
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	Myositis-LIA PL
	(Jo-1, Mi-2, PM-Scl, U1-snRNP, Ku, PL-7, PL-12)
	Velikost balení
	Před testováním si pečlivě přečtěte návod k použití.
	Protilátky proti U1-snRNP jsou považovány za diagnostický marker smíšeného onemocnění pojivové tkáně (MCTD), které je také označováno jako „Sharpův syndrom“. Při použití v této indikaci dosahují protilátky 100% senzitivity (podle definice) a 98% speci...
	Protilátky anti-Ku jsou detekovatelné přibližně u 5-25 % pacientů s překryvným syndromem polymyozitida/sklerodermie a s nižší frekvencí u pacientů s primární plicní hypertenzí, SLE (v kombinaci s dalšími ANA specifiky), primárním Sjögrenovým syndromem...
	Princip
	Nitrocelulózová membrána je blokována, aby se zabránilo nespecifickým reakcím. Během inkubace proužku se zředěnými vzorky pacientů se autoprotilátky přítomné ve vzorku naváží na antigeny na proužku. K detekci navázaných protilátek se používá sekundárn...
	Bezpečnostní poznámky
	Reagencie nepolykejte. Zabraňte kontaktu s očima, kůží a sliznicemi. Se všemi vzorky od pacientů je třeba zacházet jako s potenciálně infekčními. Používejte ochranný oděv a jednorázové rukavice v souladu se správnou laboratorní praxí.
	Všechny materiály kontaminované vzorky pacientů nebo kontrol by měly být inaktivovány validovanými postupy (autoklávování nebo chemické ošetření) v souladu s platnými předpisy.
	Stabilita
	Při skladování při teplotě 2...8  C jsou neotevřené lahvičky stabilní až do data použitelnosti.
	[WASH] (po rekonstituci) a otevřené reagencie jsou stabilní po dobu 6 týdnů při 2...8 C.
	Uchovávejte [SUB¤LIA] chráněné před světlem.
	Bezpečnostní opatření
	Během všech inkubačních kroků používejte houpací třepačku.
	[DIL¤LIA] DB02, [WASH][20x] WB03 a [SUB¤LIA] mohou být zaměněny mezi šaržemi a testovacími soupravami LIA, které mají stejné označení činidla.
	Všechna ostatní činidla jsou specifická pro jednotlivé šarže testovacích souprav a nesmí se zaměňovat s jinými šaržemi a testovacími soupravami.
	Pro manipulaci s [CON] nepoužívejte polystyrenové nádoby.
	Jakákoli krystalická sůl [WASH][20x] uvnitř lahvičky musí být před použitím rozpuštěna.
	Během inkubace nevysušujte [STRIP].
	Nedotýkejte se [STRIP] prsty, používejte pinzetu.
	Po inkubaci přípravku [STRIP] zředěné vzorky zcela odstraňte, aby nedošlo ke křížové kontaminaci.
	Vzorek
	Sérum a plazma s protisrážlivými látkami citrátem nebo EDTA.
	Nepoužívejte vysoce lipemické, hemolyzované nebo ikterické vzorky.
	Neředěné vzorky lze skladovat při teplotě 2...8  C po dobu až 5 dnů nebo po dobu jednoho roku při -20  C. Zmrazte a rozmrazte pouze jednou. Rozmražený vzorek by měl být pečlivě homogenizován. Odstraňte pevné částice odstředěním nebo filtrací.
	Vzorek nařeďte v poměru 1:101 s rekonstituovanou [DIL¤LIA] (10 µl séra + 1ml [DIL¤LIA]).
	Příprava činidla
	Před použitím upravte všechna činidla na pokojovou teplotu (15...25  C).
	Nepoužívaná činidla by měla být vždy skladována při teplotě 2...8 C.
	Promývací pufr [WASH]
	Zřeďte 1 díl [WASH][20x] s 19 díly destilované vody.  Postup
	Postup mytí
	Postup mytí je velmi důležitý. Nedostatečné promytí má za následek špatnou přesnost nebo falešně vysokou intenzitu pásů.
	W1: Úplně odstraňte kapaliny.
	W2: Přidejte [WASH] a inkubujte 5 minut za mírného míchání.
	W3: Po promytí odstraňte zbývající kapalinu.
	Schéma pipetování
	Automatizace
	MYOSITIS-LIA PL lze zpracovávat pomocí vhodných automatických analyzátorů Blot. Aplikace musí být před diagnostickým použitím validovány. Pro automatizovanou interpretaci proužků LIA použijte HumaScan ([REF] ITC02850i).
	Validace testu
	Výsledky testu jsou platné, pokud jsou pro každý [STRIP] splněna následující kritéria:
	- Kontrola funkce je viditelná.
	- Je viditelná kontrola cut-off.
	- Funkční ovládání intenzity > ovládání mezní intensity
	Test je nejednoznačný, pokud se intenzita pásu a intenzita kontroly cut-off významně neliší.
	Výsledek testu je pozitivní, pokud pás vykazuje silnější zabarvení ve srovnání s hraniční kontrolou.
	Zaznamenejte příslušné výsledky testu do hodnotícího listu.
	Omezení
	Pozitivní výsledek musí být použit ve spojení s klinickým hodnocením a diagnostickými postupy. Hodnoty získané tímto testem jsou určeny pouze jako pomůcka pro diagnostiku.
	Intenzita zbarvení pásu nemusí nutně korelovat s titry protilátek získanými jinými referenčními metodikami. Vzorky od zdánlivě normálních dárců krve mohou obsahovat autoprotilátky.
	Pokud vzorek pacienta obsahuje zvýšené hladiny imunokomplexů nebo jiných imunoglobulinových agregátů, nelze vyloučit falešně pozitivní výsledky způsobené nespecifickou vazbou.
	Výkonnostní charakteristiky
	Typické výkonnostní údaje naleznete v ověřovací zprávě, která je přístupná prostřednictvím:
	www.human.de/data/gb/vr/la-60201.pdf nebo
	www.human-de.com/data/gb/vr/la-60201.pdf
	Pokud nejsou výkonnostní údaje přístupné přes internet, lze je bezplatně získat u místního distributora.
	(*To zahrnuje:  Odstraňte ze zásobních roztoků pouze činidla potřebná pro běh, pokud by mohla přijít do styku s jinými kontaminujícími roztoky, jako jsou vzorky pacientů apod. / Zásobní roztoky se vždy vrátí na teplotu 2...8  C, pokud se nepoužívají.)
	Barevné kódování
	Barevné kódování připojené nad odkazem slouží k identifikaci dostupných testů LIA.
	Barevné kódování -MYOSITIS-LIA PL: světle modrá
	- Preventivní prohlášení
	P280 Používejte ochranné rukavice/ochranný oděv/ochranu očí/ochranu obličeje.
	P305+P351+P338 PŘI ZASAŽENÍ OČÍ: Opatrně několik minut vyplachujte vodou. Vyjměte kontaktní čočky, pokud jsou přítomny a lze je snadno vyjmout. Pokračujte ve vyplachování.
	P321 Specifické ošetření (viz na této etiketě).
	P362 Před opětovným použitím svlékněte kontaminovaný oděv a vyperte jej.
	P332+P313 Při podráždění kůže: Vyhledejte lékařskou pomoc/opatření.
	1. Conrad K. et al., Autoantibodies in Systemic Autoimmune Diseases - A Diagnostic Reference; Pabst Science Publishers, Lengerich, 2007.
	2. Sato S, et al., Clinical characteristics of Japanese patients with anti-PL-7 (anti-threonyl-tRNA synthetase) autoantibodies, Clin Exp Rheumatol. 23, 609-615 (2005).
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