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CentAK® IAA M je kvantitativni imunoanalyza pro stanoveni
protilatek proti inzulinu (IAA) v lidském séru.

CentAK® IAA M je urlen jako pomlcka pfi diagnostice
autoimunitniho diabetes mellitus 1. typu ve spojeni s dalSimi
klinickymi a laboratornimi nalezy.

Imunoanalyza je ur€ena pro manualni profesionalni diagnostické
pouziti in vitro.

2 Diagnosticky vyznam

Diabetes mellitus 1. typu je chronické autoimunitni onemocnéni,
pfi kterém jsou zniceny beta bunky Langerhansovych ostriivkl
slinivky bfisni produkujici inzulin. Dusledkem této destrukce je
shiZzena produkce inzulinu, ktera se nakonec projevi jak diabetes
mellitus s vysokou hladinu krevniho cukru v krvi. Genetické
predispozice a virové infekce jsou povazovany za rizikové
faktory, pfesné pficiny vS8ak dosud nebyly zcela objasnény.

Destrukce beta bunék pankreatu produkujicich inzulin je
zalozena na pfitomnosti protilatek bunék ostravka (ICA), které
jsou namifeny proti rllznym antigenim bunék pankreatickych
ostravkd, jako je dekarboxyldza kyseliny glutamové (GADG5),
tyrozinfosfataza ICA 512 (1A2), zinkovy transportér 8 (ZnT8) a
proti inzulinu. Protilatky ostrivkovych bunék (ICA) Ize prokazat u
70 — 80 % pacientl s diabetes mellitus. Razné protilatky se
obvykle objevuji mésice az roky pred vyskytem zvySenych hladin
krevniho cukru, a jsou proto také povazovany za dilezité
prognostické markery pro identifikaci pacientdl se zvySenym
rizikem rozvoje diabetes mellitus 1. typu. Kombinovana detekce
protilatek proti GAD65, 1A2, ZnT8 a inzulinu je povaZzovana za
ddlezitou metodu pro diagnostiku diabetes mellitus 1. typu na
pocatku onemocnéni.

Vyskyt protilatek proti inzulinu (IAA) je znamkou progresivni
destrukce pankreatickych beta bunék u pacientl s diabetes
mellitus 1. typu.Jejich prevalence je zvlasté zvySena u déti a
dospivajicich s diabetes mellitus 1. typu, ktefi dosud nebyli |é€eni
inzulinem.

3  Princip testu

Radioimunoanalyzy se Siroce pouzivaji pro stanoveni
specifickych protilatek. K tomuto ucelu se pouzivaji stopovaci
molekuly slozené z antigeni konjugovanych s radioaktivnimi
slozkami, které detekuji specifické protilatky ve vzorku pacienta.
Protein A vaze protilatky ze vzorku a umoziuje jednoduchou
separaci aglutinovanych imunitnich komplext z reakéni smési
centrifugaci. Radioaktivita precipitatu se méfi a je umérna aktivité
protilatek ve vzorku.

4 Komponenty testu

Komponenta Popis ‘
Kalibrator Redé&né lidské sérum (pfipravensé k
1-4 pouziti; obsahuji azid sodny)
4x0,5ml Aktivity protilatek jsou uvedeny v
certifikatu kontroly kvality.
Kalibrator Redéné lidské sérum (pfipraveno k
00 [CAL pouziti; obsahuje azid sodny)
1x0,5ml

Redéné lidské sérum (pfipraveno k
pouziti; obsahuje azid sodny)
Aktivita protilatek je uvedena v
certifikatu kontroly kvality.

Nizka kontrola

CI|ICONTROL

1x0,5ml

Redéné lidské sérum (pfipraveno k
pouziti; obsahuje azid sodny)

Vysoka kontrola

CII|CONTRO

1x0,5ml Aktivita protilatek je uvedena v
certifikatu kontroly kvality.

Tracer Lidsky inzulin konjugovany s

D jédem-125 (< 34 kBq, t2 = 59 dni;

2x1,5ml zareni gama 35 keV, zareni x 27

keV, 31 keV; (pfipraveno k pouziti;
obsahuje azid sodny)

Rekonstituéni pufr Roztok

H (pfipraveny k pouziti; obsahuje azid
1x6ml sodny)

Srazeci pufr Roztok

J (pfipraveny k pouZiti; obsahuje azid
1x 105 ml sodny)

Protein A Suspenze proteinu A

L (lyofilizovana; obsahuje azid sodny)
2 lyofilizaty

Certifikat QC -

1 kus

Navod k pouziti -

1 kus

5 Pozadované materialy, které nejsou
poskytovany

- Bézné laboratorni vybaveni

- Presné pipety (5 - 1000 pl) a jednorazové Spicky
- Kuzelové zkumavky a stojany na vzorky

- Vortexovy mixér nebo jiné rotatory

- Odstredivka

- Gama pocitac

- Absorpéni papir nebo papirovy ubrousek

- Destilovana nebo deionizovana voda
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6 Skladovani a stabilita

9 Provedeni testu

Po obdrzeni musi byt v§echny testovaci komponenty skladovany
pfi teploté 2 °C az 8 °C, nejlépe v plvodni krabici soupravy. Pfi
spravném skladovani v pavodnich obalech jsou v§echny slozky
stabilni az do data expirace.

7 Obecné informace

Tento produkt je uréen pouze pro diagnostiku in vitro. Pfed
pouzitim je tfeba si peclivé pfelist navod k pouZiti. Plati pouze
pro tento vyrobek s uvedenym slozenim a musi byt pfisné
dodrZzovan, aby byly =zajistény spolehlivé vysledky testd.
Odchylky mohou vést k chybnym vysledkim testu. SloZzky se
nesmi zaménovat za testovaci ¢inidla riznych Sarzi nebo jinych
vyrobcu.

Pfi odebirani alikvotl z lahvicek je tfeba zabranit kontaminaci
¢inidel pouzitim aseptickych technik. Po pouziti musi byt lahvicky
s Cinidly pevné uzavieny pfisluSnymi uzaveéry.

Kfizova kontaminace vzorkG nebo ¢&inidel mize vést k
nekonzistentnim vysledkim testd a je tfeba ji zabranit
pouzivanim daslednych pipetovacich technik.

8 Priprava

8.1 Priprava cinidel

V8echny slozky je tfeba pfed pouzitim uvést na pokojovou
teplotu (RT: 18 °C az 25 °C) po dobu nejméné 30 minut; s
vyjimkou srazeciho pufru, ktery je tfeba az do pouziti uchovavat
pfi teploté 2 °C az 8 °C. VSechny tekuté slozky se musi jemné
promichat, aby byla zajiSténa homogenita.

8.1.1 Kalibratory

Kalibratory jsou pfipraveny k pouziti a nesmi se dale fedit.
Kalibratory se musi pouzit pfi kazdé zkousce. CAL 0 by mél mit
hodnotu 0,04 U/ml.

8.1.2 Kontroly

Kontroly jsou pfipraveny k pouziti a nesmi se dale fedit. Kontroly
musi byt pouzity v kazdé zkousSce. Laboratofe mohou také
validovat své vlastni kontrolni vzorky a pouzivat je alternativné.

8.1.3 Rekonstituéni pufr

Rekonstituéni pufr je pfipraven k pouziti a slouzi k rekonstituci
proteinu A.

8.1.4 Tracer

Tracer je pfipraven k pouziti a nesmi se déle fedit.

8.1.5 Protein A

Protein A je lyofilizovany a musi byt rekonstituovan s 2,6 ml
rekonstituéniho pufru na lahvicku. Rekonstituovany roztok
proteinu A zUstava stabilni po dobu 2 tydnu pfFi skladovani pfi
teploté 2 °C az 8 °C.

8.1.6  Srazeci pufr

Srazeci pufr je pfipraven k pouziti a musi byt az do pouziti
skladovan pfi teploté 2 °C az 8 °C.

8.2 Priprava vzorku

8.2.1 Material vzorkt

Doporu€uje se pouzit Cerstvé sérum odebrané z krve
venepunkci. Je tfeba se vyhnout pouZiti ikterickych, lipemickych,
hemolytickych nebo bakteridlné kontaminovanych vzork.
Nerozpustné latky musi byt ze vzorku odstranény odstfedénim.
Vzorky nesmi byt tepelné inaktivovany.

8.2.2 Skladovani vzork(

Vzorky lze uchovavat pfi teploté 2 °C az 8 °C az tfi dny.
Dlouhodobé skladovani vyzaduje teplotu -20 °C. Je tfeba se
vyhnout opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Pro
opakované pouziti by mély byt vzorky alikvotovany a uchovavany
pfi -20 °C.

9.1 Postup

Pro zpracovani radioimunoanalyzy se doporucuji konické
zkumavky na vzorky. Musi byt pfipraveno dostate¢né mnozstvi
zkumavek pro Kkalibratory, kontroly a vzorky, v&etné dalSi
zkumavky pro analyzu izolované stopové latky jako reference.
Musi byt dodrzeny uvedené inkubaéni doby a teploty a je tfeba
zabranit vyraznym ¢asovym posunlm pfi pipetovani vzork(l a
¢inidel.

Krok Popis |
1. Pfidani Pridejte 20 pl kalibratora pfipravenych

kalibrator(, k pouziti, kontrol a nefedénych vzorku
kontrol a do kazdé zkumavky.
nefedeénych Ptipravte si dal$i zkumavku pro
vzorku izolovany stopovy material pro
stanoveni celkové radioaktivity T jako
referenci.
2. Pridani Pridejte 25 pl stopovaciho materialu

stopovaci latky | na zkumavku v€etné dalSi zkumavky
pro stanoveni celkové radioaktivity T

jako referen€ni hodnoty.

Referenéni zkumavka s celkovou
radioaktivitou T by méla byt odloZzena
stranou az do analyzy.

3. Inkubace Inkubujte zkumavky pfes noc

(nejméné 18 hodin) pfi pokojové

teploté.
4. PFidani Do kazdé zkumavky pfidejte 50 pl
proteinu A roztoku proteinu A pfipraveného z L a
H a promichejte vifenim.
5. Inkubace Zkumavky inkubujte 1 hodinu pfi
teploté 2 °C az 8 °C.
6. Pridani Do kazdé zkumavky pridejte 1 ml

srazeciho pufru | studeného srazeciho pufru a
promichejte vifenim.

7. Odstfedovani Zkumavky odstfedujte 30 minut

pfi teploté 2 °C az 8 °C pfi 2000 x g.

8. Dekantace Supernatant dekantujte nebo odsajte.

Pro odstranéni zbyvajici kapaliny
otocte zkumavky dnem vzharu (30
min.) a kapky absorbujte poklepanim
na savy papir.

Zmérte radioaktivitu vSech zkumavek

v€etné T pomoci gama pocitadla s
doporu¢enou dobou pocitani 1 min.

9. Analyza

10 Vyhodnoceni testu

10.1 Metrologicka navaznost

Imunoanalyza se kalibruje pomoci vnitfniho referenéniho vzorku.
Kvantitativni vysledky jsou vyjadfeny v U/ml.

10.2 Kvantitativni hodnoceni

Pro vytvorfeni standardni kfivky se namérena radioaktivita (pocty
za minutu; cpm) kalibratord vynese proti jejich aktivitam protilatek
a koreluje se pomoci spline vyhlazeni. Aktivity protilatek
neznamych vzorkl lze odvodit pfimo z jejich nameérené
radioaktivity (poCty za minutu; cpm) pomoci vygenerované
standardni kfivky.

Kvantitativni hodnoceni mize byt alternativné zaloZzeno na
pocatecnim vypoctu vazebnych pomérd B/T (%) vydélenim
namérené radioaktivity (poCty za minutu; cpm) vSech kalibrator(,
kontrol a vzorku pacientd celkovou radioaktivitou T. Pro vytvoreni
standardni kfivky se vypoctené vazebné poméry B/T (%)
kalibratori vynesou do grafu proti jejich protilatkovym aktivitam a
koreluji se pomoci spline vyhlazeni. Aktivity protilatek
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neznamych vzorkd lze odvodit pfimo z jejich vypocétenych
vazebnych pomért B/T (%) pomoci vygenerované standardni
kfivky.

10.3 Validacni kritéria

Testovaci béhy jsou platné pouze tehdy, jsou-li spinéna
nasledujici kritéria platnosti:

- cpmnebo B/T (%) CAL 0 < CAL 1 < CAL 2 < CAL 3<CAL 4

- Kontroly musi vykazovat aktivitu protilatek v rozsahu platnosti
uvedeném v certifikatu kontroly kvality.

Pokud tato kritéria nejsou splnéna, test neni platny a musi se
opakovat.

10.4 Reseni problému

V pfipadé neplatného testu je tfeba ovéfit data pouzitelnosti a
podminky skladovani, inkubaéni doby a teploty a pfesnou
kalibraci vSech pouzitych pfistroji. Pokud se nepodafilo zjistit
divod neplatného provedeni testu, obratte se na dodavatele
nebo vyrobce vyrobku.

10.5 Referencnirozsahy
Referenéni rozsahy jsou uvedeny nize:

Aktivita protilatek < 0,4 U/ml negativni

Aktivita protilatek = 0,4 U/ml pozitivni
Vzhledem k rozdilné séroprevalenci v jednotlivych regionech by
si kazda laboratof meéla referenéni rozmezi ovéfit vlastni
analyzou a v pfipadé potfeby je upravit.

10.6 Interpretace vysledku testu

Pozitivni vysledek testu ukazuje na pfitomnost specifickych
protildtek. Negativni vysledek ukazuje na nepfitomnost
specifickych protilatek, ale nevylu€uje moznost autoimunitni
reakce. V pfipadé hrani¢niho vysledku testu neni mozné
spolehlivé vyhodnoceni.

10.7 Omezeni metody

Interpretace vysledkll testll musi byt vzdy zvazovana v
kombinaci s klinickym obrazem pacienta. Diagnéza by neméla
byt zalozena na vysledcich jediné diagnostické metody. Pro
stanoveni diagnézy je tfeba vyhodnotit vSechny klinické a
laboratorni nalezy. Pro potvrzeni by méla byt provedena dalsi
vySetieni.

11 Charakteristiky provedeni

11.1  Analytické charakteristiky provedeni

11.1.1  Analyticka citlivost a specifi¢nost

Mez slepého pokusu (LoB) byla stanovena vicenasobnou
analyzou fediciho roztoku. Mez detekce (LoD) byla stanovena
vicenasobnou analyzou negativnich vzork(l. Mez kvantifikace
(LoQ) byla vztazena k variaénimu koeficientu uvnitf analyzy 10
% a variacnimu koeficientu mezi analyzami 20 %.

Analyticka citlivost |

Mez slepého pokusu (LoB) <0,12 U/ml
Mez detekce (LoD) 0,12 U/ml
Mez stanovitelnosti (LoQ) 0,2 U/ml

Vysoka kvalita stopovaci latky (125-1 jddovany inzulin) zajistuje
v pfimém principu testu, Ze reaguje pouze IAA a Ze by nemély
existovat Zzadné  detekovatelné  zkfizené reakce s
autoprotilatkami proti 1A2, GADG5, tyreoglobulinu, tyreoidalni
peroxidaze, TSH receptoru a acetylcholinovému receptoru.

11.1.2 Presnost

PFresnost vysledk(l testu byla hodnocena stanovenim variability
uvnitf testu a mezi testy analyzou vice vzork( s riiznou aktivitou
protilatek.

Presnost v ramci testu

Presnost mezi testy

CV (%) CV (%)
Vzorek 1 0,8 12,1 0,7 10,2
Vzorek 2 1,5 8,6 1,0 10,8
Vzorek 3 3,5 7,7 2,9 9,1
Vzorek 4 8,6 3,6 8,4 7,0
Vzorek 5 24,5 1,3 25,3 3,7

11.1.3 Rozsah méreni

V rozsahlych studiich byla zjiSténa spolehliva pfesnost,
spravnost, preciznost, linearita a vytéznost vysledkl testu v
rozsahu méfeni testu od LoQ po horni kalibrator. Vzorky s
vysledky testd nad hornim kalibratorem by mély byt uvadény jako
>max. Vzorky s vysledky testli pod LoQ by mély byt uvadény jako
<min. Pokud jsou pozorovany vysledky testll nad hornim
kalibratorem, mohou byt vzorky testovany ve vy$Sim Fedéni.
Vysledna aktivita protilatek se musi vynasobit dodate¢nym
faktorem fedéni.

11.2 Diagnostické charakteristiky provedeni

11.2.1  Diagnosticka citlivost a specifi¢nost

Citlivost a specificnost byla hodnocena analyzou 21 vzorku
pacientl s diabetem 1. typu a 45 vzork(i neselektovanych darcl

krve.
Citlivost > 99%
Specificnost > 99%

12 Upozornéni a bezpeénostni opatieni

Vyrobek je uréen vyhradné pro pouziti v diagnostice in vitro
kvalifikovanym, autorizovanym a vySkolenym personalem. Se
vSemi slozkami testu a lidskymi vzorky je tfeba zachazet opatrné
jako s potencialné nebezpecnymi. Je tfeba dodrzovat spravnou
laboratorni praxi (SLP) a vSechny pfisluSné pfedpisy.

V pfipadé, Ze je vyrobek poSkozen nebo jsou informace o
vyrobku véetné oznaceni chybné nebo nespravné, kontaktujte
vyrobce nebo dodavatele.

Tento vyrobek obsahuje pfipravky lidského a/nebo Zivocisného
puvodu. Veskery material ziskany z lidskych télnich tekutin nebo
organll pouzitych k pfipravé sloZzek byl testovan a shledan
negativnim na HBsAg (povrchovy antigen viru hepatitidy B) a
anti-HIV, stejné jako na anti-HCV protilatky. Se vSemi slozkami a
v§emi vzorky pacientu je vSak tfeba zachazet jako s potencialné
nebezpecnymi v souladu s vnitrostatnimi pravnimi pfedpisy a
pFislusnymi pokyny pro biologickou bezpeénost.

Protoze vyrobek obsahuje potencialné nebezpecné a/nebo
radioaktivni materidly, je tfeba dodrzovat nasledujici
bezpec€nostni opatfeni: Pfi manipulaci s materidlem soupravy
nebo vzorky nekufte, nejezte a nepijte. Zabrafite pfimému
kontaktu s materidlem soupravy nebo vzorky tim, Ze budete nosit
ochranné rukavice laboratorni plast a ochranné bryle. Nikdy
nepipetujte material usty. Rozlity material ihned setfete a
zasazeny povrch dUkladné omyjte dekontaminaénim
prostfedkem. Po pouziti si dikladné umyite ruce.

Néktera Cinidla obsahuji azid sodny (< 0,1 %) jako konzervaéni
latku a nesmi se polykat ani pfijit do styku s kGiZi nebo sliznici.
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Mozné tvorbé azid( téZkych kovl v odtoku je tfeba zabranit
dostate¢nym oplachovanim vodou.

Je tfeba dodrzovat informace uvedené v bezpecnostnim listu o
moznych nebezpecich, opatfenich prvni pomoci, opatienich pfi
neumysiném uniku velkého mnozstvi, manipulaci a skladovani,
osobnich ochrannych prostfedcich, informacich o likvidaci a
toxikologickych informacich.

Jakakoli zavazna udalost, ke které doSlo v souvislosti s
prostfedkem, musi byt nahlaSena vyrobci a pfisluSnému organu
¢lenského statu, ve kterém je uzivatel a/nebo pacient usazen.

13 Likvidace

PFi dekontaminaci a likvidaci je tfeba dodrzovat doporu¢eni CDC
a pfislusné mistni a narodni environmentalni smérnice a
predpisy. Vzorky, potencialné kontaminované materialy a
infekéni  odpad musi byt dekontaminovany, napf.
autoklavovanim po dobu 20 minut pfi 121 °C.

Néktera Cinidla obsahuji radioaktivni material. Kontaminované
tkané, zkumavky, kryty stold, rukavice apod. je tfeba likvidovat
ve specialné oznaeném kontejneru. Kapalny a pevny
radioaktivni odpad likvidujte pouze zplsobem povolenym
federalnimi, statnimi nebo mistnimi Ufady a predpisy. Uzivatel
tohoto vyrobku je odpovédny za to, Zze s radioaktivnim
materialem bude nakladat v souladu s narodnimi predpisy
danymi zéakonem nebo jinymi prohlaSenimi mistnich drada.
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