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BS-20-20 ELISA test na protilatky proti Spermiim, CZ

Nabidka diagnostickych souprav BIOSERYV Diagnostics

GmbH:

Gastroenterologie

Objednaci kéd

Po cettestl

Lidsk& pankreatické Elastaza ELISA (nedostate€nost pankreatu) BS-86-01 96
Pankrin TM ELISA (akutni pankreatitida) BS-86-02 96
Infertilita

Latex-aglutinani test na Protilatky proti spermiim BS-10-10 50
ELISA test na Protilatky proti spermiim v krevnim séru BS-10-20 96
ELISA test na Protilatky proti spermiim v semenné plazmé BS-10-21 96
Hemaglutinaéni test na Protilatky proti spermiim BS-10-30 40
ELISA test na Protilatky proti spermiim — Ig klasifikace v séru BS-10-50 96
Latex-aglutinaéni test na Protilatky proti Spermiim BS-20-10 50
ELISA test na Protilatky proti Spermiim BS-20-20 96
Hemaglutina¢ni test na Protilatky proti Spermiim BS-20-30 40
ELISA test na Protilatky proti Spermiim - Ig klasifikace BS-20-50 96
Latex-aglutinacni test na Protilatky proti ovariu BS-40-10 50
ELISA test na Protilatky proti ovariu BS-40-20 96
Hemaglutina¢ni test na Protilatky proti ovariu BS-40-30 40
ELISA test na Protilatky proti ovariu - Ig klasifikace BS-40-50 96
Monitorovani rizikovych t  éhotenstvi

IGF-BP1 ELISA (PP12) BS-30-10 96
Glykodelin ELISA (PP14) BS-30-20 96
Hormony, Tumorové Markery

AFP ELISA BS-90-21 96
FSH ELISA BS-85-21 96
HCG ELISA kompletni molekula BS-85-22 96
HPL ELISA BS-85-24 96
LH ELISA BS-85-23 96
Prolaktin ELISA BS-85-25 96
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BS-20-20 ELISA test na protilatky proti Spermiim, CZ

Uc¢el pouziti

ELISA test na stanoveni protilatek proti spermiim firmy BIOSERV Diagnostics, je spolehlivy a kvantitativni
test slouzici ke zjiStovani protilatek proti spermiim. Tento test je uréen k vySetfeni vzorkd krevniho séra.
Upozorn éni: vyrazy ,protilatky proti spermiim®, ,anti-spermiové protilatky“ a ,spermiové protilatky* maji
stejny vyznam. V téchto instrukcich je pouzivan termin ,protilatky proti spermiim*.

Klinicky vyznam

Protilatky plasobici proti antigendm spermii mohou zpusobit neplodnost u Zen nebo u muzd. ELISA test
Protilatky proti spermiim od BIOSERV Diagnostics se doporucuje pouzit k diagnostikovani imunologicky
zapfi¢inénych poruch plodnosti.

Nechténa bezdétnost je narlstajici problém, se kterym je docasné ¢&i dlouhodobé konfrontovano az 20%
vSech parud v reproduktivnim véku. Ve 20% téchto pfipadl existuje u Zenskych nebo muzskych pacient(
pfitomnost protilatek proti spermiim (Lahteenmaki A et al: Hum Reprod (1955) 10, 2824-28; Nagy ZP et al: Hum Reprod
(1955) 10, 1775-80).

Podle WHO (WHO Manual pro vySetfovani lidského semena a interakce semena a hlenu délozniho kreku, 1999), je
neplodnost definovdna jako absence poceti v prabéhu 12ti mésicl nechranéného pohlavniho styku.
Hlavni pfi¢inou poruchy imunologické plodnosti je tvorba protilatek plsobicich proti antigendm spermii.
Protilatky proti spermiim vyvijeji heterogenni U€inky na oplodhovaci schopnost spermii. Blokaéni efekt
protilatek proti spermiim a jejich pohyblivost, vdzanim se na jejich povrch a aglutinaénimi procesy, je velmi
dobre znam. (Zoufari R et al: Fertil Steril (1993) 59, 606-12).

Pronikéani spermii do hlenu délozniho €ipku je naruSeno pfitomnosti protilatek proti spermiim v semenné
plazmé a/nebo v hlenu délozniho Cipku (Eggrt-Kruse W et al.. Hum Reprod (1993) 8, 1025-31). Protilatky proti
spermiim negativné ovliviuji kapacitacni a akrozomalni reakci spermii a brani tak interakci spermie s
oocytem (Francavilla F et al: Front Biosci (1999): 1; 4:9-25; Bohring C et al..: Hum Reprod (2001) 7:113-8).

Interakce spermie s oocytem a nasledné spojeni a penetrace Zony pellucidy maze byt protilatkami proti
spermiim potlacena. Nasledné spojeni oocytu a spermie muze byt také naruseno pfitomnosti protilatek
proti spermiim (Mazumdar S et al.: Fertil Steril (1998) 70, 799-810; Kutteh WH: Hum Reprod, (1999) 14, 2426-9).

Podle Crosignani et al. (Crosignani et al.: PG et al.. Hum Reprod (1998) 13, 2025-32) poc¢et téhotenstvi u pard s
protilatkami proti spermiim u muze nebo Zeny jsou v porovnani s kontrolnimi skupinami o 38% nizsi. Déle
pak mohl byt potvrzen vliv na implantaci a ¢asny embryologicky vyvoj. Spojitost mezi protilatkami proti
spermiim a samovolnym potratem se diskutuje. Vyskyt protilatek proti spermiim u neplodnych péara &ini
20% (Lahteenmaki A et al: Hum Reprod (1955) 10, 2824-28; Nagy ZP et al: Hum Reprod (1955) 10, 1775-80).

Protilatky proti spermiim se mohou vyskytovat volné v ejakuldtu anebo vazané na povrch spermie.
Protilatky proti spermiim mohou byt nalezeny u muzd a u Zen (Clarke GN et al: Am J Reprod Immunol Microbiol
(1985) 7, 143-7). U Zen mohou byt protilatky proti spermiim nalezeny v hlenu délozniho &ipku, v tekutiné
vejcovodu a ve folikularni tekuting. MuZzi majici vic jak 50% svych spermii potazenych protilatkami proti
spermiim, vykazuji zfetelné snizenou plodnost. (Abshagen K et al.: Fertil Steril (1998) 70, 355-6.

Oblast pouziti soupravy
ELISA test na protilatky proti Spermiim firmy BIOSERV Diagnostics mZe byt v klinické praxi pouZzit
k diagnostikovani imunologicky zapfi¢inénych poruch plodnosti.

Princip metody

ELISA test na protilatky proti Spermiim firmy BIOSERV Diagnostics je enzymatickd imunoanalyza
sendvi¢ového typu slouZici ke kvantitativnimu zjiSténi protilatek proti Spermiim v lidském krevnim séru.
Jamky mikrotitracni desti¢ky jsou potazeny smési proteint Spermii. Vzorky a standardy jsou pipetovany
do jamek a béhem inkubace se protilatky proti Spermiim vazou k proteinim Spermii a diky tomu jsou pak
imobilizovany na desti¢ce. Po promyti jamek je pfidan enzymaticky konjugét skladajici se z polyklonalnich
protilatek proti lidskym imunoglobulindm znacenych kfenovou peroxiddzou. Po inkubaci a promyti je
z jamek odstranén nevéazany konjugat. Nasledné pfidany substrat TMB (3,3",5,5 - tetramethylbenzidin)
oxiduje kfenovou peroxiddzu a pfitom vyvolava barevnou reakci. Ta je zastavena pfidanim 0.25 M
kyseliny sirové (H2S0a4). Extinkce je méfena pfi vinové délce 450 nm pomoci ELISA readeru. Doporucuje
se referencni méfeni pfi vinové délce = 550 nm.
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Reagencie obsazené v souprav & (dostacuje pro 96 stanoveni)
1. Mikrotitracni stripy potaZzené antigenem Spermiim 96 jamek
2. Sada standardt - v 1 lahvi¢ce 0.5 ml
- Standard 1 ( 31 U/ml - bezbarvé Sroubovaci vicko)
- Standard 2 ( 62 U/ml - bilé Sroubovaci vicko)
- Standard 3 (125 U/ml - Zluté Sroubovaci vi¢ko)
- Standard 4 (250 U/ml - modré Sroubovaci vi¢ko)

3. Kontrola (zelené Sroubovaci vicko) 0.5 ml
4. Redici pufr (pouzivany téz jako blank / nulovy standard / 0 U/ml) 50 mi
5. Promyvaci roztok (10x koncentrovany) 50 mi
6. Enzymovy konjugat (k pfimému pouZiti) 5 ml
7. Substratovy roztok (TMB roztok, k pfimému pouZiti) 13 ml
8. Stop roztok (0.25 mol/l H2SOa4) 12 ml
9. Drzak na mikrotitracni stripy 1ks

Dalsi pot febné materidly, které nejsou sou ¢asti dodavky:
1. ELISA reader s filtrem 450 nm, popfipadé s referenénim filtrem = 550 nm
2. ELISA promyvacka
2. Automatické pipety s jednordzovymi Spickami objemu 5 pl, 50 pl, 500 pl
3. Zkumavky pro fedéni vzorku
4. Destilovana nebo deionizovana voda
5. Absorp¢ni papir
6. Pouzivejte pouze kalibrované pipety a nastroje

Upozorn éni a bezpe €énostni opat feni
1. Souprava je uréena pouze pro in vitro pouZziti
2. Vyvarujte se kontaktu se Stop roztokem, mize zpUsobit na kizi podrazdéni a popéleni.
3. Reagencie nepipetujte Usty.
4. PovaZujte vSechny vzorky za potencionalné infekéni a zachazejte s nimi proto s nejvy3si opatrnosti.
5. Manipulace a likvidace by mély byt v souladu s postupy, které jsou v souvislosti s biologickymi
rizikovymi latkami definovany pfislusnymi narodnimi bezpecnostnimi pfedpisy €i regulacemi.

Priprava reagencii
1. Komponenty v této soupravé jsou uréeny k pouZiti jako jeden celek a nemély by byt vzajemné

vymérniovany s komponenty jinych souprav.

. V8echny reagencie a vzorky musi pfed pouzitim dosahnout laboratorni teplotu.

. V8echny reagencie je tfeba promichat bez vytvofeni pény.

. Jakmile zapo€ne testovaci proces, vSechny dalSi kroky musi byt provadény bez pferuseni.

. Pipetujte vSechny reagencie a vzorky na dno jamek. Nemichejte nebo netfepejte po pipetovani.

. Pro kazdy vzorek pouZijte novou jednorazovou Spicku.

. Pred zapocetim testu musi byt vSechny potfebné reagencie pfipraveny k okamzitému pouziti,
v8echny potfebné stripy musi byt vioZzeny do ramecku atd. Toto zaru€i stejny ¢asovy interval pro
kazdy pipetovaci krok, a to bez preruSovani.

8. Pro optimalni vysledek je nezbytné dukladné umyt jamky po inkubaci a odstranit i tu posledni
kapku vody tim, Ze desti¢kou obracenou dnem vzhuru jemné klepnete na absorpéni papir nebo
tkaninu.

9. Vzhledem k tomu, Ze kinetika enzymatické reakce zavisi na okolni teploté, mohou byt pozorovany
rozdilné extinkce korelujici s pFislusnou teplotou mistnosti. Optimalni teplota laboratorni
mistnosti je 20-22<T (68-72F).

10. Doporucuje se provadét vSechny testy ve dvojim stanoveni, aby byly minimalizovany dusledky
chyb pfi pipetovani &i manipulaci.

~NO O~ WN
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Skladovani a doba pouzitelnosti
1. Reagencie uchovavejte pfi teploté 2-8TC (36-46F)
2. Uzavfené reagencie jsou stabilni az do doby pouzitelnosti uvedené na Stitku soupravy.
3. Lahvicky po pouziti okamzité uzaviete, nezaménujte uzavéry.
4. Uchovavejte mikrotitracni stripy v suchém sacku s vysouSedlem. Zbyvajici stripy musi byt
skladovany v dobfe uzavieném sacku. Takto uchovavané jsou stabilni 4 tydny od otevieni sacku.
POZOR! Jednou otev Fené reagencie jsou stabilni maximaln  é po dobu 4 tydn & od jejich otev Feni.

Vzorky
Souprava je ur€ena pro vySetteni krevniho séra

Odbér a pfFiprava vzork

Odeberte Zilni krev, nechte ji srazit, a pfi laboratorni teploté oddélte centrifugaci sérum; vyvarujte se
hemolyzy. Vyvarujte se rovnéz opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Uchovavejte zkumavky
uzavrené, abyste se pfedesli mozné kontaminaci nebo zméné koncentrace.

1. Manipulujte se vS8emi vzorky s nejvyssi opatrnosti, mohou byt infek&ni.
2. Nejsou zndmy zadné interference s vnéjSimi faktory &i jinymi substancemi.
3. Vzorky mohou byt skladovény za rdznych teplot v nasledujicich ¢asovych rozmezich:

- Teplota okolniho prostfedi az do 30T (86F): t fi dny
- Teplota v lednici (2-8C / 36F — 46F): jeden tyden
- Teplota doméci mrazni¢ky (-10C az -20C/14F az -4F): jeden rok

Chcete-li stanovovat protilatky v seminalni plasmé pouZijte soupravu BS-10-21 — Antispermatické
protilatky v semenné plasmé ELISA .

POZOR! Neexistuji zadné testovaci metody, které by zarugily, Ze v reagenciich v této soupravé neni
pfitomen virus Hepatitidy B, virus HIV (HIV/HTLV-1II/LAV), &i jiné infekéni substance. Z tohoto divodu by
mély byt vSechny produkty z lidské krve, v€etné pacientskych vzorkd, povaZzovany za potencionalné
infekéni.

Postup stanoveni
1. Nechejte vSechny reagencie vytemperovat na laboratorni teplotu a pred pouZzitim dikladné promichejte.
2. Priprava promyvaciho roztoku (10x): Nafedte koncentrovany promyvaci roztok (50 ml) pfidanim 450 mi
deionizované vody. Zfedény promyvaci roztok zastava stabilni po 4 tydny pfi teplotach 2-8C / 39-46F.
Pozor: Pouzivejte destilovanou nebo deionizovanou vodu!
3. Sérum zfedte v poméru 1:100 fedicim pufrem (fedéni 1:100 -> 5 ul séra + 495 pl fediciho pufru).
4. Vlozte pozadovany pocet jamek nebo celych stript do ramecku.
5. Pipetujte 50 yl standardu do pfislusnych jamek.
6. Vzdy novou jednorazovou Spickou pipetujte 50 ul nafedéného séra do pfislusnych jamek.
7. Inkubujte 60 minut pfi teploté 37<C.
8. Ré&zné vytfepnéte obsah jamek a 3x je promyjte 200 pl pracovniho fedéni promyvaciho roztoku.
9. Odstrarite zbyvajici vodu z jamek tim, Ze jimi jemné klepnete (v drzaku) na absorp&ni papir nebo tkaninu.
10. Do vSech jamek pipetujte 50 ul konjugatu.
11. Inkubujte 60 minut pfi teploté 37<C.
12. R&zné vytfepnéte obsah jamek a jamky 5x promyjte 200 pl nafedéného promyvaciho roztoku.
13. Odstrarite zbyvajici vodu z jamek tim, Ze jimi jemné klepnete (v drzaku) na absorpéni papir nebo tkaninu.
14. Po promyti ihned do kazdé jamky napipetujte 50 ul roztoku substratu.
15. Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté.
16. Zastavte enzymovou reakci pfidanim 50 pl Stop roztoku do kazdé jamky, v tom samém poradi a ¢asu
jako u substratového roztoku.
17. Méfte extinkci vzorkd pfi 450 nm. Doporucuje se provést méfeni extinkce béhem 10ti minut od
zastaveni reakce.

Pozndmka: VSeobecné plati, Ze enzymaticka reakce je pfimo umérna €asu a teploté. Interpolace je tak
mozna v pevné stanovenych fyzikadlné chemickych podminkach. Vzhledem k tomu, Ze kalibratory jsou
stanovovany v kazdém béhu, vykyvy absorbance neovliviiuji absolutni vysledky.

Doporu éené schéma pipetovani
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

BLANK [BLANK | P | 3 | P |11 | P |19 | P |27 | P35 |A
S1 S1 Pl 4a|pPl12]P|20|P|[28]P |36 |B
S2 s2 |P| 5 |P|13|P|2t|P|29|P |37 ]|C
S3 S3 P| 6 |P |14 | P |22 | P |30 |P |3 |P
S4 sS4 |P| 7 |P|15|P| 23| P |31|P |39 |E
PK PK | P | 8 |P |16 | P |24 P |32]P 4 |F
P 1 P| 9 |P |17 | P |25 | P |3 | P | 41 ﬁ
P 2 P10 | P | 18 | P | 26 | P | 34 | P | 42

V tomto pipetovacim schématu jsou znazornény doporu¢ené pozice pro prazdné jamky (pouzijte prosim
fedici pufr obsazeny v této souprave), standardy (S1-S4), pozitivni kontrolu (PK) a pro testované vzorky
(P1-P42), stanovované v dubletu.

Vypo éet vysledk G

1. Vypocitejte primérné hodnoty absorbance standardd, kontrol a testovanych vzorka.

2. Namérfenou absorbanci kazdého standardu zaneste na osu y, odpovidajici hodnotu koncentrace
protilatek proti Spermiim pak na osu x. Vyslednou kalibraéni kfivku pouzijte k uréeni hodnoty
koncentrace protilatek v testovanych vzorcich. Hodnoty OD vzork( séra koreluji s odpovidajici hodno-
tou koncentrace protilatek proti Spermiim.

3. Ze sestrojené kalibraéni kfivky odectéte adekvatni koncentrace protilatek proti Spermiim v U/ml
odpovidajici namérenym pramérnym hodnotam absorbance kazdého vzorku.

Limitace stanoveni

— Pfi teplotach vysSich nez 30C (86F) by m ély byt vzorky transportovany chlazené nebo zmrazené.
Cas zastaveni enzymatické reakce (doba posledni inkubace) mize byt pfizptisoben (zkracen).

— Silné hemolyticka nebo lipemicka séra nebo séra od pacienti s jaternimi chorobami by neméla byt
pouzivana. Vysledky mohou byt nepfiznivé ovlivnhény urcitymi patologickymi stavy jako napfiklad
polyklonélni nebo monoklonalni gamapatii, autoimunni chorobou nebo zménénym stavem imunity.

Predpokladané hodnoty
Normalni hodnoty: 0-60 U/ml
ZvySené hodnoty: nad 60 U/ml

Charakteristiky stanoveni

1. Variaéni koeficient intra-stanoveni: 6.88% (5.90-7.81%)
Pro ur€eni variacniho koeficientu intra-stanoveni bylo pouzito 6 souprav z riznych vyrobnich Sarzi. Jeden
vzorek pacienta (optické hustota pfiblizné 1.0) byl pouzit v testovaci procedufe 96x.

2. Varia¢ni koeficient inter-stanoveni: 6.45% (4.84-7.52%)

Pro ur€eni variacniho koeficientu inter-stanoveni byl pouzit vzdy jeden prouzek z celkem 12ti souprav
pochézejicich z 6ti rdznych vyrobnich Sarzi. Jeden vzorek pacienta (optick& hustota pfiblizné 1.0) byl
pouZzit v testovaci procedure 72x.

Kontakt na dodavatele:

LABOSERYV s.r.0.

Hudcova 532/78b, 612 00 Brno

T: 541 243 113, F: 541 243 114,

E: laboserv@laboserv.cz, objednavky@laboserv.cz
www.laboserv.cz

www.Ishop.cz
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