LABOSERYV s.r.o. —navod k soupravé ELISA - Genesis_GD26, GD27, GD28 Cardiolipin IgA, 1gG, total CZ

q3

Souprava Cardiolipin 1gG ELISA (GD26)
Kvantitativni a semi-kvantitativni test na kardiolipin IgG, 96 testti
Souprava Cardiolipin IgM ELISA (GD27)
Kvantitativni a semi-kvantitativni test na kardiolipin IgM, 96 testt
Souprava Total Anti-Cardiolipin Screen ELI1SA (GD28)

Kvantitativni a semi-kvantitativni test na celkovy obsah protilatek proti kardiolipinu, 96 testt
Pouze pro diagnostické pouditivitro.

2001-10-29

1. Poufziti

Soupravy Cardiolipin IgG, Cardiolipin IgM a Total Anti-Cardiolipin Screen
predstavuji rychlou metodu detekce protilatek vytvofenych proti kardiolipinu.
Slouzi jako podpora pfi diagnostikovani trombotickych onemocnéni
spojenych s primarnim antifosfolipidovym syndromem (APS), a pfi
diagnostikovani APS spojenym s systémovym lupus erythematodes (SLE)
a s podobnymi viedovymi onemocnénimi.

2. Vysv étleni principu testu

APS je nejcast&jSi prFi€inou ziskané trombofilie. Pacienti s timto
onemocnénim maji ¢asto v krvi protilatky vytvorené proti kardiolipinu (aCL)
a maji predispozice k Zilni a arterialni trombdze, thrombocytopeie a, u Zen,
k opakovanym samovolnym potratim. PrestoZze aCL byly poprvé popsana
u pacientl s SLE, netykd se pouze pacientd onemocnélych lupusem, ale
vyskytuje se b&Zné i u pacientt s primarni APS.

V porovnani s aCL vyvolanym infekci, autoimunitni aCL vyZaduje pro
optimalni vazbu pfitomnost dalSiho faktoru, kterym je P2-glykoprotein
(B2-GP1). Proto se pfipravené antigeny pouZzité v testech aCL ELISA firmy
Genesis skladaji z procisténého kardiolipinu v konfiguraci s p2-GP1.
Analyzy, které tento faktor opomiji, povazujeme za testy, které detekuji aCL
spojené s neautoimunitnimi onemocnénimi napt.: syfilis, malomocenstvi
a infekéni mononukleéza.

3. Princip testu

Rozfedéné vzorky krevniho séra se vjamkach na mikrotitracni destic¢ce
inkubuji s imobilizovanym kardiolipinem. Po smyti nenavazanych slozek
séra se do jamek pfida konjugat krali¢iho, s lidskymi antigeny silné
reagujiciho I1gG, IgM, nebo IgAGM konjugovaného v peroxidaze. Ten se
béhem druhé inkubace navaze na protilatky na povrchu jamek. Po inkubaci
se nenavazany konjugat odstrani promytim. Pfida se roztok 3,3',5,5-
tetramethylbenzidinu (TMB) a enzymatického substratu. Pfidani stop
roztoku reakci ukonéi a zabezpeéi pH potfebné pro vznik zabarveni.
Optickd hustota standard(, pozitivniho kontrolniho vzorku, a testovanych
vzorkd se méfi pomoci readeru Elisa pfi filtru 450 nm. Opticka hustota je
pfimo Umérna aktivité revmatoidniho faktoru ve vzorku.

4. Materialy dodavané v sad é

«  Mikrotitra €ni desti €ka: 96 jamek na oddélitelnych prouzcich 12 X 8,
pokrytych kardiolipinem a B2-GP1, s drzakem, zabalena v plastovém
sacku s vysouSedlem.

e Reagens 1: Roztok pro Fedéni vzorki: 62,5 mM; Pufrovany
proteinovy roztok; pH 7,2; s antimikrobialnim ¢inidlem; obsah 16 ml,
(barva modra), koncentrat (x 6,25).

¢ Reagens 2: Promyvaci pufr:  150mM; pufrovany solny roztok
s detergentem; pH 7,2; obsah 75 ml; koncentrat (x15).

¢ Reagens 3: Konjugat: krali¢i s lidskymi antigeny silné reaguijici 1gG
(barva cervena), IgM (barva zelend) nebo IgAGM (barva hnéda)
konjugovany v peroxidaize v roztoku stabilizujicim  proteiny
s antimikrobialnim ¢inidlem; obsah 12 ml, pfipraven poufZiti.

*« Reagens 4: TMB Substrat vodny roztok TMB a peroxidu vodiku;
obsah 12 ml; pfipraven k okamzitému pouZiti.

¢ Reagens 5: Stop-roztok 0,25M kyselina sirovd; obsah 12 ml,
pfipraven k okamzitému pouZziti.

e Standardy: (viz tabulka) 1 ml 10mM pufrovaného solného roztoku
obsahujiciho  protilatky vytvofené proti  kardiolipinu, pfipraveno
k okamzitému pouZziti

kardiolipin I?G kardiolipin IgM kardiolipin celk.
GPLU/mI uiml® uiml®
0 0 0
20 8 20
50 25 50
100 50 100
200 100 200

! Kalibrovano pomoci ,UK Reference Preparation 97/656" 2 absolutni
jednotky

e Standard pro kvalitativni test: 11 U/ml (pouze pro test celkového
mnozstvi), obsah 1 ml, 10mM pufrovany solny roztok obsahujici
protilatky vytvofené proti kardiolipinu pfipraveno k okamzitému pouZziti

«  Pozitivni kontrolni vzorek:  obsah 1 ml; 10mM pufrovany solny roztok
obsahujici  protilatky ~ vytvofené proti  kardiolipinu  pfipraveno
k okamzitému pouZiti

*  Navod k pouziti
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5. DalSi zafizeni pot febné k provedené testu

e zkumavky na roztoky e« kalibrovany odmérny vélec pro pfipravu
promyvaciho roztoku ¢ presné pipety a jednorazové Spicky pro davkovani
10 pl, 100 pl, 1 ml « promyvacka mikrotitracnich desticek EIA nebo
vicekanalova pipeta nebo promyvaci lahev ¢ destilovana nebo deiniozovana
voda ¢ savy papir * reader EIA s filtrem 450 nm, pfipadné s referené¢nim
filtrem 620 nm

6. Upozorn éni

6.1 Bezpe énost

1. V8echny reagenty této soupravy jsou pouze pro diagnostické pouZiti
in vitro.

2. Tento test by mél provadét pouze zkuSeny laboratorni personal. Je nutné
striktné dodrzovat protokol testu.

3. Veskery materidl lidského plvodu pouZzity pro pfipravu standardl
a kontrolnich vzork(, které jsou soucasti tohoto vyrobku byl otestovan
na obsah protilatek proti HIV, HbsAg a HCV, a byl shledan negativni.
Z4dna testovaci metoda v8ak nemuZe poskytnout dplnou jistotu, Ze
v materialu neni pfitomen infekéni agens. Proto by se mélo s veSkerymi
reagenty obsahujicimi material lidského plvodu zachazet jako s
materidly potencialné infekénimi. Pracovnici by méli mit pfi praci se
sérem pacienta, nebo s produkty ze séra vyrobenymi, rukavice
a ochranny odév.

4. Reagenty této sady obsahuji antimikrobialni latky a roztok substratu
obsahuje 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin. Zabrarite kontaktu s pokozkou
ao¢ima. Pokud ke kontaktu dojde, omyjte postizené misto velkym
mnoZstvim vody.

5. Stop-roztok obsahuje 0,25molarni kyselinu sirovou. Zabrarite kontaktu
s pokozkou nebo jeho vniknuti do o¢i. Pokud ke kontaktu dojde, omyjte
postizené misto velkym mnoZzstvim vody.

6. Jakakoli kapalina, ktera pfijde do kontaktu s potencialné infekénim
materidlem, musi byt zlikvidovana v kontejneru s dezinfekénim
prostfedkem. Likvidace musi byt provedena v souladu s mistni
legislativou.

6.2 Technické poznamky

1. Prouzky (stripy) a roztoky by se nemély pouZivat pokud jsou sacky, ve
kterych byly uloZeny, porusené, anebo pokud prosakuiji.

2. Pfed pouzitim nechejte vSechny reagenty a mikrotitraéni desticku zahrat
na pokojovou teplotu. Zabezpecéte, aby byl plastovy sagek obsahujici
nepouzité prouzky mikrotitraéni destiCky dobfe uzavfien, a aby v ném
bylo vloZeno vysouSedlo. Skladuijte je pfi teploté 2 — 8 T.

3. Pfi kazdém testu pouZijte i pozitivni a negativni kontrolni vzorky, abyste
mohli monitorovat stabilitu reagent( a spravné provedeni testu.

4. Pfesné dodrzujte uvedené doby a teploty inkubace.

5. Zajistéte, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci mezi jamkami. VSechny
pipety a dal3i zafizeni pouZité pro enzymaticky konjugét ukladejte zcela
oddélené od reagentu substratu.

6. Pfi davkovani konjugatu nebo TMB substratu pipetou by mélo byt
nabrano takové mnoZzstvi reagentu, aby nebylo nutno Spi¢ku pipety
opakované nofit do ampule s reagentem. NepouZity reagens nikdy
nevkladejte zpét do ptvodnich nadob.

7. Mezi inkubagnimi kroky nenechavejte mikrotitrani jamky vyschnout.

8. Pfesné dodrzujte popsany promyvaci postup. Nedostate¢né promyti
muze zplsobit silny faleSny signal.

9. Béhem vSech inkubacnich krokd zabrarite osviceni desticky pfimym
slune¢nim svétlem nebo jejimu vystaveni zdroji tepla.

10. Barevné uzavéry nasadte zpét na spravné ampule. Zabranite tim
kfiZzové kontaminaci.

11. Je dulezité davkovat do jamek vSechny vzorky pacienta ivSechny
kontrolni vzorky bez prodlevy. Proto se pred zapocetim prace ujistéte,
Ze vSechny reagenty jsou pfipraveny k okamzitému pouziti.

7. Trvanlivost a skladovaci podminky

Po prevzeti soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8 C. Po otev feni jsou latky
soupravy stabilni po dobu tfi mésict (nebo do konce exspira¢ni doby, pokud
je tato kratSi nez tfi mésice). NepouZivejte soupravy s proslou |hitou
exspirace. Zadnou &ast soupravy nezmrazujte. Zfedény promyvaci roztok
uloZeny v uzaviené lahvi pfi teploté 2 - 8 T ma trvanlivost 3 m ésice.
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8. Odbér a skladovani vzork @

Pfi dlouhodobém pouZzivani a skladovani by vzorky séra mély byt uloZeny pfi
teploté -20 T. Po rozmrazeni se vzorky musi p fed testem dobfe rozmichat.
Opakované zmrazovani a rozmrazovani muze ovlivnit vysledky testu.
Neptiznivy vliv na vysledky muze mit i pfidani konzervacénich latek. Nemély
by se pouzivat vzorky mikrobialné kontaminované, tepelné oSetfené nebo
vzorky obsahujici pevné castice. Vyhnéte se pouzivani silné
hemolyzovanych nebo lipemickych vzorku.

9. PFiprava reagent

1. Rozfedte roztok pro fedéni vzorkt (Reagens 1) destilovanou vodou
na objem 100 ml.

2. Roziedte promyvaci roztok (Reagens 2) v poméru 1:14 destilovanou
vodou, abyste méli dost pufru pro provedeni celého testu.

3. Rozfedte vzorky odebrané pacientovi v poméru 1:100 nafedénym
roztokem pro fedéni vzorkd (napt.:. 10 pl séra plus 1ml roztoku).

10. Pracovni postup

1. Vyberte pocet prouzkl potfebny pro test.

2. Pro kvantitativni rozbor davkujte 100 pl kazdého standardu, pozitivniho
kontrolniho vzorku a roziedéného vzorku pacienta do pfisluSnych
jamek.

Pro semi-kvalitativni rozbor 1gG, davkujte jen Standard 20 U/ml,
pozitivni kontrolni vzorek a vzorek pacienta.

Pro kvalitativni rozbor, davkujte Standard 8 U/ml pro rozbor IgM, nebo
Standard 11 U/ml pro rozbor celkového mnozstvi, a pozitivni kontrolni
vzorek a vzorek pacienta.

3. Inkubujte desti¢ku pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

4. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek a tfikrat je promyjte
v automatické promyvacce mikrotitraénich desti¢ek nebo ruénim
promytim (viz niZe). Peclivé promyti je klicem k dobrym vysledkim.
Pred dalSim krokem osuSte jamky savym papirem. Nenechavejte
jamky vyschnout.

Postup pro ruéni promyvani:

Jamky vyprazdnéte tak, Ze destiCku obratite. Pomoci vicenasobné
pipety nebo promyvaci lahve jamky naplfite promyvacim pufrem. Opét
jamky vyprazdnéte obracenim desticky, a osuste je savym papirem.
Tento proces opakujte jesté dvakrat.

5. Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3). Inkubujte
desti¢ku pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

6. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek, a peclivé je ctyfikrat
promyjte promyvacim pufrem. Oklepejte desticku na savy papir, abyste
odstranili posledni kapky promyvaci kapaliny.

7. Pomoci slozené davkovaci pipety rychle do kazdé jamky davkujte
100 yI TMB Substratu (Reagens 4). Inkubujte desticku po dobu
15 minut .

8. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl Stop-roztoku (Reagens 5). Aby byly
dodrZeny stejné doby reakce, mél by byt stop-roztok davkovan do
jamek ve stejném sledu jako do nich byl davkovan TMB substrat.

9. Do limitu 10 minut odectéte optickou hustotu (OD) kazdé jamky
readerem s filtrem 450 nm. Jako referencni prostfedek Ize pouzit i filtr
620 nm.

11. Zabezpe €eni kvality

Data pro zabezpeceni kvality jsou uvedena na certifikatu Sarze, ktery je
prilozen k sad&. Ugelem pozitivniho kontrolniho vzorku je sledovani, zda
nedoslo k vdZznému selhani reagentd.

Kazd& jamka, ktera je podle spektrofotometru pozitivni, ale nema viditelné
zabarveni, by se méla z rubu vygistit, a méla by byt znovu zméfena. Pokud
by byly zjiStény hodnoty nizsi nez nula, mély by byt zkontrolovany pouzité
vinové délky, reader by mél byt znovu nastaven na zékladni hodnoty
a méfeni by se mélo zopakovat

12. Interpretace vysledk @
Kvantitativni vysledky

Pomoci soufadného systému vyneste do grafu hodnoty optické hustoty
kazdého ze standard( ve vztahu k jejich koncentraci a spojte je kfivkou.

Z této kfivky zjistéte hodnoty neznamych.

Nasledujici tabulka je zaloZzena na internich studiich skupin nemocnych i
zdravych pacient(.

OD vzorku X 20
OD Standardu 20 U/ml

= hodnota vzorku v GPLU/mI

Kvalitativni vysledky

Kardiolipin IgM ELISA: Vzorky s vySsi optickou hustotou nez Standard 8
U/ml jsou pozitivni

Kardiolipin Total Screen ELISA: Vzorky s optickou hustotou vysSi nez
Standard 11 U/ml jsou pozitivni.

13. Limity postupu

1. Pokud je nalez protilatek vytvofenych proti kardiolipinu negativni a
soucasné jsou pritomny klinické pfiznaky, je indikovan lupus
anticoagulant nebo by mély prob&hnout dalsi testy.

2. Diagn6zu nelze stanovit pouze na zakladé pfitomnosti protilatek
vytvofenych proti kardiolipinu. Vysledky musi byt interpretovany v
souvislosti s klinickymi nélezy.

14. Charakteristiky testu

citlivost CV% CV%
rozboru v rdmci sady mezi
sadami
19G 0.6 GPLU/ml 5 12
IgM 0.2 U/ml 3.5 7
celkem 1.9 U/ml 5 9

Klinické vyhodnoceni

ACA-IgG ACA-IgM
citlivost 86% 2%
presnost 96% 99%
PPV 92% 96%
NPV 93% 92%

Shrnuti postupu

« Zfedte sérum roztokem na fedéni vzork(i (Reagens 1) v poméru 1 : 100.

* Do jamek mikrotitraéni desticky davkujte Standardy, pozitivni kontrolni
vzorek, a zfedény testovany vzorek.

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

» Jamky promyjte trikréat.

» Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3).

« Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

« Jamky promyjte étyrikrat.

Do kazdé jamky pfidejte 100 pl TMB substratu (Reagens 4).

* Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut.

» Do kazdé jamky pfidejte 100 pl stop-roztoku (Reagens 5).

Sledujte optickou hustotu s filtrem 450 nm (jedind vinova délka) nebo

450 nm a 620 nm (dvoji vinova délka).

rozsah kardiolipin 1gG kardiolipin IgM kardiolipin celk.
(GPLU/m* (Ulml)? (U/ml)®
normalni <8 <8 <11
hraniéni 8-11 8-10 11-13
pozitivni >11 >10 >13

* Vzorky s hodnotami vy$Simi nez 200 GPLU/mI (IgG anti-IgG phospholipid
units/ml ) by mély byt testovany znovu s vétSim fedénim napf.: 1:200.

2 Vzorky s hodnotami vy§§imi nez 100 U/ml by mély byt testovany znovu s
vétSim fedénim napf:: 1:200.
3 Vzorky s hodnotami vy§§imi nez 200 U/ml by mély byt testovany znovu s
vétsSim fedénim napf:: 1:200.

Semi-kvantitativni vysledky (pouze kardiolipin IgG)

Pro vypocet semikvantitativnich vysledkd pouzijte nasledujici vzorec:
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