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Souprava ss-DNA Antibodies ELISA
Kvantitativni test protilatek proti jednovlaknové DNA
Kéd vyrobku GD12

96 testll
Reagenty této soupravy jsow’eny pouze pro diagnostické pouziti

051001

Pouziti

Souprava ss-DNA predstavuje rychlou metodu detekce
protilatek readerem Elisa v krevnim séru vytvofenych proti
ss-DNA. Dodava se jako pomucka pro diagnostiku
autoimunitnich chorob. Komponenty této soupravy jsou
uréeny pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

Uvod

Narozdil od protilatek vytvofenych proti ds-DNA, které se
vyskytuji  specificky v  SLE  (systémovy lupus
erythematodes) protilatky vytvofené proti jednoviaknové
DNA se vyskytuji pfi Ffadé rlznych onemocnéni
autoimunitniho systému. U nékterych testd na protilatky
vytvofené proti ds-DNA mohou vysoké hladiny ss-DNA
zpusobit faleSné pozitivni reakce. Vyznam protilatek
vytvorenych proti ss-DNA u autoimunitnich onemocnéni je
nejasny.

Princip testu

Souprava ss-DNA Elisa pouziva mikrotitracni desticku
s 96 jamkami. Jednoviaknova DNA se pfipravuje tepelnou
inaktivaci pfirozené DNA. Tato jednovidknova DNA se pak
nanese na povrch jamek mikrotitraéni desti¢ky Vzorky séra
(zfedéné v poméru 1 : 100) se inkubuji po dobu 20 minut, aby
se protilatky vytvorené proti ss-DNA navazaly na antigen na
povrchu jamek mikrotitraéni desti¢ky. Po smyti nenavazanych
protilatek a slozek krevniho séra se konkrétni protilatky
detekuji pomoci reakce s anti-lgG-peroxidazou a s TMB
substratem. Zluté zabarveni, které se vytvoii po zastaveni
reakce, se méfi readerem mikrotitranich desti¢ek s filtrem
450 nm nebo s filtry 450 nm a 620 nm. Vysledky mohou byt
ureny bud kvalitativng, nebo semikvantitativne.

Materialy dodavané v souprav &

¢ Mikrotitra éni desti €ka [12X8] odlamovacich prouzku
s jamkami, pfedem pokrytych denaturalizovanou DNA.

¢ Reagens 1: Koncentrat roztoku pro fedéni vzorka,
15n4&sobné koncentrace, obsah 15 ml, barva modra.

« Reagens 2: Koncentrat promyvaciho pufru, 15nasobna
koncentrace, obsah 75 ml.

¢ Reagens 3: Enzymaticky konjugat (roztok POD-anti-IgG),
obsah 12 ml, barva ¢ervend, pfipraveno k okamzitému
pouziti.

¢ Reagens 4: TMB substrat, obsah 12 ml, pfipraveno
k okamzitému pouZiti.

* Reagens 5: Stop-roztok, obsah 12 ml, pfipraveno
k okamzitému pouZiti.

e Standardy: 0, 50, 100, 200 a 400 ml, po 1 ml, barva
modra, pfipraveno k okamzitému pouziti.

e Pozitivni  kontrolni vzorek: 1 ml, barva zelena
pfipraveno k okamzitému pouziti.

e Inkuba éni sa€ek

¢ Navod k pouziti soupravy

DalSi pot febné zafizeni

Zkumavky pro fedéni vzorku, pipety na davkovani 10 pl a
100pl, vicekanalova pipeta na 100 pl, ¢&tec¢ka (reader)
mikrotitracnich desti¢ek s filtry 450 nm a 620 nm, zafizeni na
promyvani mikrotitranich  desti¢ek, destilovana nebo
deionizovana voda, bézné laboratorni zafizeni.

Skladovani a bezpe €énostni opat Feni

Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Po otevieni je
souprava stabilni po dobu tfi mésict (nebo do vyprSeni data
exspirace, pokud k nému dojde dfive nez za tfi mésice).
Nepouzité prouzky je nutno chranit pfed vihkem. Tuto sadu
nepouzivejte po vyprseni exspiracni lhaty.

Pouzitd ss-DNA neni infekéni. Kalibratory testu jsou
vyrobeny ze zfedéného neinfekéniho lidského séra.
Dodrzujte normalni laboratorni bezpec¢nostni opatfeni. PFi
praci s vyrobky na bazi lidského séra by laboranti by méli mit
rukavice a ochranny pracovni odév.

Stop-roztok obsahuje 0,25molarni kyselinu sirovou.

Vzorky

Vzorky séra nebo plasmy se mohou dlouhodobé pouzivat
pokud jsou skladovany pfi teploté -20 °C. Opakované
zmrazovani a rozmrazovani mize ovlivnit vysledky testu.

Metoda
Pfed zahajenim prace ponechejte vSechny materidly
doséhnout pokojovou teplotu.

Rozfedte promyvaci pufr (Reagens 2) destilovanou vodou
v poméru 1 : 15, abyste méli dost pufru na provedeni celého
testu. Zfedény promyvaci pufr je pfi teploté 2 — 8 T stabilni
po dobu dvou mésica.

Koncentrovany promyvaci pufr je pfi skladovaci teploté
2 — 8 T stabilni do data exspirace soupravy.

Sefadte prouzky v poctu potfebném pro provedeni tesu.
Testy standardd se doporucuje provadét duplikované.
Testovani vlastnich vzorkd se maze provadét po jednom nebo
také duplikované.

Rozfedénim roztoku pro Fedéni vzorku (Reagens 1)
destilovanou vodou v poméru 1:15 si pfipravte pracovni
koncentraci fediciho roztoku. Roztok pro fedéni vzorkll ma
modré znaceni a je stabilni po dobu dvou mésicu.

Vzorky se musi pred testem rozfedit pufrem v poméru 1 : 100
(napf. 10 pl séra plus 1 ml fediciho roztoku).

Je dllezité davkovat do jamek vSechny vzorky a standardy
bez prodlev. Presvétte se, ze vSechny vzorky jsou spravné
pfipraveny k davkovani. Pomalé davkovani nebo prestavky
v davkovani mohou zpusobit zkresleni vysledku testu.

Davkujte 100 pl kazdého standardu a kazdého
testovaného vzorku do jamek. Prouzky umistéte do
inkubaéniho sacku a inkubujte je pfi pokojové teploté po
dobu 20 minut. Béhem inkubace nevystavujte jamky
pfimému slune¢nimu svétlu ani zdroji tepla.

Po 20 minutach odsajte obsah jamek a tfikrat je promyjte.
Peclivé promyti je klic¢em k dobrym vysledkiim. Nechejte
mikrotitracni destiCku okapat na savy papir, ale nenechavejte
jamky vyschnout. Okamzité pfidejte konjugat.

Postup pro ruéni promyvani:
Jamky vyprdzdnéte tak, Ze desticku obratite. Pomoci
vicekanalové pipety nebo promyvaci lahve naplfite kazdou
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jamku 350 ml promyvaciho pufru. Opét jamky vyprazdnéte
obracenim desticky, a osuSte je savym papirem. Tento
proces opakujte jesté dvakrat.

Do kazdé jamky davkujte 100 pl enzymatického konjugéatu
(Reagens 3).

Pipety pouzité pro davkovani konjugatu ukladejte oddélené
od TBM substratu

Inkubujte desti¢ku v inkuba¢nim sacku pfi pokojové teploté po
dobu 20 minut .

Po 20 minutach inkubace odsajte obsah jamek, a peclivé je
promyjte promyvacim pufrem. Promyvani opakujte jesté
tfikrat. Dbejte na to, aby byly vSechny jamky zcela promyté.
Nechejte desti¢ku okapat na savy papir, abyste odstranili
posledni kapky promyvaci kapaliny.

Nenechavejte jamky vyschnout. Pomoci vicekanalové pipety
rychle do kazdé jamky davkujte 100yl TMB Substratu
(Reagens 4).

Inkubujte desticku po dobu 10 minut, pak do kazdé jamky
pridejte 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.

Do limitu 10 minut odectéte optickou hustotu (OD) kazdé
jamky fotometrem mikrotitracnich desti¢ek s filtrem 450 nm
(450/620 nm pro dudlni vinovou délku). Zluté zabarveni je
stabilni aZ jednu hodinu, pokud je desti¢ka uloZena v temnu.

Vypo €et vysledk 0

Kvalitativni vysledky

Porovnejte optickou hustotu vzorkil se standardem 50
U/ml. Vzorky s hodnotami nizSimi nez hodnota OD tohoto
standardu jsou negativni. Naopak, vzorky s hodnotou OD
vy$Si nez hodnota OD tohoto standardu jsou pozitivni.

Kvantitativni vysledky

Nakreslete graf optické hustoty kazdého standardu v
zavislosti na jeho koncentraci. Body spojte kfivkou. Podle
této kfivky uréete neznamé hodnoty vzorku.

Referen €ni rozp éti
U zdravych kontrolnich jedincl bylo zjisténo, Ze hladina
koncentrace jejich protilatek vytvofenych proti ss-DNA je
niz§i nez 50 U/ml. Kazda laboratof by si vSak méla urcit
své vlastni rozpéti.

Vzorky s hodnotami nad 400 U/ml by mély byt otestovany
znovu s pouzitim vySsiho fedéni.

Interpretace vysledk U
Vysledky je nutno interpretovat spole¢né s dalSimi
klinickymi informacemi o konkrétnim pacientovi.

Zabezpe éeni jakosti
Ocekavané hodnoty pozitivniho kontrolniho vzorku jsou
uvedeny na certifikatu zabezpeceni jakosti, ktery je
pfilozen k soupraveé.

Parametry testu
PFesnost v ramci sady

Stredni U/ml SD n CV%
25,3 1,1 12 4,3
68,4 6,6 12 9,6

Citlivost testu
Vypocétena z odchylek pro nulovy standard = 1,1 U/ml

Typicka kfivka pro Standard

Standard Opticka hustota
0,0 0,011
50,0 0,441
100,0 0,666
200,0 0,980
400,0 1,261

Tato data slouzi pouze pro ilustraci a néganby se pouZivat pro
hodnoceni vysledktestu. Pro kazdou davku vzorku se musi
vypracovat nova standardnfikka.
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Shrnuti metody

e Zfedte sérum fedicim roztokem (Reagens 1) v poméru
1:100.

e Do jamek davkujte po 100 pl kazdého standardu a
ziedénych vzorkd.

e Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 20 minut .

e Trkrat promyjte jamky.

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

* Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 20 minut .

«  Ctyfikrat promyjte jamky.

e Do kazdé jamky davkujte 100 pl TMB Substratu
(Reagens 4).

¢ Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut .

e Do kazdé jamky davkujte 100 pl stop-roztoku
(Reagens 5).

e« Do 10 minut zméfte optickou hustotu s pouzitim filtru
450 nm nebo s pouzitim filtrd 450 a 620 nm.
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