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B2-glykoprotein 1 1gA ELISA kit
Semikvantitativni test na pfitomnost protilatek IgA proti B2-glykoproteinu 1
katalogové ¢islo: GD 30
96 testitt

Pouze pro diagnostické pouditivitro.

2006-03-08

Pouziti

Souprava [32- glykoprotein 1 IgA predstavuje rychlou ELISA
metodu semikvantitativni detekce protilatek tfidy IgA vytvofenych
proti 32- glykoprotein 1 (B2-GP1). Slouzi jako podpora pfi
diagnostikovani trombotickych onemocnéni.

Komponenty této soupravy jsou ureny pouze pro in vitro
diagnostiku.

Uvod

Anti  — phospholipid syndrome (APS) je spojovan
s predispozicemi k trombdze, trombocytopénii, k opakovanym
samovolnym potratdm a k zvySené hladiné aPL. Nékteré aPL,
zejména anti - kardiolipinové proteiny rozeznavaji skryty epitop
B2 — GP1, ktery se objevuje pouze kdyz je B2 — GP1 vazan na
slozky lipidové membrany. Detekce protilatek proti B2 — GP1
v krevnim séru pacienta je dalezita pfi diagnostice APS, protoze
protilatky proti B2 — GP1 jsou dominantnim typem protilatek v PL-
positivnim séru pacienta s APS.

Diagnosticky zvySené hladiny protilatek proti kardiolipinu u
pacientd s APS jsou limitovany, protoze |é¢ba nebo nékteré
infekce mohou ve svém dusledku zvySovat hladinu aPL. ZvySeni
muze byt docasné a nemusi korespondovat s APS. Naproti tomu
protilatky proti 2 — GP1 jsou hlavnim znakem u APS.

ELISA kit od firmy Genesis umoznuje semikvantitativni stanoveni
protilatek 1gA proti B2 — GP1. Jamky mikrotitrani destic¢ky jsou
potazeny purifikovanym B2 — GP1 a stabilizovany, aby jejich
Zivotnost byla 15 mésict od data vyroby.

Princip testu

Souprava ELISA vyuziva mikrotitracni desticku s 96 jamkami.
Vzorky (fedéné v poméru 1:50) jsou napipetovany do jamek, kde
se po 30 minutach inkubace protilatky vazi na antigen B2 - GP1,
kterym jsou potazeny stény jamek mikrotitracni desticky.
Nenavazané protilatky a slozky vzorku jsou odstranény
promytim. Poté je do jamek pfidan enzymovy konjugat krali¢i anti
— lidsky IgA znaceny kifenovou peroxidazou. Béhem 30 minutové
inkubace se konjugat vaze na specificky vazané protilatky.
Naslednym promytim se odstrani nenavazany konjugat. Pfidanim
substratu TMB je zviditelnén navazany konjugat za vzniku
modrého zabarveni, jestlize je vzorek pozitivni. Po 10 minutach
inkubace se prfida stop roztok, kterym se reakce zastavi. Timto
ukonéenim vznikne Zluté zabarveni, jehoz intenzita je Umérna
mnozstvi IgA protilatak proti B2 - GP1. Optickd denzita
standardu, kontrol a testovanych vzorkd se méfi pomoci readeru.

Materidly dodavané v souprav &
. Mikrotitra éni desti €ka: 96 jamek lomitelnych stripd 12 X 8,
potazenych lidskym p2-GP1

¢ Reagencie 1: Roztok pro fedéni vzork i: 16 ml, pred
pouzitim nafedit na objem 100 ml

* Reagencie 2: Promyvaci pufr:  koncentrat (x15), 75 ml, pfed
pouzitim nafedit

* Reagencie 3: Enzymovy konjugéat:  krali¢i protilatka proti
lidskému IgA (Zlutd) znacena kfenovou peroxidazou, 12 ml,
pfipraven k pouziti

* Reagencie 4: TMB Substrat, 12 ml; pfipraven k pouziti

¢ Reagencie 5: Stop-roztok, 12 ml, pfipraven k pouziti

¢ Nulovy standard , 1 ml, pfipraven k okamzitému pouZiti

¢ Cut-off standard (5U/ml), 1 ml, pfipraven k pouziti

e Positivni kontrola , 1 ml, pfipraven pouziti

« Negativni kontrola , 1 ml, pfipraven k pouziti

¢ Inkuba éni saéek

« Navod k pouziti

Dalsi pot febné zafizeni

. kalibrované pipety pro davkovani 10 pl, 100 pl, 1000 pl

. promyvaci lahev, multikanalova pipeta nebo promyvacka
mikrotitracnich desti¢ek

. reader s filtry 450 /620 nm

. destilovana nebo deiniozované voda

«  obecné laboratorni pfistroje

Trvanlivost a skladovaci podminky

Po prevzeti soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8 C. Po otev feni
soupravy jsou reagencie stabilni po dobu tfi mésich (nebo do
konce expira¢ni doby, pokud je tato doba kratSi nez tfi mésice).
Je dulezité chranit nepouzité jamky pred zvySenou vlhkosti.
NepouZivejte soupravy s proSlou dobou exspirace.

Cut — off kalibrator a kontroly jsou vyrobeny z neinfekéniho
lidského séra a stejné jako roztok pro Fedéni vzorku obsahuji
0,1% azidu sodného.

VZzdy je nutno dodrzovat bezpecnostni postupy uréené pro praci
v klinické laboratofi.Pfi manipulaci se sérem pacienta nebo
s vyrobky vyrobenymi z krevniho séra pouZzivejte vzdy pracovni
rukavice a ochranny odév. Stop roztok obsahuje 0,16 molarni
kyselinu sirovou, pozor Ziravina!

Vzorky

Pouzivejte vzdy Cerstvé odebrané vzorky. Pokud je to nezbytné,
mohou byt vzorky skladovany pfi teplot¢é —20C. Opakované
zmrazovani ovliviiuje vysledky test.

Metodika

Nez zacnete pracovat, ujistéte se, ze vSechny materialy maji
pokojovou teplotu. Doporuujeme testovat standardy a kontroly
v duplikatu. Vzorky mohou byt testovany jednotlivé nebo
v duplikatu.

1. Pripravte dostate¢ny pocet stripll pro test. Pfipravte
pracovni fedéni fediciho roztoku (Reagenciel) doplnénim
destilovanou vodou do objemu 100 ml.

2.  Naredte vzorky v poméru 1:50 (napf. 20ul séra + 1 ml
fediciho roztoku). Pouzijte vzdy Cerstvy Ffedici roztok. Je to
dalezité pro dobrou kalibraci a presné vysledky. Je velmi
dllezité davkovat vzorky i standardy do jamek bez ¢asové
prodlevy. Je dllezité mit vSechny vzorky pfipraveny pro
pipetovani. Pomalé pipetovani nebo prestavky mohou
zplsobit zkresleni vysledkd testu. Jestlize je nezbytné
presusit pipetovani, doporucujeme pouzit jeSté jednu fadu
standardu.

3. Pipetujte 100 pl standardu , cut — off standardu, kontrol a
zfedénych vzorkd do jamek. Inkubujte po dobu 30 minut pfi
pokojové teploté v inkuba¢nim sacku. Béhem vSech
inkubaci se vyhnéte vystaveni mikrotitracni desticky
pfimému sluneénimu zafeni a blizkosti zdroje tepla.

4. Naredte promyvaci pufr (Reagencie 2) 1:15 v destilovanou
vodou, vyrobite tak pracovni fedéni. Uchovavame pfi teploté
2 — 8 T po dobu 2 m ésic.

5.  Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek a promyjte
v automatické promyvaéce mikrotitracnich desti¢ek nebo
ruénim promytim (viz. nize). Peclivé promyti je klicem
k dobrym vysledkim. Pfed dal§im krokem osuste povrch
jamek savym papirem. Nenechéavejte jamky vyschnout!

Postup pro ru_€ni promyvani :

Jamky vyprdzdnéte tak, Zze destiCku obréatite. Pomoci
multikanalové pipety nebo promyvaci lahve jamky naplrite
promyvacim pufrem. Opét jamky vyprazdnéte obracenim
desticky a osuste je savym papirem. Tento proces opakuijte
jesté dvakrat.
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6. Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagencie 3).
tato reagencie je koédovana Zluté. VSechny pipety a dalSi
zafizeni pouzivané pro enzymovy konjugat ukladejte
oddélené od substratu. Inkubujte destiCku pfi pokojové
teploté po dobu 30 minut v inkubaénim sacku.

7. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek, tfikrat
promyjte standardni procedurou. Nenechavejte jamky
vyschnout!

8. Pomoci davkovaci pipety rychle do kazdé jamky davkujte
100 pl TMB Substratu (Reagencie 4) . Inkubujte desti¢ku po
dobu 10 minut.

9. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl Stop-roztoku (Reagencie 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.

10. Do 10 minut odectéte optickou denzitu (OD) kazdé jamky
readerem s filtrem 450 nm (nebo 450/630 nm).

Interpretace vysledk @

Vysledky tohoto testu se musi interpretovat v souvislostech
s dalSimi  klinickymi informacemi zjiSténymi o kazdém
z testovanych pacientll. Stanoveni diagn6zy nesmi byt zalozeno
pouze na vysledku tohoto testu.

Kalkulace vysledk G
Semikvantitativni vysledek miZze byt spocitan z optické denzity
s nasledujicimi hodnotami:

Vysledek = opticka hustota pacienta - pozadi
opticka hustota 5 U/ml cut-off standard — pozadi X 5 U/ml

Pacient A _0.547 — 0.040
0.224-0.04 X 5=13.7 U/ml

V nasi laboratofi jsme stanovili, ze 95% krevnich darcd ma
hladinu protilatky proti 2-GP1 nizsi nez 5 U/ml.

Negativni hodnoty
Vzorky s hodnotou optické denzity nizSi nez cut — off standard
(5U/ml) jsou negativni.

Pozitivni hodnoty

Vzorky s hodnotou optické denzity vy$Si nez pozitivni kontrola
(20 U/ml) jsou pozitivni. Pozitivni kontrola obsazena v setu méa
obycejné hodnotu kolem 10 U/ml (uvedeno na lahvi¢ce).

Kontrola kvality
PriloZzeny QC certifikat ukazuje ocekavané absorbance a
oc¢ekavané hodnoty kontrol testu.

Nepresnost
5U/ml typicky 6 —10%
20 U/ml typicky 3-6%
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Shrnuti postupu

. Zfedte sérum roztokem na fedéni vzorki (Reagens 1)
v poméru 1 : 50

. Do jamek mikrotitraéni desticky davkujte standardy, pozitivni
kontrolni vzorek a zfedény testovany vzorek v objemu 100 pl

. Inkubujte pfi pokojové teploté v inkuba¢nim sécku po dobu
30 minut.

. Jamky promyijte tfikrat.

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

. Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut.

. Jamky promyijte ctyrikrat.

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

. Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut.

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

. Sledujte optickou denzitu s filtrem 450 nm po dobu 10 minut
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