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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Microwell Method

Anti-Transglutaminaza IgG

REF RO1211

Piribalovy letak

CE VD

Souprava pro kvantitativni stanoveni 1gG protilatek proti
tkanové transglutaminaze (tTG) v lidském séru nebo plazmé

Microwell Method - 96 jamek

(12 prouzkl x 8 jamek potazenych antigenem)
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Uvod
Tkanova transglutaminaza (t-TG,TT) je cilem endomysialnich protilatek pfi onemocnéni celiakii (CD).
Celiakie je chronické onemocnéni déti i dospélych s genetickymi predispozicemi. Toto onemocnéni
vznika pfi pfijmu potravy s obsahem glutenl (z pSenice). Toxickym agens je v tomto pfipadé gliadin.
Jeho absorpce vede k mukdznim lézim v tenkém stfevu, které vedou ke snizeni absorpce Zivin.
U neléeného onemocnéni se zvySuje nebezpedi vzniku intestinalniho lymfomu nebo jinych
gastrointestinalnich nadord. Mimoto je dlouhodobé neléCena celiakie pfi¢inou vzniku dalSich
autoimunitnich onemocnéni.
Z téchto dlivodu je dobré provadét screening populace na IgA a IgG protilatky ke tkarfové
transglutaminaze.
Diagnostika celiakie podle Evropské spolecnosti pro détskou gastroenterologii a vyzivu doporucuje
jednoduchou biopsii stfeva zaroven s prikazem nejméné dvou z nasledujicich tfi IgA protilatek:

e 1gG a IgA Anti-gliadin protilatky

e |gA anti- endomysalni protilatky

e Anti-retikulin protilatky

Princip stanoveni
Na mikrotitracni desti¢ce je vazan rekombinantni antigen tkanové transglutaminazy (tTG). Navazani
protilatek pfitomnych ve vzorcich a kalibratorech, vytvoreni sendviCového komplexu a nasledna
enzymova barevna reakce probihaji v nasledujicich fazich:
1. Protilatky pfitomné v pozitivnich vzorcich se navazou na antigen naneseny na povrchu jamky
a vytvofi komplex protilatky a antigenu.
2. Po inkubaci se pfi prvnim promyti odstrani nenavazané a nespecificky navazané molekuly.
Poté se pfida konjugat, ktery se navaze na komplex protilatky a antigenu.
3. Po inkubaci se pfi druhém promyti odstrani nenavazany konjugat
4. Po pfidani substratu dojde k hydrolyze a vzniku zbarveni.
5. PFidani kyseliny zastavi reakci, vytvorfi se Zluty findlni produkt. Intenzita Zlutého zbarveni je
umérna koncentraci protilatky ve vzorku. Zméfi se pfi 450 nm.

SloZeni soupravy:

Microwell plate Mikrotitraéni Délitelna mikrotitracni destiCka. K pfimému
desticka 96 pouziti.

Calibrator A-F Kalibratory A-F 6x 1,5 ml | Koncentrace 0-5-10-25-75-200 U/ml.
Sérum/pufrova matice (PBS,BSA, detergenty,
NaN3 0,09%).

K pfimému pouziti.

Positive Control Kontroly 2x 1,5 ml | Sérum/pufrova matice (PBS,BSA, detergenty,
Negative Control | Pozitivni-Negativni NaN3 0,09%). Koncentrace uvedena

v certifikatu. K pfimému pouZziti.
Sample Buffer Redici roztok 15 ml Redici roztok pro vzorky. Obsahuje PBS,BSA,

detergenty, NaN3 0,09%.
5 x koncentrovany

Enzyme Enzym konjugat 15 ml HRP konjugat. Obsahuje anti-h protilatky k 1gG.
Conjugate Obsahuje PBS,BSA, detergenty, Proclin 0,05%.
K pfimému pouziti.
Substrate TMB TMB Substrat 15 ml 3,3,5,5 -tetrametylbenzidin
K pfimému pouziti.
Stop Solution Stopovaci roztok 15 ml Roztok kyseliny. K pfimému pouziti.
Wash Buffer Promyvaci 20 mi Obsahuje Tris, detergent, azid sodny NaN3.
roztok 50x koncentrovany
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Material a pomucky

Deionizovana nebo destilovana voda

Odmérny valec

Makro- a mikropipety v rozsahu 10 — 1000 pl.

Multikanalova mikropipeta.

Microplate Reader — jakykoli fotometr uréeny pro méfeni absorbance mikrotitracnich desti¢ek
pfi vinové délce 450 nm, jako referencni filtr je mozné pouzit filtr 600 — 650 nm.

Automaticka promyvacka mikrotitraénich destiCek s moznosti rozplfiovani objemu 300 pl.

Odbér, priprava a uchovavani vzorku

Pfi odbéru dodrzujte schvalené postupy

Po odbéru nechte krev srazit a odstfedénim ziskejte sérum

Nepouzivejte vzorky hemolytické, lipemické a ikterické.

Vzorky pro stanoveni je mozné uchovavat pfi teploté 2-8 °C az po dobu 5 dnl. Pro delSi
skladovani doporu€ujeme zmrazeni vzorku na — 20 °C.

Nezmrazujte a nerozmrazujte opakované.

Nedoporu€ujeme pouzivat tepelné inaktivovana séra.

Skladovani a stabilita reagencii

Soupravu skladujte na tmavém misté pfi teploté 2 — 8 °C.

Béhem skladovani a manipulace nevystavujte c¢inidla horku, sluneénimu zafeni nebo
intenzivnimu svétlu.

Zbylé stripy mikrotitracni desticky musi byt uchovavany pfi teploté 2-8 °C v dobfe uzavieném
obalu s vysousedlem.

Pokud jsou uchovavany pfi teploté 2-8 °C, jsou komponenty stabilni po dobu pouzitelnosti.
Pokud jsou uchovavany pfi teploté 2-8 °C, jsou komponenty stabilni po dobu 30 dni od
otevreni lahvicky.

Priprava pufru pro fedéni vzorku

Obsah lahvi€¢ky nafedte destilovanou vodou na kone¢ny objem 100 ml. Pfi teploté 2-8 °C je takto
pfipraveny roztok stabilni po dobu 30 dni.
Pfiprava promyvaciho roztoku

Obsah lahvi¢ky nafedte destilovanou vodou na kone&ny objem 1000 ml. Pfi teploté 2-8 °C je takto
pfipraveny roztok stabilni po dobu 30 dni.

Poznamky k pracovnimu postupu

Nepouzivejte komponenty po uplynuti doby jejich pouzitelnosti.

Nepouzivejte komponenty z riznych Sarzi nebo typl souprav.

Pfed zapoCetim prace vytemperujte vdechny sloZky na laboratorni teplotu (20 — 28°C).
Pfed zapoCetim prace si pfipravte v8e potfebné, po jejim zahajeni je nutné provadét jednotlivé
ukony bez preruseni.

Pipetovani Ize provadét v dubletu. Eliminuji se tak chyby zpUsobené Spatnym pipetovanim.
Jednotlivé kroky testu provadéjte ve stanoveném poradi.

Pouzivejte vzdy Cerstvé nafedéné vzorky.

VSechny reagencie a vzorky pipetujte na dno jamek.

Na kazdy reagent pouzivejte Cistou Spi¢ku. Zabranite tak kfizové kontaminaci.

Spravné vymyti a nasledné odstranéni promyvaciho roztoku je nezbytnym pfedpokladem
spravného vysledku.

Vénujte pozornost spravnému nacasovani jednotlivych krokd a inkubaci.

Mikrotitracni destiCku nepouzivejte opakované
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Upozor

néni a bezpecénostni opatreni

Pfi man

V8echny reagencie jsou uréeny pouze pro in-vitro diagnostické pouziti.

VSechny soudasti soupravy, které jsou lidského puUvodu, byly testovany metodami
schvélenymi FDA, a v téchto testech byly shledany negativnimi na HBsAg,HCV,HIV-1 a 2 a
HTLV-1. ProtoZze zadné testovani nemuize zcela vyloucit biologickou bezpeénost materiall
lidského plvodu, je tfeba pfi manipulaci s timto materidlem dodrZovat pfiméfena bezpecénostni
opatreni.

Hovézi albumin pouzity pro pfipravu byl oznacen jako negativni na BSE.

V pfipadé potfisnéni kize substratem (TMB), omyt zasazené misto vodou a mydlem.
Stopovaci roztok obsahuje kyselinu chlorovodikovou. P¥i potfisnéni omyt zasazené misto
vodou, v pfipadé nutnosti vyhledat Iékafskou pomoc.

Kontrola, kalibratory, fedici a promyvaci roztok obsahuji 0,09% azidu sodného. Tako
koncentrace je klasifikovana jako bezpecéna.

Enzym konjugat obsahuje 0,05% Proclinu 300. Tato koncentrace je klasifikovana jako
bezpecéna.

ipulaci s reagenciemi, kontrolami a vzorky séra dodrzujte platna doporuceni pro bezpecnou

praci v laboratofi a SLP.

Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned oplachnéte vodou a mydlem. Sejméte
kontaminovany odév a boty a pfed dalSim pouzitim vycistéte. Pfi vniknuti do o&i dukladné
oplachujte pod tekouci vodou minimalné 10 minut. Podle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.
Ochranné pom(cky a nouzové postupy: Dodrzujte smérnice pro bezpeénou praci v laboratofi.
Zabrante potfisnéni nebo vniknuti reagencii do oCi. Nepipetujte usty. V laboratofi nejezte,
nepijte, nekufte a nenanasejte make-up. Pfi vyliti nasajte inertnim materidlem a zlikvidujte
v souladu s pfedpisy.

Expozi¢ni limity, ochrana osob: Pfi praci pouzivejte ochranné rukavice z nitrilové pryZe nebo
pfirodniho latexu. Pouzivejte ochranné bryle. Pfi manipulaci podle zamysSleného ucelu pouziti
nejsou znamy nebezpeéné ucinky.

Situace, kterym je tfeba predchazet: Substrat je citlivy na svétlo, skladujte na tmavém misté.
Pfi likvidaci laboratorniho odpadu dodrZujte platné predpisy.

Dodrzujte smérnice fizeni jakosti v analytickych laboratofich.

Priprava reagencii:

Koncentrat nafedte na celkovy objem 1000 ml destilovanou nebo deionizovanou vodou.

Koncentrat nafedte na celkovy objem 100 ml destilovanou nebo deionizovanou vodou.

Naredte vzorky pacientt 1:100 v pfipraveném fedicim roztoku:

990 pl p

fedfedéného pufru + 10 ul vzorku. Promichejte.

Kalibratory a kontroly jsou uréeny k pfimému pouziti, nefedi se.
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Postup:
Pfipravte si dostaCujici mnozZstvi janek.

1. Napipetujte 100 ul kalibratort, kontrol a predfedénych vzork( do pFislusnych jamek
(v dubletu).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 (12

CA |CA V1 V1
CB [[CB ||V2 |V2
CC | CcC
CD |CD
CE |CE
CF |[CF
PC (PC
PN ||PN

S|Q| ool o|lT|

Cx — kalibratory
PC-PN- kontroly pozitivni, negativni
VX - vzorky
Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté (20-28 °C).
Obsah jamek vylijte a 3 x vyplachnéte 300 ul promyvaciho roztoku.
2. Do kazdé jamky napipetujte 100 ul konjugatu a inkubujte 15 minut pfi laboratorni teploté.
Obsah jamek vylijte a 3 x vyplachnéte 300 ul promyvaciho roztoku.
3. Do kazdé jamky napipetujte 100 pl substratu a inkubujte 15 minut pfi laboratorni teploté.
4. Reakci ukoncete pfidanim 100 pl stopovaciho roztoku. Dbejte na to, abyste roztok pfidavali ve
stejném pofadi jako substrat.
Absorbanci odectéte po cca 5 minutach pfi 450/600-690 nm. Neodeditejte po vice nez 30 min.

Validita testu
Test je validni, pokud OD pfi 450 nm pro kontroly a kalibratory odpovida rozsahim uvedenym v
Certifikatu, ktery pfilozen u kazdé soupravy. Pokud tomu tak neni, je tfeba test opakovat.

Interpretace vysledku

1. Vypoctéte prumérné hodnoty absorbanci jednotlivych kalibratord a vzorkl a odectéte
primérnou hodnotu absorbance nulového kalibratoru.

2. Vyneste body do grafu s lin-log osami a z takto ziskané kfivky odectéte koncentraci tTG ve
vzorcich.

Kalibrace:
Protoze neni k dispozici zadny mezinarodni standard, byla souprava kalibrovana v dohodnutych
relativnich jednotkach.

Analytické parametry stanoveni:

Rozsah méreni 0-200 U/ml

Predpokladané hodnoty: Ve studii se zdravymi darci byla stanovena cut-off 10 U/ml.

Interpretace vysledki:
Negativni < 10 U/ml
Pozitivni > 10 U/ml
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Linearita:

Vzorky pacientu s vysokou hladinou protilatky byly sériové zfedény a testovany. Koncentrace byly

odecteny z kalibracni kfivky.

Vzorek Fied&ni Pozorowana Oéekavana PO
iml Liml el

1 1:100 188, 1EE.0 100
1:200 101.7 ] 108

1-400 45 4 470 103

1-E00 241 235 103

1:1800 102 118 a3

2 1:100 1280 105.0 100
12200 ar.2 2a.0 a5

1:400 40 4 2430 101

1:800 243 245 101

1:1800 11.2 12.3 a7

Limit detekce: 1 U/ml

Presnost:

Intra-assay- 24 opakovani tfi riznych vzorku

Inter-assay- tfi rizné vzorky v Sesti op_akovém’ch v péti riznych testech

Intra-Assay nter-Assay
Vzorek Frimér Vaorek Primér .
. Jimil CV % Uiml cv
1 221 3.0 233 8.1
2 3.9 2 401 4.7
3 50,2 3 71.3 7.0
Interference:

Nebyla pozorovana interference se séry, ktera byla hemolyticka (do 1000 mg/dl), lipemicka (do 3 g/dl

triglyceridl) nebo s obsahem bilirubinu az do 40 mg/dl.

Nebyly pozorovany

interference

s antikoagula&nimi Cinidly (EDTA, heparin, citrat). Pfesto doporu€ujeme vysoce hemolyzované nebo

lipemické vzorky netestovat.

Studie na populaci:

Study population
Coeliac dissaze
Mermal human sera

Klinicka siagnoza

Pos Meg
Paos 31 0
MNeg 12 ]
Anti-t-TG 2 =

senitivitét 72,1 %
specificita 100.0 %
diagnosticka efektivita 81.0 %
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Omezeni testu:

Test je ur€en pro in-vitro diagnostické pouziti. Klinicka diagnéza nem(ze byt stanovena pouze na
zakladé vysledkl tohoto testu, ale musi vychazet z celkového klinického obrazu a vysledkl dalSich
testu. Kazda laboratof si podle 1SO15189 nebo jiné vhodné metodiky musi stanovit vlastni rozmezi
normalnich a abnormalnich hodnot.
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