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Microwell Method

Anti - Cardiolipin IgG/IgM

Cat. No. R97413

For in vitro Diagnostic Use

Pfribalovy |letak

Souprava ELISA pro kvantitativni stanoveni IgG a IgM
protilatek ke kardiolipinu v lidském séru nebo plazmé

€ IVD

Microwell Method - 96 wells
(12 x 8-well potazenych antigenem)

Odlamovaci
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ZAKLADNI INFORMACE

e Vinova délka
Méfici filtr: 450 nm
Volitelny referencni filtr: 600 - 690 nm

e Dobainkubace
60 minut pfi LT (30/15/15)

e Enzyme Conjugate
HRP (Kfenova peroxidaza)

e Substrate
TMB (3,3°,5,5 -tetrametylbenzidin)

e Vzorek
Sérum nebo plazma

e Stabilita vzorku
nefedéné: 5 dni ve 2-8°C; az 6 mésicu v - 20 °C

Kalibra¢ni rozmezi
0-120 GPL U/mI/0-80 MPL U/ml

Sensitivita

1 GPL U/mlI /0.5 MPL U/ml

Indikace

Trombocytopénie
Cerebrovaskularni Insuficience
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SLOZENi SOUPRAVY

Microwell plate 12 8 jamkové stripy potaZzené vysoce Cistym hovézim
Mikrotitraéni desticka kardlgllplt\em a savt_u’rovane lidskym B2-glykoproteinem
I, kK pfimému pouziti.

Positive Control 1 lahvi¢ka, 1.5 ml, (€ervené vi€ko), k pfimému pouziti.
Hodnoty a rozmezi viz Quality Control Certificate

(PBS, NaN3 <0,1% (w/w)

Pozitivni kontrola

Negative Control 1 lahvi¢ka, 1.5 ml (modré vi€ko), k pfimému pouziti.
Negativnl' kontrola Hodnoty a rozmezi viz Quality Control Certificate

(PBS, NaN3 <0,1% (w/w)
Calibrators combined 6 lahvi¢ky, each 1.5 ml, k pfimému pouziti.
forigGandigMclassAb IgG: 0; 7.5; 15; 30; 60; 120 GPL U/ml
Kombinované kalibratory pro IgM:  0; 5; 10; 20; 40; 80 MPL U/ml
IgG IgM Ab

IgG-lgG Enzyme Conjugate 1 lahvi¢ka s krali¢im polyklonalnim anti-h-lgG-lgG HRP

o konjugatem, 15 ml, barevné odliSeno rtzové,

IgG-IgG Enzym konjugat we o, e
k pfimému pouziti.

(PBS, PROCLIN 300<0,5% (V/v)

IgM-IgG Enzyme Conjugate 1 lahvi¢ka s krali¢im polyklonalnim anti-h-IgM-1gG HRP

I konjugatem, 15 ml, barevné odliSeno razova,

IgM-1gG Enzym konjugat we o, e
k pfimému pouziti.

(PBS, PROCLIN 300<0,5% (V/v)

Substrate Solution 1 lahvicka TMB, 15 ml, k pfimému pouziti.

Substrat

Stop Solution 1 lahvicka kyseliny fosfore¢né (<5%), 15 ml, k pfimému

Stopovaci roztok pouziti

Sample Diluent 1 lahvi¢ka, 20 ml, koncentrat (5x), barevné odliSeno
Zluta.

Redici roztok

Wash Buffer 1 lahvicka, 20 ml, koncentrat (50x).

Promyvaci roztok

O MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

O Deionizovana nebo destilovana voda
O Odmérné valce a kadinky

O Makropipety 5 ulaz 1000 pl.

O Multikanalové mikropipety;
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O Stepper;

O Reader mikrotitracnich desti€ek s moznosti nastaveni odecitani absorbance pfi 450
nm. Pokud je moznost pouziti dvou vinovych délek, moznost nastait referencni filtr na
600-690 nm.

O Automaticka promyvacka mikrotitra€nich desti¢ek s rozplfiovanim 300 pl.

O Fotometry a promyvacky jsou v nabidce firmy DIALAB.

| SHRNUTI

Antifosfolipidové protilatky jsou heterogenni skupina auto protilatek proti kardiolipinu
(difosfatidyl glycerol) a negativné nabitych fosfolipidl:. Jsou primarné detekovany pomoci
testd na anti-kardiolipin protilatky (ACA), biologicky faleSné pozitivni testy na syfilis a
antikoagulacnimi testy na lupus. Tyto tfi testy detekuji pfibuzné, ale ne nezbytné identické
protilatky. Proto je nékdy nutné provést vice nez jeden z téchto testl k identifikaci protilatek
antifosfolipidl. Pfedpoklada se, Ze anti-fosfolipidové protilatky mohou byt zodpovédné za
naruseni normalniho mechanismu srazlivosti krve. Mozny mechanismus tvorby
tromboembolie je:

Anti-kardiolipinové protilatky jsou navazany na fosfolipidy v endotelovych burnikach cév a
tkani srdce. Uplné navazani na komplexy autoprotilatek kardiolipinu zptsobi zanét a
destrukci bunék endotelu. Vysledek zanétu je otok okolo cév a tvorba malych srazenin.
Srazeniny mohou také zablokovat lokalni cirkulaci nebo se uvolni a zablokuji cirkulaci
kdekoliv jinde. Tato blokada cirkulace se nazyva infarkt.

Pritomnost R,-Glykoproteinu je nutna k navazani protilatek proti kardiolipinu na kardiolipin.
SoucCasné studie ukazuji na to, Ze protilatky proti kardiolipinu rozpoznaiji vliastni kardiolipin
nebo komplex kardiolipinu a 3,.GPI.

PRINCIP STANOVENI

ELISA test je provadén jako nepfimé imunostanoveni sendviCového typu na pevné fazi. Na
mikrotitracni desti€ce je vazana smés hovéziho, praseciho a upraveného lidského inzulinu,
k redukovani nespecifickych vazeb jsou nékteré konce zablokovany.

Step 1 Protilatky specifické ke kardiolipinu, které jsou pfitomny v kontrolach, kalibratorech a
pacientskych se navazou na potazeny antigen.

Step 2 Komplex antigen-protilatka reaguje s konjugatem (HRP-h-IgG nebo IgM) za vzniku
,sendvic¢l mezi protilatkami v pevné fazi a konjugatem.

Step 3 Pfidanim substratu (TMB) dochazi k barevné zméné.

Step 4 Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci protilatek ve vzorku. Tato reakce se
nasledné ukonci pfidanim stopovaciho roztoku. Opticka hustota se zméfi pfi 450 nm.
Vysledek je vyjadfen v jednotkach GPL U na mililitr (GPL U/ml) or MPL U na mililitr
(MPL U/ml).

OCEKAVANE HODNOTY

Normalni Hodnoty
Studii vzorkd krve zdravych darcu bylo stanoveno toto rozmezi:
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anti-Cardiolipin-Ab
IgG [GPL U/ml]

IgM [MPL U/ml]

normalni:
zvyseny.

<10
> 10

<7
>7

Pozitivni vysledky musi byt verifikovany az s posouzenim celkového zdravotniho stavu
pacienta. Stejné tak i kazdé rozhodnuti o terapii by mélo byt pfijimano individualné.
DoporuCujeme kazdé laboratofi stanovit si vlastni rozmezi normalnich a patologickych
hodnot kardiolipinu v séru.

NiZe uvedené hodnoty jsou pouze orientacni.

Hodnoty anti-inzulinu u zdravych darcu krve.
Frekvence distribuce anti-Kardiolipinu IgG protilatek u zdravych darcu.
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stfedni hodnota + 2SD =0.98 + 1.42 MPL U/ml, n =103

CINIDLA

Skladovani

U VsSechna Cinidla skladujte ve 2° - 8°C. Nezamrazujte!

Priprava

U Potazené stripy jsou pouzitelné pouze jednou.

U Poazitivni kontrola, negativni kontrola, kalibratory, enzym konjugat, substrat a stopovaci
roztok jsou pfipraveny k pfimému pouZiti a nevyZaduji fedéni.

0 Promyvaci a fedici roztok jsou koncentraty a je potfeba je naredit (viz str. 7)

Upozornéni

Q K zajisténi spravnych vysledkl je nezbytné prfesné dodrzovat navod k pouziti.

O Nepotiisnéte se TMB (3,3,5,5-Tetramethyl-benzidine). Pokud si potfisnite kazi,
omyjte postizené misto vodou a mydlem.

U Stopovaci roztok obsahuje kyselinu fosfore€nou. Pfi potfisnéni omyjte vodou a
vyhledejte Iékafskou pomoc.

O Vyhnéte se kontaktu pufrovaného roztoku peroxidu a snadno oxidujicich materiald,
v extrémnich teplotach muze dojit k samovolnému hofeni.

U NepouzZivejte po uplynuti doby pouzitelnosti.

U Nepouzivejte, pokud nejsou reagencie Cisté nebo obsahuji usazeniny.

O Nezaménujte slozky soupravy z riznych zdrojd, i kdyz maiji stejné katalogové Cislo
DIALAB.

U Pro minimalizaci moznosti mikrobialni nebo kfizové kontaminace dodrzujte pravidla
SLP.

O VsSechny slozky lidského plvodu byly testovany na HBsAg, HCV, HIV-1 a 2 a HTLV-I

a shledany negativnimi postupy doporuc¢enymi FDA. Presto je se vSemi derivaty lidské
krve a se vzorky pacientll tfeba zachazet jako s latkami potencionalné infek&nimi.
Dodrzujte SLP ve skladovani, rozplfiovani, manipulaci s témito materialy.

ODBER A MANIPULACE SE VZORKEM

Q

Q

Q

Q

Pro testovani se pouzivaji vzorky lidského séra nebo plazmy. Pfi odbéru neni
potfeba byt na lacno, ani jina forma diety.

Silné hemolyzované, lipemické nebo mikrobialné kontaminované vzorky mohou se
stanovenim interferovat, a proto by nemély byt. Ani bilirubin ani hemolyza nemaji na
stanoveni vyznamny vliv.

Skladujte ve 2°- 8°C maximalné 5 dni. Pro déletrvajici skladovani zamrazte.
Nezmrazujte a nerozmrazujte opakované.

Priprava vzorku viz str. 7.

Page 6 of 12 Rev. 02, 2011/06

\\Shs2011\Laborator_vyroba\Nové navody\ELISA\Anti_Cardiolipin IgG-IlgM R97413_rev02_cz.doc



Anti - Cardiolipin 1gG/IgM

POSTUP
Poznamky k postupu

U Pred zapocetim testu si peclivé proctéte navod.

U Prfed provedenim testu je nutné vSechny komponenty vytemperovat na laboratorni
teplotu. Nepouzité vzorky a reagencie vratte po pouziti neprodlené do lednice.

U Odeberte potfebné mnozstvi jamek a ihned dobfe uzaviete (k zabranéni
kondenzace). Vratte do lednice.

U Pred stanovenim provedte potfebné fedéni pacientskych vzorkda.

O Spravna promyvaci technika je dllezita. Pfi manualnim promyvani naplite vSechny
jamky nafedénym promyvacim roztokem. Odstrante veSkerou tekutinu vyklepnutim a
naslednym vyklepanim na savém povrchu (papirovy ruénik) nebo odsatim. Pfi
promyvani na automatické promyvacce dodrzujte pokyny vyrobce.

U Kdavkovani pouzivejte 8-kanalovou pipetu. Krokovani je hladSi a inkubacni Cas

stejnomérny.

O Ve vSech krocich je dllezité Casovani. Zacatek inkubace je vzdy po rozplnéni do vSech
jamek.

Priprava €inidel

Sample diluent koncentrat Naredte pred pouzitim na celkovy objem 100 mi
Redici roztok destilovanou vodou.

Wash Buffer koncentrat Naredte pfed pouzitim na celkovy objem 1000 ml
Promyvaci roztok (50x): destilovanou vodou.

Priprava redéni vzorki

Vzorky séra nebo plazmy: Redte 1:100 fedicim roztokem. Napr.:

10 pl séra nebo plazmy [+ 990 ul fediciho roztoku

Postup

Step 1

Pfipravte fedici a promyvaci roztok.

Step 2  Narfedte vzorky.
Step 3 Pripravte si protokol s rozmisténim vzorki do jamek podle nize uvedeného

schématu. 6 kalibratort (standard()(SA-SF), 2 pozitivhi kontroly (PC) a 2
negativni kontroly (NC). Na uzivateli je rozhodnuti o umisténi vzorku pacienta (P)
v dubletu.

19G IgM

1 2 s[4aself7 89 fzo]a] 12 Calibrator Conc. Conc.
GPL U/ml MPL U/ml
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[a]|sA| sE | P2 SA 0 0
b[|SA|l SE (P11 SB 75

c||SB|f SF ||P2 sc 15 10
dffSB || SF |[P2 SD 30 20
e[ SC|l PC (IP.. SE 60 40
fISC| PC [P SF 120 80
gl[sDf NC

h|[sD| NC

Step4 Vyjméte odpovidajici poCet jamek ze sacku, vratte nepouZzité a dobre uzaviené
vratte do lednice. Jamky opatrné vlozZte do nosice.

Step 5 Pipetujte 100 pl kalibratorud, kontrol a prediredénych vzorkt do jamek.
Step 6  Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté. (20-28°C)

Step 7 Vylijte obsah jamek a promyjte 3x 300 pl promyvaciho roztoku. Minimalni ¢as
namoceni je 25sec. Promyvaci roztok dobfe z jamek odstrarite, nejlépe vyklepanim
na savy povrch.

Step 8 Pipetujte do jamek 100 pl Enzym konjugatu (anti-h-lgG-IgG nebo anti-h-IgM-
I9G)

Step 9 Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté. (20-28°C)

Step 10 Promyijte vSechny jamky 3 x jako v kroku 7.

Step 11 Pipetujte 100 pl Substratu do v8ech jamek ve stejném poradi a Casovani jako
enzym konjugat.

Step 12 Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté. (20-28°C)

Step 13 Pridejte 100 pl Stopovaciho roztoku do vSech jamek ve stejném poradi a
C¢asovani jako substrat. Nechte 5 minut odpocivat.

Step 14 Odectéte absorbanci pfi 450 nm nebo pfi 450/600-690 nm. Vytvofené zbarveni je
stabilni 30 minut. Optickou hustou odectéte béhem této doby.

Kontrola kvality

Soucasti kazdé soupravy je pozitivni a negativni kontrola, které je tfeba v dubletu pouzit pfi

kazdém stanoveni. Kontrola by méla odpovidat dané SarZi.

VYHODNOCENI TESTU

Manualni vyhodnoceni: doporu€ujeme vyneseni Lin-Log

Napred spocitejte priméry OD pro kazdy kalibrator. Standardni kfivku vyneste do grafu
jako zavislost priméru OD kalibrator6 a odpovidajici koncentrace. Prolozte nejlépe
vyhovuijici kfivku. Neznamé koncentrace vzorkl pacientd odectete z kFivky.

Automatické vyhodnoceni: doporuujeme 4-Parameter-Fit

Naprogramujte 4-Parameter-Fit v lin-log soufadnicich, je doporu¢eno pro OD a koncentrace.
ProloZzeni Spline v log-log soufadnicich také vyhovuje. Vzorky se odectou pfimo z kalibraéni
kfivky.
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OMEZENI TESTU

Test nesmi byt provadén s vysoce hemolyzovanymi, mikrobialné kontaminovanymi nebo
lipemickymi vzorky. Metoda je ur€ena pouze pro testovani vzorkl lidského séra.

HODNOCENI FUNKCNI ZPUSOBILOSTI

Sensitivita

NejnizSi limit detekce je pro anti-Cardiolipin IgG 1.0 GPL U/ml, pro
Anti-Cardiolipin IgM je 0.5 MPL U/ml.

Interference

Bez interference hemolyzy (az do 1000 mg/dL), lipémie (az do 3 g/dL triacylglyceroly) nebo
séra se zvySenym Bilirubinem (az do 40 mg/dL).
Podobnost

PFi testu fedéni séra s vysokou hladinou IgG- and IgM-protilatek, bylo sérum zfedéno fedicim
roztokem a nasledné stanoveno soupravou na Kardiolipin.

Anti-Cardiolipin | Vzorek Redéni Naméfena |Ocekavana [ N/O
hodnota hodnota
[U/ml] [U/ml]
1gG 1 1:200 126.7
1:400 63.7 63.4 100 %
1:800 32.9 31.7 104 %
1:1600 14.1 15.8 89 %
1:3200 7.2 7.9 91 %
IgG 2 1:100 112.3
1:200 56.1 56.2 100 %
1:400 25.0 28.1 89 %
1:800 12.0 14.0 86 %
1:1600 6.0 7.0 86 %
IgM 3 1:100 55.0
1:200 27.0 27.5 98 %
1:400 13.0 13.8 94 %
1:800 6.4 6.9 93 %
IgM 4 1:200 46.5
1:400 23.2 23.3 100 %
1:800 10.9 11.6 94 %
1:1600 5.2 5.8 90 %
1:3200 2.8 2.9 97 %
Presnost

Pfi Intra-Assay byly testovany 3 vzorky ve 24 stanovenich. Run-to-run stanoveni bylo
pocitano z vysledkl 5 nezavislych testll se 6 stanovenimi:

Page 9 of 12 Rev. 02, 2011/06
\\Shs2011\Laborator_vyroba\Nové navody\ELISA\Anti_Cardiolipin IgG-IlgM R97413_rev02_cz.doc



Anti - Cardiolipin 1gG/IgM

lanti-Cardiolipin (IgG) | |anti-Cardiolipin (IgM)
Intra-Assay Intra-Assay
Vzorek |Hodnota CVv Vzorek |Hodnota CVv
g, X [GPL U/ml] |[%] g, X [MPL U/ml] |[%]
1 29.1 5.4 1 8.4 3.7
2 62.5 5.8 2 40.1 4.5
3 109.4 4.1 3 58.6 5.3
Inter-Assay Inter-Assay
Vzorek |Hodnota Cv Vzorek |Hodnota CVv
g, X [GPL U/ml] |[%] g, x [MPL U/ml] |[%]
1 32.9 3.8 1 10.3 3.4
2 70.9 2.5 2 47.0 3.3
3 118.3 2.7 3 79.1 2.5

LITERATURA

1. Hughes, G.R.V., Harris, E.N. and Gharavi, A.E., The Anticardiolipin Syndrome. The Journal of Rheumatology 1986; 13,
3: 486 - 489.

2. Harris, E.N. et al. Evaluation of the anti-Cardiolipin antibody test: report of an International Workshop
held 4 April 1986., Clinical and Experimental Immunology 1987; 68: 215 - 222.

3. Domke, N. and Siegert, G., Phospholipidantikdrper und ihre klinische Bedeutung., Zeitschrift fir Klinische Medizin
1988; Heft 16: 1399 - 1401.

4. Pengo, V. et al., Immunological Specificity and Mechanism of Action of IgG Lupus Anticoagulants., Blood 1987; Vol 70,
No 1: 69 - 76.

5. Triplett, D.A., Coagulation Assays for the Lupus Anticoagulant: Review and Critique of Current Methodology. Stroke
1992; Vol 23, No 2 [suppl 1]: 1-11 - I-14.

6. Harris, E.N., Serological Detection of Antiphospholipid Antibodies., Stroke 1992; Vol 23, No 2 [suppl 1]: I-3 - I-6.

7. Eilat, D. et al., Evaluation of cross-reaction between anti-DNA and anti-Cardiolipin antibodies in SLE and experimental
animals., Clinical and Experimental Immunology 1986; 65: 269 - 278., Matsuda, J. et al.

8. Detection of Beta-2-Glycoprotein-I-Dependend Antiphospholipid Antibodies and Anti-Beta-2-Glycoprotein-1 Antibody in
Patients with Systemic Lupus Erythematosus and in Patients with Syphilis., Int. Arch. Allergy Immunol. 1994; 103: 239 -
244,

9. Kalunian, K.C. et al., Clinical Significante of a Single Test for Anti-Cardiolipin Antibodies in Patients with Systemic
Lupus Erythematosus., The Americam Journal of Medicine 1988; Vol 85: 602 - 608.

10. Al-Momen, A.-K. et al., IgA Antiphospholipid and Adrenal Insufficieny: Is there a link ?, Thrombosis Research 1991; Vol
64, No 5: 571 - 578.

11. Levine, S.R. and Welch, K.M.A., The Spektrum of Neurologic Disease Associated with Antiphospholipid Antibodies.,
Neurological Review, Arch. Neurol. 1987; Vol 44: 876 - 883.

12. Khalili, A. and Cooper, R.C., A study of immune responses to Myelin and Cardiolipin in patients with Systemic Lupus
Erythematosus (SLE)., Clinical and Experimental Immunology 1991; 85: 365 - 372.

13. Lockshin, M.D. et al., Antibody to Cardiolipin as a Predictor of Fetal Distress or Death in Pregnant Patients with
Systemic Lupus Erythematosus., The New England Journal of Medicine 1985; 313: 152 - 156.

14. Qamar, T. et al., Characteristics of high-titer IgG Antiphospholipid Antibody in Systemic Lupus Erythematosus patients
with and without Fetal Death., Arthritis and Rheumatism 1990; Vol 33, No 4: 501 - 504.

15. Parke, A.L. et al., The prevalence of Antiphospholipid Antibodies in woman with Recurrent Spontaneous Abortion,
woman with Successful Pregnancies, and woman who have never been pregnant., Arthritis and Rheumatism 1991; Vol
34, No 10: 1231 - 1235.

16. La Rosa, L. et al., R, Glycoprotein | and Placental Anticoagulant Protein | in Placentae from Patients with
Antiphospholipid Syndrome., The Journal of Rheumatology 1994; 21: 1684 - 1693.

17. McNeil, H.P. et al., Anti-phospholipid antibodies are directed against a complex antigen that includes a lipid-binding
inhibitor of coagulation: R,-Glycoprotein | (apolipoprotein H)., Proc. Natl. Acad. Sci USA 1990; Vol 87: 4120 - 4124.

18. Koike, T., Anticardiolipin Antibodies and R,-Glycoprotein I., Clinical Immunology and Immunopathology 1994; Vol 72,
No 2: 187 - 192.

19. Amiral, J. et al., Standardization of Immunoassays for Antiphospholipid Antibodies with 3,GPI and Role of Other
Phospholipid Cofactors., Haemostasis 1994; 24: 191 - 203.

Page 10 of 12 Rev. 02, 2011/06

\\Shs2011\Laborator_vyroba\Nové navody\ELISA\Anti_Cardiolipin IgG-IlgM R97413_rev02_cz.doc



Anti - Cardiolipin 1gG/IgM

20. Ichikawa, K. et al., B,-Glycoprotein | Reactivity of Monoclonal Anticardiolipin Antibodies from Patients with the
Antiphospholipid Syndrome., Arthritis and Rheumatism 1994; Vol 37, No 10: 1453 - 1461.

21. Harris, E.N. et al., Anticardiolipin Wet Workshop Report: Fifth International Symposium on Antiphospholipid
Antibodies., American Journal of Clinical Pathology 1994; 101: 616 - 624.

22. Asherson, R.A. and Harris, E.N., Anticardiolipin antibodies - clinical associations., Review Article Postgraduate Medical
Journal 1986; 62: 1081 - 1087.

Page 11 of 12 Rev. 02, 2011/06
\\Shs2011\Laborator_vyroba\Nové navody\ELISA\Anti_Cardiolipin IgG-IlgM R97413_rev02_cz.doc



Anti - Cardiolipin 1gG/IgM

ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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