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ELISA EnzYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

Microwell Method

Anti-DGP IgA

Cat. No. R11461

For in vitro Diagnostic Use

Piibalovy

l e t a k

ELISA souprava pro kvantitativni stanoveni IgA protilatek k

deaminovanym gliadinovym peptidovym epitopam (DGP)

C€

IVD

Microwell Method - 96 wells

(12 x 8-well potazené protilatkou)

Odlamovatelné
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Anti-DGP IgA

ZAKLADNI INFORMACE

eVinova délka
Méfici filtr: 450 nm

Volitelny referencni filtr: 600 - 690 nm

eDoba inkubace
60 minut pfi LT (30/15/15)

eEnzyme Conjugate
HRP (Kfenova peroxidaza)

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

eVzorek
Sérum nebo plazma

e Stabilita vzorku

nefedéné: 5 dni pfi 2-8°C; az 6 mésicu v - 20 °C

e Kalibraéni rozmezi
0-1001U/ml

e Sezitivita

1 1U/ml

e Zivotnost a stabilita komponent(i soupravy

Souprava: 18 mésicu od data vyroby.
Komponenty Viz Stitek na lahvicce
soupravy:

Sample Diluent Conc.: stabilni 30 po nafedéni (pfi 2-8°C)
Wash Buffer Conc.: stabilni 30 po nafedéni (pfi 2-8°C)

e Indikace

Celiakie
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SLOZENi SOUPRAVY

Microplate 1 Oddéliteiné mikroplati¢ko skladajici se z 12 modult o 8

Mikrotitragni desticka jamkach, potazené deaminovanym bilkovinovym proteinem.
K pfimému pouziti

Calibrators 6 Lahvicky, kazda 1,5 ml, Kombinované kalibratory s tfidou

IgA tfidou Anti-DGP protilatkami (A-Fv sérové/pufrové

matrici (PBS, BSA, NaN; <0,1% (w/w)). K pfimému pouziti.
0, 6,3, 12,5, 25, 50, 100 U/ml

Controls 2 Lahvi¢ky, 1,5 ml, Anti-DGP kontroly v sérové/pufrové matrici
(PBS, BSA, NaN3; <0,1% (w/w)) pozitivni (1) a negativni (2),

Kalibratory

Kontroly K pfimému pouziti.
Viz quality control certificate pro oCekavané hodnoty a
rozsah

Sample Diluent 1 lahvicka, 20 ml, Tris, NaN; <0,1% (w/w).
zluty, koncentrat (5x).

Enzyme Conjugate 1 lahvicka, 15 ml, Enzym konjugat (PBS, Proclin 300 <0,5%

(V/Vv)), (svétle Cerveny) obsahuje krali¢i Polyklonalni anti-

Enzym konjugat human IgA; znaené kfenovou peroxidazou. K pfimému

pouziti.

Substrate Solution 1 lahvicka TMB, 15 ml, K pfimému pouziti

Substrat

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

Stopovaci roztok

Wash Buffer 1 lahvi€ka, 20 ml, PBS, NaN; <0,1% (w/w).
Koncentrat (50x).
Promyvaci roztok

DALSi POTREBNY MATERIAL

Vybaveni

O Reader mikrotitracnich destiCek s moznosti nastaveni odecitani absorbance pfi
450 nm.

O Multikanalové mikropipety

O Michadlo

O Makropipety 10 ul, 100 a 1000 pl
O Stopky

O

Software na vyhodnoceni dat
Pfiprava Cinidel

O Deionizovana nebo destilovana voda
O Odmeérné valce 100 a 1000ml

O nadoba na skladovani promyvaciho roztoku
Fotometry a promyvacky jsou v nabidce firmy DIALAB.
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NAZEV A POUZITI

Anti-DGP IgA DIALAB GmbH je ELISA (Enzyme-linked Immunosorbant Assay) pro
kvantitativni stanoveni protilatek (IgA) proti deaminovanym gliadinovym peptidovym
epitopim proteindm (DGP) v lidském séru nebo plazmé. Stanoveni napomaha pfi
urCovani diagnozy pfi podezieni na celiakii.

SHRNUTI

Celiakie (synonyma: celiakalni sprue, glutenova enteropatie) je enteropatie, ktera je
spojena se zanétem a atrofii klkd v tenkém stfevé. Onemocnéni je zaloZzeno na
intoleranci lepku. Spoustéem tohoto autoimunitniho onemocnéni u pacientu
s genetickymi fredispozicemi je pfijem potravin s obsahem lepku (pSenice, Zito,
jeémen atd.) " °,

Celiakie postihuje az 1% populace vSeho véku 34 u nékterych postizenych zlstava
toto onemocnéni nediagnostikovano kvali riznorodym pfiznakim. Kromé typického
klinického obrazu, napf. malabsorpce (chronicky prijem, plynatost, ztrata hmotnosti
atd.), je onemocnéni spojovano s atypickymi projevy jako dermatitis herpetiformis,
diabetes typu 1, osteopordza, nékteré lymfomy, nedostatek Zeleza, chronicka unava
a potraty. Nékdy jsou pfiznaky nejasné nebo UpIné chybi > °.

Patogeneze celiakie je pochopena pouze ¢aste¢né. Po resorpci gliadinu (z lepku) je
deaminovan tkanovou transglutaminazou (tTG) v laminu propria stfevni tkanové
membrané, ktera zplsobi, ze néktera rezidua glutaminu jsou nahrazena rezidui
kyseliny glutamové. Fragmenty Gliadinu (deaminované peptidy gliadinu) se navazi
na HLA antigen molekuly, kde jsou rozpoznany odpovidajicimi T-lymfocyty
v kontextu HLA-DQ2 a HLA-DQ8 molekulami. Vysledek je rozsahla imunitni
odpoveéd, ktera zpusobi tvorbu protilatek proti DGP a proti tTG" &, Tyto protilatky
(IgA, 1gG) mohou byt Klinicky provéfeny spolu s dalSimi laboratornimi testy
k potvrzeni celiakie.

U sér pacientl s podezienim na celiakii jsou detekovéng obé protilatky IgA a IgG
proti gliadininug. Vyznamna &ast pacientll postradaji IgA =, proto screeningové testu
obsahuji obé protilatky (IgA a 1gG). Pomoci kvantifikace IgA protilatek mize byt
stanovena a udrZovana bezlepkova dieta .

PRINCIP TESTU

Deaminované gliadinové peptidové epitopy jsou navazany na mikrotitracni desticku.
V pripadé, Ze jsou ve zfedéném séru nebo plazmé obsazeny protilatky proti antigenu
navazi se na antigen. Pfi promyti mikrotitracni destiCky se odstrani nespecifické
sloZzky v séru. Kienova peroxidaza(HRP) konjugovana s anti-human IgA detekuje
navazané protilatky za tvorby konjugat/protilatka/antigen komplexu. Pfi promyti
mikrotitraéni destiCky se odstrani nenavazany konjugat. Po pfidani enzymového
substratu se pfitomnost navazaného konjugatu projevi modrou barvou. Po pfidavku
kyseliny se reakce zastavi a vznikne konecné Zluté zabarveni. Intenzita zbarveni je
pfimo Uumérna koncentraci IgA protilatek ve vzorku a Ize zméfit fotometricky pfi
450nm.

OCEKAVANE HODNOTY

Normalni hodnoty

Studii vzorkd séra zdravych darcu bylo stanoveno toto rozmezi:
| Anti-DGP IgA [U/ml] |
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normalni: <10
zvysené: 210

Pozitivni vysledky musi byt verifikovany aZz 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 DGP v séru.

ODBER A MANIPULACE SE VZORKEM
e Odeberte plnou krev za pouziti odpovidajicich technik, abyste predesli
hemolyze.
¢ Po vysrazeni oddélte sérum odstfedénim.
e Sérem by pro test mélo byt Cisté bez hemolyzy.

e Skladujte ve 2°- 8°C maximalné 5 dni. Pro déletrvajici skladovani zamrazte -
20°C maximalné na 6 mésicu.

e Nezmrazujte a nerozmrazujte opakované (ztrata aktivity protilatek).
e Testovani teplem inaktivovanych sér se nedoporucuje.

PREVENTIVNiI OPATRENI

e¢VSechny soucasti soupravy jsou urCeny vyhradné ki vitro diagnostickym
ucelim.
eNezaménujte slozky soupravy z riznych Sarzi.

e\/Sechny slozky lidského puvodu byly testovany na HBsAg, HCV, HIV-1 a 2
shledany negativnimi postupy doporuc¢enymi FDA. Pfesto je se vSemi
derivaty lidské krve a se vzorky pacientd tfeba zachazet jako s latkami
potencionalné infekénimi. Dodrzujte SLP ve skladovani, rozplfiovani,
manipulaci s témito materialy.

eNepotfisnéte se TMB (3,3",5,5 -Tetramethyl-benzidine). Pokud si potfisnite
kzi, omyjte postizené misto vodou a mydlem.

e Stopovaci roztok obsahuje kyselinu. Pfi potfisnéni omyjte vodou a vyhledejte
|ékafskou pomoc.

eNeékteré soucasti soupravy (kontroly, fedici pufr, promyvaci roztok) obsahuiji
azid sodny jako konzervant. Azid sodna (NaNs) je vysoce toxicky a
reaktivni v Cisté formé. V produktu je v koncentraci 0,09%, proto neni
nebezpecény. | pfes to, Zze neni produkt klasifikovan jako nebezpecny,
vyrazné doporucujeme presné dodrZovat spravnou laboratorni praxi (viz 8.,
9. 10.).

o Nékteré soucasti soupravy obsahuji Proclin 150 jako konzervant. V pfipadé
likvidace c&inidel s obsahem Proclinu 300, proplachnéte odpadni potrubi
velkym mnozstvim vody ke zfedéni slozek pod aktivni koncentraci.

ePouzivejte jednorazové rukavice pfi zachazeni se vzorky nebo Cinidly. Po
pouziti si umyjte ruce

eNepipetujte usty.
eNejezte, nepijte, nekuite, nepouzivejte make-up na pracovnim misté.
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e\VVyhnéte se kontaktu pufrovaného roztoku peroxidu a snadno oxidujicich
materiall, v extrémnich teplotach maze dojit k samovolnému hofeni.

¢ Pfi likvidaci laboratorniho odpadu dodrzujte platné predpisy.
Dodrzujte postupy, abyste zajistily kontrolu kvality v zdravotnickych laboratofich.
Pouzivejte kontroly a/nebo pool séra. Pfi zachazeni s komponenty soupravy a vzorky
sér dodrzujte nafizeni.

POZNAMKY K POSTUPU

1. Nepouzivejte po uplynuti data pouzitelnosti.
2. Nepouzivejte komponenty z jinych Sarzi.

3. Pred provedenim testu je nutné vSechny komponenty vytemperovat na
laboratorni teplotu (20-28°C).

4. Pred stanovenim si pfipravte vSechna fedéni. Po zapoceti testu musi byt
postup dodrzen bez preruseni.

Postupujte dle pfedepsaného postupu.

Pouzivejte pouze Cerstvé nafedéné vzorky.

V8echny cCinidla a vzorky pipetujte na dno jamky.

K zabranéni kontaminace vyménujte Spicky pipety pro kazdé cCinidlo a vzorky.

Spravna promyvaci technika je dulezita. Je dulezité odstranit kapky
promyvaciho roztoku k zajisténi spravnych vysledka.

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

11. Kontrolni séra nebo pooly by mély byt rutinné stanoveny jako neznameé vzorky
ke kontrole stanoveni

12. MikrotitraCni destiCka je pouze na jedno pouziti.
VSechny kontroly maji uvedené koncentrace na kazdé lahvi¢ce. Uvedené
koncentrace muzete pozit k sestrojeni kalibracni kfivky a ziskani koncentraci

© ® N o v

pacientskych vzorka.
PRIPRAVA CINIDEL

Priprava rediciho pufru

Nafedte obsah kazdé lahvicky koncentratu (5x) fediciho pufru destilovanou nebo
deionizovanou vodou na konec¢ny objem 100 ml t&sné pfed pouzitim. Skladujte
v lednici: stabilni pfi 2-8 °C po dobu 30 dni od pfipravy.

Priprava promyvaciho roztoku

Nafedte obsah kazdé lahviCky koncentratu (50x) promyvaciho roztoku destilovanou
nebo deionizovanou vodou na konec¢ny objem 1000 ml tésné pfed pouzitim.
Skladujte v lednici: stabilni pfi 2-8 °C po dobu 30 dni od pfipravy.

Priprava vzorku

Nafedte pfed stanovenim v8echny vzorky 1:100 fedicim pufrem. 10 pl vzorku + 990
Ml Fediciho roztoku v polystyrénové zkumavce. Dobfe promichejte. Kontroly jsou
k pfimému pouziti, nemusi se fedit.
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PROVEDENI TESTU
Stepl Vyjméte odpovidajici poCet jamek ze sacku, vratte nepouzité a dobre
uzaviené vratte do lednice. Jamky opatrné vlozte do nosice.

Step 2  Pipetujte duplicitné 100 pl kalibratorti, kontrol a predfedénych vzork( do
jamek.

SA |SE |P1|P5
SA | SE | P1|P5
SB | SF |P2|P..
SB | SF P2 | P.. SA-SF: standardy Ato F
SC|C1|P3 P1, P2...: pacientské vzorky 1, 2....
SC|C1|P3 Cl: positivni kontrola

SD | C2 | P4 C2: negativni kontrola
SD|C2 | P4

I|OMMmMO|O|w|>

Step 4 Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté. (20-28°C)

Step 5 Vylijte obsah jamek a promyjte 3x 300 pl promyvaciho roztoku.
Step 6 Pipetujte do jamek 100 yl Enzym konjugatu

Step 7  Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté.

Step 8 Vylijte obsah jamek a promyjte 3x 300 pl promyvaciho roztoku

Step 9 Pipetujte 100 pl Substratu do vSech jamek ve stejném poradi a ¢asovani
jako enzym konjugat

Step 10 Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté.

Step 11 Pridejte 100 pl Stopovaciho roztoku do vSech jamek ve stejném poradi a
Casovani jako substrat. Nechte 5 minut odstat

Step 12 Odectéte absorbanci pfi 450 nm nebo pfi 450/600-690 nm.

Vytvorené zbarveni je stabilni 30 minut. Optickou hustou odectéte
béhem této doby.

VYHODNOCENI TESTU

Kontrola Kvality

Test je platny pouze pro OD pfi 450 nm, Ze pozitivni kontrolu (1), pozitivni kontrolu
(2) a kalibratory A-F splfiuji kritéria uvedena v Quality Control Certificate pfilozeném
v kazdé soupravé! V pfipadé, Ze test nesplniuje néktera kritéria, je neplatny a musi
byt opakovan.

Vypocet vysledku

Pro Anti-DGP ELISA je doporuCeny 4-Parameter-Fit v lin-log souradnicich, je
doporuceno pro OD a koncentrace.

Doporuéena tvorba grafu Lin-Log
Nejdfive vypocitejte praimérnou OD pro kazdy kalibrator. Pouzijte lin-log graf a
vyneste praimérné hodnoty OD a koncentrace kalibratord. Zakreslete vhodnou kfivku.
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Body pro kalibratory mohou byt také spojeny pfimo. Koncentrace neznamych vzork
stanovte z kalibracni kfivky interpolaci.

HODNOCENIi FUNKCNi ZPUSOBILOSTI

Podobnost

Vybrana séra obsahovala vysoké koncentrace IgA-protilatek, byla zfedéna fedicim
pufrem a stanovena soupravou Anti-DGP IgA. Stanoveni vykazala linearitu i pres
méfici rozsah.

Y yxo: Namérena | Ocekavana

DGP Vzorek fedéni U/mi] [U/mi] N/O
1:100 91,4 91,4 100%

IgA 1:200 39,2 457 86%
1:400 19,1 22,9 84%
1:800 9,2 11,4 81%
1:1600 4,6 5,7 81%
1:100 38,1 38,1 100%

IgA 1:200 17,4 19,1 91%
1:400 8,4 9,5 88%
1:800 4,5 4.8 94%
1:1600 2,2 2,4 92%

Sensitivita

nejnizsi limit detekce Anti-DGP IgA byl stanoven na 1,0 U/ml.

Presnost (Opakovatelnost)

Varia¢ni koeficient (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzorkl z 20 stanoveni pro Intra-

assay, pro Inter-assay byl spocitan z 5 méreni po 2 opakovanich.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek | Hodnota CVv Vzorek Hodnota CcVv
No [U/mlI] [%0] No [U/mI] [%0]
1 74,8 6,0 1 86,9 8,7
2 29,0 5,3 2 29,3 1,9
3 13,9 4,0 3 15,5 1,7
4 5,9 4,7 4 4,6 5,6

Specificita

Mikroplaticko je potaZzeno vysoce Cisténymi deaminovanymi gliadinovymi peptidy.
Souprava detekuje protilatky proti deaminovanym gliadinovym peptidovym epitopum.

Kalibrace

JelikoZ neni dostupny mezinarodni referencni pfipravek pro Anti-DGP IgA protilatky,
stanoveni je kalibrovano v relativnich jednotkach.

LIMITACE TESTU

Anti-DGP IgA ELISA test napomaha k diagnéze. Klinicka diagnéza nemulze byt
stanovena pouze na zakladé vysledku tohoto testu, ale musi vychazet z celkového
klinického obrazu a vysledk( dalSich testu.
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INTERFERENCE

Bez interference hemolyzy (az do 1000 mg/dL), lipémie (az do 3 g/dL triacylglyceroly)
nebo bilirubinu (az do 40 mg/dL). Nebyly zjistény interference pfi pouziti
antikoagulantl. Z praktickych ddvodd nepouzivejte vysoce hemolyzované a
lipemické vzorky.
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INKUBACNI SCHEMA

@ Pipet 100 pl calibrator, control or patient sample
3 |ncubate for 30 minutes at room temperature

—— Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 pl wash solution

@ Pipet 100 pl enzyme conjugate
T |ncubate for 15 minutes at room temperature

T Discard the contents of the wells and
wash 3 times with 300 Ml wash solution

@ Pipet 100 pl substrate solution
T |ncubate for 15 minutes at room temperature

@ Add 100 pl stop solution
T |eave untouched for 5 minutes

T3> Readat 450 nm
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay

INA LA

DIALAB Produktion und Vertrieb von chemisch — technischen Produkten
und Laborinstrumenten Gesellschaft m.b.H.
A — 2351 Wiener Neudorf, Osterreich, 1Z-NO Siid, Hondastrasse, Objekt M55
Phone: ++43 (0) 2236 660910-0, Fax: ++43 (0) 2236 660910-30, e-mail: office@dialab.at
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