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ELISA EnzYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

Microwell Method

Anti-B,-Glycoprotein | Screen

Cat. No. RO1101

For in vitro Diagnostic Use
Pfribalovy | etak

ELISA Souprava pro kvantitativni stanoveni IgG, IgM a IgA
protilatek k B-2-glykoproteinu | v lidském séru nebo plazmé

IVD

Microwell Method - 96 jamek

(12 x 8-well potazené antigenem)

Odlamovaci
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3,-Glycoprotein

ZAKLADNI INFORMACE

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

e Dobainkubace
60 minut pfi LT 20-28°C (30/15/15)

e Enzyme Conjugate
HRP (Kfenova peroxidaza)

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

e Vzorek
Sérum nebo plazma

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

o Cut-off
10 U/ml (pro 1gG, IgA and IgM)

e Zivotnost a stabilita komponenta soupravy

Souprava: 12 mésicl od data vyroby.
Komponenty Viz Stitek na lahvi¢ce
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

= Systémovy Lupus Erythematodes
= Arterialni a zilni trombozy

= Zilni tromboembolie

= Trombocytopenie

= Ztrata plodu
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3,-Glycoprotein

SLOZENi SOUPRAVY

Microwell plate 12 8 jamkové stripy potazené vysoce CiSténym lidskym

Mikrotitra&ni desticka B2-glykoproteinem I, k pfimému pouziti.

Negative Control 1 lahvicka, 1,5ml, 3,3U/ml, ca) k pfimému pouziti
. IgA/IgG/IgM Anti-R2-Glycoprotein | Ab in PBS/BSA matrix, viz Quality Control
Negativni kontrola Certificate pro odekavané hodnoty a rozsah
Cut-off Control 1 lahvi¢ka, 1,5ml, 10U/ml, cB) k pfimému pouziti
IgA/IgG/IgM Anti-R2-Glycoprotein | Ab in PBS/BSA matrix, viz Quality Control
Cut-off kontrola Certificate pro ogekavané hodnoty a rozsah
Positive Control 1 lahvicka, 1,5ml, 30U/ml, cc) k pFimému pouziti
IgA/IgG/IgM Anti-R2-Glycoprotein | Ab in PBS/BSA matrix, viz Quality Control
Pozitivni kontrola Certificate pro o¢ekavané hodnoty a rozsah
Strong positive Control 1 lahvi¢ka, 1,5ml, 90U/ml, cp) k pfimému pouziti
. . IgA/IgG/IgM Anti-R2-Glycoprotein | Ab in PBS/BSA matrix, viz Quality Control
Silné pozitivni kontrola Certificate pro otekavané hodnoty a rozsah
Sample Diluent 1 lahvi¢ka, 20ml, Zluty, koncentrat (5x).
Redici pufr
Enzyme Conjugate 1 lahvi¢ka, 15ml, krali¢i polyklonalni anti-h-IgG-IgG, anti-

h-IgM-1gG and anti-h-IgA-IgG znaceny HRPO, svétle

Enzym konjugat cerveny, k primému pouziti.

Substrate Solution 1 lahvi¢ka, 15 ml, obsahuje TMB, k pfimému pouziti.

Substrat

Stop Solution 1 lahvi¢ka, 15 ml kyseliny fosforeéné (<5%), k pfimému
pouziti.

Stopovaci roztok

Wash Buffer 1 lahvi¢ka, 20 ml, koncentrat (50x).

Promyvaci roztok
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3,-Glycoprotein

DALSiI POTREBNY MATERIAL

Deionizovana nebo destilovana voda
Odmérné valce a kadinky

tacek na odpad

Makropipety 5 ulaz 1000 pl.
Multikanalové mikropipety;
Stepper;

Reader mikrotitraénich desti¢ek s moznosti nastaveni odecitani absorbance pfi
450 nm. Pokud je moznost pouZiti dvou vinovych délek, moznost nastavit
referencni filtr na 600-690 nm.

O Automaticka promyvacka mikrotitracnich desti¢ek s rozplfiovanim 300 pl.

O Fotometry a promyvacky jsou v nabidce firmy DIALAB.

OO0O0O00o0Oao

SHRNUTI

Protilatky k p-2-glykoproteinu |  vznikaji pfi onemocnénich s fosfolipidovym
syndromem jako je trombdza, trombocytopenie nebo potrat v kontextu se
systémovym lupus erythematosus.

Beta-2-glykoprotein | (apolipoprotein H) je 50 kDa beta-2-globulin, ktery se vyskytuje
v plazmé v koncentraci 200 pg/ml. Bylo zjisténo, Ze beta-2-glykoprotein | (beta-2GP1I)
inhibuje vnitfni koagulacni drahy, a tim ovliviiuje proces srazeni krve. Beta-2GPI je in
Vivo spojeny se zaporné nabitymi latkami jako jsou aniogenni fosfolipidy, heparin
nebo lipoproteiny. Vazebné misto fosfolipidu je v jeho paté doméné.

V posledni dobé je beta—2-glykoprotein povazovan za kofaktor anti-cardiolipinovych
autoprotilatek. Nékteré studie prokazaly jeho nezastupitelnost pfi spravné vazbé anti-
cardiolipinovych protildtek na imobilizovany cardiolipin 1,6. Detailni studie
prirozeného Cardiolipin-beta-2GPI- komplexu prokazala, ze epitopy na paté doméné
beta-2GPI jsou tim cilem ,anti-cardiolipinovych protilatek® — a to i v nepfitomnosti
aniogennich fosfolipidi. Beta-2GPlI neni jen nezbytny pro navazani anti-
cardiolipinovych protilatek, ale souCasné byl identifikovan jako primarni antigen pro
tyto protilatky.

Klinické vzorky pacientt s fosfolipidovym syndromem byly testovany na protilatky ke
anti-cardiolipinu a anti-beta-2GPI. Zjisténa korelace hodnot anti-cardiolipinu a anti-
beta-2GPI vySeuvedené potvrdila.

Autoprotilatky  k beta-2-glykoproteinu | jsou pfiinou ruznych autoimunitnich
onemocneéni. Pfitomnost anti-beta-2GPl mize znamenat vznik tepenné nebo Zilni
trombdzy, Zilniho tromboembolismu nebo zvySeného rizika potratu.

Protilatky k anti-beta-2-glykoproteinu najdeme mezi imunoglobuliny tfidy 1gG, IgM i
IgA. Stanoveni IgM protilatek je cennym pomocnikem pfi diagnéze pocinajiciho
autoimunitniho onemocnéni, zatimco IgG protilatky se objevuji v progresivni fazi
manifestujici autoimunitni poruchy. Titr anti-beta-2GPI I1gG protilatek dobfe koreluje
s klinickym obrazem pacientll s trombdzou, tromboembolismem a opakovanymi
potraty, zatimco anti-beta-2GPI IgM protilatky ukazuji na moznost vzniku trombozy
nebo trombocytopenie.
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3,-Glycoprotein

PRINCIP STANOVENI

ELISA test je provadén jako nepfimé imunostanoveni sendvi¢ového typu na pevné
fazi. Tento test je navrzen jako pfimé semi-kvantitativni stanoveni mnozstvi 1gG,
IgMa IgA protilatek proti 32-Glycoprotein I. Na y-ozarené polystyrénové mikrotitracni
destiCce je vazan vysoce Cisty lidsky R2-Glycoprotein |, nasleduje blokovani k redukci
nespecifickych vazeb okovany.

Step 1 Protilatky specifické ke [3,-Glycoproteinu I, které jsou pfitomny v kontrolach,
kalibratorech a pacientskych se navazou na potazeny antigen.

Step 2 Komplex antigen-protilatka reaguje s (HRP) oznaCenym proti lidskym IgG,
IgA nebo IgM konjugatem, za vzniku ,sendvi€u mezi protilatkami v pevné fazi
a konjugatem. Nenavazany konjugat je odstranén promytim s romyvacim
roztokem.

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 vyjadien v jednotkach na mililitr (U/ml).

CINIDLA

Skladovani

O VSechna Cinidla skladujte ve 2° - 8°C. Nezamrazuijte!

Priprava
U PotazZené stripy jsou pouzitelné pouze jednou.
Q Kontroly, enzym konjugat, substrat a stopovaci roztok jsou pfipraveny
k pfimému pouziti a nevyzaduji fFedéni.
O Promyvaci a fedici roztok jsou koncentraty a je potfeba je nafedit.
Upozornéni
O K zajisténi spravnych vysledkul je nezbytné presné dodrzovat navod k pouziti.

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

Q Stopovaci roztok obsahuje kyselinu fosforeénou. Pfi potfisnéni omyjte
vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc.

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

U Nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.
O NepouzZivejte, pokud nejsou reagencie Cisté nebo obsahuji usazeniny.

O Nezaménujte slozky soupravy z riznych zdroju, i kdyz maji stejné katalogové
Cislo DIALAB.

QO Pro minimalizaci moznosti mikrobialni nebo kfizové kontaminace dodrzZujte
pravidla SLP.

VSechny slozky lidského pavodu byly testovany na HBsAg, HCV, HIV-1 and 2 and
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3,-Glycoprotein

HTLV-l a shledany negativnimi postupy doporuc¢enymi FDA. Pfesto je se vSemi
derivaty lidské krve a se vzorky pacientu tfeba zachazet jako s latkami potencionalné
infek€nimi. Dodrzujte SLP ve skladovani, rozplhovani, manipulaci s témito materialy.

ODBER A MANIPULACE SE VZORKEM
O Pro testovani se pouzivaji vzorky lidského séra nebo plazmy. Pfi odbéru neni
potfeba byt na lacno, ani jina forma diety.

O Odeberte krev a separujte sérum nebo plazmu od krevnich elementl
centrifugaci po tvorbé srazenin.

Q 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.

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

Q Priprava vzorku viz str. 7.
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3,-Glycoprotein

POSTUP

Poznamky k postupu

Q
Q
Q

Q

Pred zapocetim testu si peclivé proctéte navod.
Nepouzivejte komponenty z jinych Sarzi
Prfed provedenim testu je nutné vSechny komponenty vytemperovat na

laboratorni teplotu. Nepouzité vzorky a reagencie vratte po pouZziti neprodlené
do lednice.

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

Pfred stanovenim provedte potfebné fedéni pacientskych vzorku.

Spravna promyvaci technika je dulezita. Pfi manualnim promyvani naplrite
vSechny jamky nafedénym promyvacim roztokem. Odstrafite veSkerou
tekutinu vyklepnutim a naslednym vyklepanim na savém povrchu (papirovy
ruénik) nebo odsatim. Pfi promyvani na automatické promyvacce dodrzZujte
pokyny vyrobce.

K davkovani pouzivejte 8-kanalovou pipetu. Krokovani je hladsi a inkubacni
Cas stejnomérny.

QO Ve vSech krocich je dulezité ¢asovani. ZaCatek inkubace je vzdy po rozplnéni
do vSech jamek.

O Kontrolni séra nebo pooly by mély byt rutinné stanoveny jako neznamé vzorky
ke kontrole stanoveni

Priprava ¢inidel

Sample diluent koncentrat Nafedte pfed pouZitim na celkovy objem 100 ml
Redici roztok destilovanou vodou.
Wash Buffer koncentrat Naredte pfed pouzitim na celkovy objem 1000 ml
Promyvaci roztok (50x): destilovanou vodou.

Priprava redéni vzork

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

10 ul séra nebo plazmy |+ 990 ul fediciho roztoku

Vzorky pacientt, které obsahuji vysoké koncentrace, by mély byt nafedény Redicim
pufrem pfed samotnym testovanim. Ve vypoctu zohlednéte fedici faktor.
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3,-Glycoprotein

Postup

Step 1 Pfipravte fedici a promyvaci roztok.
Step 2 Naredte vzorky 1:100 s Redicim pufrem

Step 3  Pfipravte si protokol s rozmisténim vzorkd do jamek podle nize uvedeného
schématu. 4 kontroly (standardd) (CA-CD). Kontroly jsou k pfimému
pouziti a nemusi byt fedény. Je doporueno pouzit nafedéné vzorky
pacientl (P) a kontrol v duplikatu.

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

! 2 GO o I R | I I | kombinovany Konc. U/ml
Kalibrator
al| CA (| P1 CA 3,3
b|| CA| P1 CB 10
c| CB || P2 cc 30
dfl CB || P2 cD 90
e| CC
f| CC
gll CD
h| cD
Step 4 Pipetujte 100 pl kontrol a prediedénych vzorka do jamek, ke
stanoveni protilatek (IgG, IgA, IgM).
Step 5 Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté. (20-28°C)
Step 6 Vylijte obsah jamek a promyjte 3x 300 pl promyvaciho roztoku.
Step 7 Pipetujte do jamek 100 pl Enzym konjugatu
Step 8 Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté. (20-28°C)
Step 9 Promyjte vSechny jamky 3 x jako v kroku 6.
Step 10 Pipetujte 100 pl Substratu do vSech jamek ve stejném poradi a
Casovani jako enzym konjugat.
Step 11 Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté. Chrarite pfed svétlem.
Step 12 Pridejte 100 pl Stopovaciho roztoku do vSech jamek ve stejném
pofadi a Casovani jako substrat. Nechte 5 minut odstat.
Step 13 Odectéte absorbanci pfi 450 nm nebo pfi 450/600-690 nm. Vytvofené

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

page 8 of 12 Rev. 02, 2011/06

\\Shs2011\Laborator_vyroba\Nové navody\ELISA\Anti-b-2-Glycoprotein Screen R01101_rev02.doc



VYHODNOCENI TESTU

Vyhodnoceni testu Anti-b2-Glycoprotein | Screen je zalozen na pfimém porovnani
OD kazdého pacienta s OD kontrol.

Vzorky pacientu, které maji OD vétSi nez cut-off hodnotu jsou pokladany za pozitivni.

Negativni: OD Pacient < OD Cut-Off Kontrola
Pozitivni: OD Pacient > OD Cut-Off Kontrola
Silné Pozitivni: OD Pacient > OD Silné Pozitivni Kontrola

Pro semi-kvantitativni vypoc&et koncentraci pacientskych vzorki muazou byt pouZzity
kontroly, které maji na Stitku uvedenou koncentraci. Tyto hodnoty mohou byt pouZzity
k sestrojeni kalibracni kfivky. Pro Anti-cardiolipin screen je doporu€eny 4-Parameter-
Fit v lin-log soufadnicich, je doporu¢eno pro OD a koncentrace. Koncentrace vzorku
se odectou pfimo z kalibra¢ni kfivky. Pro uplnou diferenciaci typU protilatek se musi
pouzit souprava pro kvantitativni stanoveni Anti-cardiolipin 19G, IgM a/nebo IgA .

Anti-Cardiolipin screen test rozpozna sumu IgG, IgM a IgA anti-Cardiolipin
autoprotilatek. Diky vlivu aditiv, mohou pacientské vzorky obsahujici dva az tfi typy
protilatek Anti-Cardiolipinu byt pfi testu Anti-Cardiolipin screen vyhodnoceny jako
pozitivni, zatim co v jednotlivych stanovenich Cardiolipin 1gG, IgM or IgA mohou byt
vyhodnoceny jako negativni.

KALIBRACE

JelikoZ neni dostupny mezinarodni referenéni pfipravek pro anti-p2-Glycoprotein |
autoprotilatky, stanoveni je kalibrovano v relativnich jednotkach.

Kalibrace je vztazena na mezinarodné uznavané referencni sérum od E.N. Harris,
Louisville. Tyto séra jsou pozitivni na anti-B2-Glycoprotein | autoprotilatky.

HODNOCENIi FUNKCNi ZPUSOBILOSTI

Specificita

Mikroplatic¢ko je potaZzeno vysoce Cisténym lidskym p2-Glycoproteinem I. Souprava je
specificka pouze pro autoprotilatky proti f2-Glycoproteinu I.

Endogenni B2-Glycoprotein | a endogenni zaporné nabité fosfolipipidy jsou v (1:100)-
ziedéném vzorku pfiblizné 2 pg/ml respektive 1 pg/ml. Nebyl pozorovan vliv na
stanoveni anti-B2-Glycoprotein I-protilatek.

Presnost

Variacni koeficient (CV) byl spocitan pro kazdy ze tfi vzorkll ze 22 stanoveni pro
Intra-assay, pro Inter-assay byl spoCitan z 5 méfeni po 6 opakovanich.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek Hodnota Cv Vzorek = Hodnota CcVv
C. [U/ml] [%] C. [U/ml] [%]
1 4.4 13.3 1 5.8 12.4
2 14.8 5.2 2 15.8 8.1
3 42.1 4.1 3 43.7 4.7
4 70.2 6.6 4 75.9 2.5
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Podobnost

Vybrana séra obsahovala 1gG, IgM a IgA-protilatky, byla zfedéna fedicim pufrem a

stanovena soupravou Anti-Cardiolipin screen Kit.

Anti-Cardiolipin

Vzorek

Ziedéni

Namérena
[U/ml]

Ocekavana
[U/ml]

N/O

Screen

1

1:200

1:400

1:800
1:1600
1:3200

47.7

24.0

115
6.0
2.7

23.9
11.9
6.0
3.0

100 %
97 %
100 %
90 %

screen

1:100
1:200
1:400
1:800
1:1600
1:3200

138.0
69.7
33.5
15.9

7.8
4.1

69.0

34.5
17.3
8.6
4.3

101 %
97 %
92 %
91 %
95 %
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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