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ELISA EnzYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

Microwell Method

Anti-Insulin

Cat. No. R97420

Pro in vitro diagnostické pouZziti

Pfribalovy |etak

ELISA souprava pro kvantitativni stanoveni protilatek proti
hovézimu a prase€imu insulinu a upravenému lidskému
insulinu v séru nebo plazmé

ce IVD

Microwell Method - 96 jamek

(12 x 8-jamek potazenych antigenem)

Odlamovaci
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Anti-Insulin

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

e Kalibracni rozmezi
0-100 U/ml

e Senazitivita
0.5 U/ml

e Doba pouzitelnosti a stabilita reagencii

Souprava: 12 mésicl od data vyroby

Reagencie: viz datum expirace na Stitku

Redici roztok: stabilni 30 dni po rozpusténi ve 2 to 8°C

Promyvaci roztok: stabilni 30 dni po rozpusténi ve 2 to 8°C
Indikace

e Marker diabetu I. typu (autoprotilatky)

e Inzulinova terapie (protilatky k inzulinu zvifeciho pivodu)
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SLOZENi SOUPRAVY

Microwell plate

Mikrotitracni desticka

Positive Control
Pozitivni kontrola

Negative Control
Negativni kontrola

Calibrators
Kalibratory

Enzyme Conjugate
Enzym konjugat

Substrate Solution
Substrat

Stop Solution
Stopovaci roztok

Sample Diluent
Redici roztok

Wash Buffer
Promyvaci roztok

12x 8 jamkové stripy s odlamovatelnymi jamkami potazené

smési vysoce purifikovanych hovézich, prasecich a
rekombinantnich lidskych inzulind, k pfimému pouziti.

lahvicka, 1,5 ml, (Eervené vi€ko), k primému pouziti
use.

Hodnoty a rozmezi viz Quality Control Certificate

lahvicka, 1,5 ml, (modré viéko), k pfimému pouziti use.
Hodnoty a rozmezi viz Quality Control Certificate

lahviCek, kazda 1,5 ml, k pfimému pouziti

0, 6.3; 12.5; 25, 50; and 100 U/ml

lahvi€ka s krali¢im polyklonalnim anti-h-lgG-IgG HRP
konjugatem,

15 ml, barevné odliSeno rizova, k pfimému pouziti.
lahvicka TMB, 15 ml, k pfimému pouziti.

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

lahvi¢ka, 20 ml, koncentrat (5x), barevné odliSeno zluta.

lahvicka, 20 ml, koncentrat (50x).

DALSi POTREBNY MATERIAL

e Deionizovana nebo destilovana voda

e Odmeérné valce a kadinky

e Makropipety 5 uplaz 1000 pl.

¢ Multikanalové mikropipety;

e Stepper,;

e Reader mikrotitracnich desticek s moznosti nastaveni odeditani absorbance
pfo 450 nm. Pokud je moznost pouziti dvou vinovych délek, moznost nastavit
referenéni filtr na 600-690 nm.

e Automaticka promyvacka mikrotitraénich desti¢ek s rozplhiovanim 300 pl.

Fotometry a promyvacky jsou v nabidce firmy DIALAB.
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SHRNUTI

Diabetes typu | je charakterizovan omezenou nebo zcela chybéjici produkci inzulinu.
Morfologické studie prokazaly destrukci beta bunék zvanych Langerhannsovy bunky.
Mnozstvi studii popsaly vyskyt protilatek pfimo proti ostrivkim bunék a insulinu jako
pfimy dlsledek vzniku tohoto onemocnéni.

Anti-insulin  protilatky se nachazeji u 37 % pacientl, u kterych byl nové
diagnostikovan diabetes | typu.

Byla prokazana souvislost mezi pfitomnosti anti-insulinu a protilatek proti
Langerhannsovym bunkam.

Anti-insulin protilatky mohou byt prokazany nékolik mésicu a v nékterych pfipadech i
nékolik let pfed plnymi klinickymi projevy onemocnéni. Ob¢as se mohou vyskytnout i
autoprotilatky proti Pro-insulinu.

Tabulka ukazuje procentualni vyskyt riznych autoprotilatek u diabetu typu |

v porovnani se kontrolnim vzorkem zdravych:

Diabetes typ 1(%) Zdravi(%)
Protilatky k Langerhannsovym buiikam 32 1
Ab k Ag Langerhannsovych bunék Cca 50 Cca 2
Protilatky proti anti-insulinu Az 70 0
Anti-thyroid peroxidaza (Anti-TPO) 18 6
Anti-single stranded DNA (Anti-ssDNA) 85 9

PRINCIP STANOVENI

ELISA test je provadén jako nepfimé imunostanoveni sendviCového typu na pevné
fazi. Na mikrotitracni destiCce je vazana smés hovéziho, prase€iho a upraveného
lidského inzulinu, kredukovani nespecifickych vazeb jsou nékteré konce
zablokovany.

Step 1 Protilatky specifické k insulinu, které jsou pfitomny v kontrolach, kalibratorech
a pacientskych se navazou na potazeny antigen. Komplex antigen-protilatka
reaguje s konjugatem (HRP-h-IgG) za vzniku ,sendvi€l mezi protilatkami
v pevné fazi a konjugatem.

Step 2 Pfidanim substratu (TMB) dochazi k barevné zméné.

Step 3 Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci protilatek ve vzorku. Tato
reakce se nasledné ukondi pfidanim stopovaciho roztoku. Opticka hustota se
zmeéfi pfi 450 nm. Vysledek je vyjadien v jednotkach na ml (U/ml).

OCEKAVANE HODNOTY

Normalni hodnoty
Studii vzorka krve zdravych darcu bylo stanoveno toto rozmezi

Interpretace anti-Insulin [U/ml]
normaini: <10
zvySene: >10

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
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patologickych hodnot.
Nize uvedené hodnoty jsou pouze orientacni.

Hodnoty anti-inzulinu u zdravych darct krve.
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CINIDLA
Skladovani

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

PRIPRAVA

e Potazené stripy jsou pouzitelné pouze jednou.

e Pozitivni kontrola, negativni kontrola, kalibratory, enzym konjugat, substrat a
stopovaci roztok jsou pfipraveny k pfimému pouZiti a nevyzaduji fedéni.

e Promyvaci a fedici roztok jsou koncentraty a je potfeba je nafedit (viz str. 7)
e K zajisténi spravnych vysledku je nezbytné pfesné dodrzovat navod k pouziti.

e Nepotfisnéte se TMB (3,3',5,5 -Tetramethyl-benzidine). Pokud si potfisnite
k(zi, omyjte postizené misto vodou a mydlem.

e Stopovaci roztok obsahuje kyselinu fosforeénou. Pfi potfisnéni omyjte vodou a
vyhledejte leékafskou pomoc.

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

¢ Nepouzivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.
¢ Nepouzivejte, pokud nejsou reagencie Cisté nebo obsahuji usazeniny.

e Nezaménujte slozky soupravy z rGznych zdroju, i kdyZz maji stejné katalogové
Cislo DIALAB.
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Pro minimalizaci moznosti mikrobialni nebo kfizové kontaminace dodrzujte
pravidla SLP.

VSechny slozky lidského plavodu byly testovany na HBsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-l a shledany negativnimi postupy doporu¢enymi FDA. Pfesto je se
vSemi derivaty lidské krve a se vzorky pacientl tfeba zachazet jako s latkami
potencionalné infekénimi. Dodrzujte SLP ve skladovani, rozplhovani, manipulaci
s témito materialy.

ODBER A MANIPULACE SE VZORKEM

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 pouzity. 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.
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POSTUP

Poznamky k postupu

Pred zapocetim testu si peclivé proc¢téte navod.

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

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

Pfed stanovenim si nafedte vSechny vzorky pacientu.

Spravna promyvaci technika je dulezita. Pfi manualnim promyvani napliite
vSechny jamky nafedénym promyvacim roztokem. Odstrante veSkerou tekutinu
vyklepnutim a naslednym vyklepanim na savém povrchu (papirovy ru¢nik) nebo
odsatim. Pfi promyvani na automatické promyvacce dodrZujte pokyny vyrobce.

K davkovani pouzivejte 8-kanalovou pipetu. Krokovani je hladsi a inkubaéni ¢as
stejnomérny.

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

Priprava €inidel

Redici roztok (5x): Naredte pred pouzitim na celkovy objem 100 ml

Promyvaci roztok (50x): Nafedte pfed pouzitim na celkovy objem 1000 ml

destilovanou vodou.

destilovanou vodou.

Priprava fedéni vzorku

Vzorky séra nebo plazmy: Redte 1:100 Fedicim roztokem. Napft.:

10 ul séra nebo plazmy |+ 990 ul fediciho roztoku
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Postup
Step 1
Step 2
Step 3

Step 4

Step 5
Step 6
Step 7

Step 8
Step 9
Step 10
Step 11

Step 12
Step 13

Step 14

Pfipravte fedici a promyvaci roztok.
Naredte vzorky.

Pripravte si protokol s rozmisténim vzorkd do jamek podle nize uvedeného
schématu. 6 kalibratoru (standardd) (SA-SF), 2 pozitivni kontroly (PC) a
2 negativni kontroly (NC). Na uzivateli je rozhodnuti o umisténi vzorkud
pacienta (P) v dubletu.

B hcEAAp e ettt Kalibrator  Konc. U/ml
al[SA| SE ||P1 SA 0
b||SA| SE [[P1 SB 6.3
c||SB| SF [[P2 sc 125
dffSB| SF |[P2 sSD 25
e||SC| PC | P.. SE 50
fifSC| PC | P.. SE 100
g(SD|f NC
h|SD| NC

Vyjméte odpovidajici poCet jamek ze sacku, vratte nepouzité a dobie
uzaviené vratte do lednice. Jamky opatrné viozZte do nosice.

Pipetujte 100 pl kalibratort, kontrol a predifedénych vzorki do jamek.
Inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté. (20-28°C)

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

Pipetujte do jamek 100 pyl Enzym konjugatu.
Inkubujte 15 minut v laboratorni teploté. (20-28°C)
Promyijte vSechny jamky 3 x jako v kroku 7.

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

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

Pfidejte 100 pyl Stopovaciho roztoku do vSech jamek ve stejném porfadi a
Casovani jako substrat. Nechte 5 minut odpocivat 5 minut.

Odectéte absorbanci pfi 450 nm nebo pfi 450/600-690 nm. Vytvofené
zbarveni je stabilni 30 minut. Optickou hustou odectéte béhem této doby.
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Kontrola kvality
Soucasti kazdé soupravy je pozitivni a negativni kontrola, které je tfeba v dubletu
pouZzit pfi kazdém stanoveni.

VYHODNOCENI TESTU

Manualni vyhodnoceni: doporu€ujeme vyneseni Lin-Log

Napfed spocitejte praiméry OD pro kazdy kalibrator. Standardni kfivku vyneste do
grafu jako zavislost priméru OD kalibratord a odpovidajici koncentrace. Prolozte
nejlépe vyhovujici kfivku. Neznamé koncentrace vzorkd pacientll odectete z kfivky.

Automatické vyhodnoceni: doporuCujeme 4-Parameter-Fit

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

Priklad typické kalibraé€ni kfrivky

Tabulky a graf dole ukazuji typické vysledky pfi stanoveni koncentrace anti-inzulinu.

Tato data jsou pouze ilustraCni, nelze je pouZzit pro vypocet vysledku.
Calibrators

No Position OD1 OD 2 Mean Conc. 1 Conc. 2 Mean decl.Conc. CV %
STA Al1lB1 0.036 0.032 0.034 0.1 0.1 0.1 0.0 8
STB CiD1 0.354 0.345 0.349 6.3 6.1 6.2 6.3 2
STC ELF1 0.621 0.602 0.611 12.9 12.4 12.7 12.5 2
STD G1lH1 0.984 1.005 0.994 25 25 25 25 1
STE A2/B2 1.503 1.500 1.502 50 50 50 50 0
STF C2/D?2 2.057 2.035 2.046 102 99 100 100 1

Note: O-kalibrator neni vhodny pro pocitacové vyhodnoceni.

OMEZENi TESTU

Test nesmi byt provadén s vysoce hemolyzovanymi, mikrobialné kontaminovanymi
nebo lipemickymi vzorky. Metoda je urena pouze pro testovani vzorkl lidského
séra.
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HODNOCENi FUNKCENIi ZPUSOBILOSTI

Sensitivita

Detekéni limit je koncentrace 0,5 U/ml.

Vytéznost

Testovaci séra s vysokou koncentraci protilatek byla fedéna fedicim roztokem a
testovana pomoci Anti.inzulin soupravy.

Vzorek Redéni Nalezena Océekavana |O/E
[U/mi] [U/mi]

1 1:50 77.6
1:100 41.7 38.8 107 %
1:200 21.1 19.4 109 %
1:400 10.3 9.7 106 %
1:800 4.7 4.9 96 %

2 1:100 100.7
1:200 50.7 50.4 101 %
1:400 23.7 25.2 94 %
1:800 11.1 12.6 88 %
1:1600 53 6.3 84 %

Presnost

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

Intra-Assay

Vzorek |Primér |CV
C. x [U/ml] | [%]
1 11.2 2.5
2 27.6 2.9
3 59.7 4.0
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Inter-Assay

Vzorek |Primér |CV
C. x [U/ml] | [%)]
1 11.6 6.0
2 31.2 5.2
3 69.5 4.3
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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