MASTAZYME™ Cardiolipin

Enzymaticka imunoesej pro detekci autoprotilatek tfidy IgG a IgM proti kardiolipinu
v séru a plasmé

Navod k pouziti

C€

Pouze pro in vitro diagnostiku

Test Kéd Kit pro
MASTAZYME™ Cardiolipin IgG 734011 12 x 8 testd
MASTAZYME™ Cardiolipin IgM 734012 12 x 8 test

Skladujte pfi2-8°C
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1. Pouziti

ELISA souprava MASTAZYME™ Cardiolipin je uréena pro detekci a kvantifikaci specifickych protilatek
tfidy IgG a IgM proti kardiolipinu v séru a plsmé.

Tento test je ur€en pouze pro pouziti in vitro.

V8echny vysledky testu musi byt interpretovany v souvislosti s ostatnimi klinickymi ukazateli. Pro
spravnou klinickou interpretaci musi byt vzaty v vahu i vysledky dal$ich laboratornich testu.

2. Princip testu
Princip testu muze byt popsén ve Ctyfech fazich.
2.1 Inkubace séra

Specifické protilatky se vazi k antigenim, které jsou na pevné fazi, a tim vznika stabilni
imunokomplex. Po 30-ti minutové inkubaci pfi pokojové teploté jsou jamky promyty pfedem
zfedénym promyvacim pufrem, ¢imz se odstrani vSechny nereaktivni komponenty v séru.

2.2 Inkubace s konjugatem

Anti-lidsky—IgG/IgM konjugat s kienovou peroxidazou je pfidan do kazdé jamky. Konjugat se vaze
k protilatkdm (respektive k antigenu na pevné fazi) a vytvari se tak stabilni ,sandwich”. Po 30-ti
minutové inkubaci pfi pokojové teploté je prebyteény konjugat odstranén promytim kazdé jamky
promyvacim pufrem.

2.3 Reakce se substratem a jeji zastaveni

Do kazdé jamky je pfidan TMB substrat a v reakci mezi nim a enzymem peroxidazou vznikne
stabilni modry chromogen. Reakce s naslednou tvorbou zabarveni je zastavena po 15-ti
minutové inkubaci pfi pokojové teploté pfidanim 0,5 M H.SO,4 do jamek. Zména pH zpulsobi, ze
se modra barva chromogenu zméni na Zlutou.

2.4 Vyhodnoceni a interpretace

Intenzita zbarveni je vyhodnocena v readeru pfi 450 nm (doporucena referenni vinova délka pro
bichromatické méfeni: 600 — 690 nm). Intenzita zbarveni (OD) je pfimo Uumérna koncentraci
specifickych protilatek v séru pacienta.

Vysledky Ize &ist z kalibra¢ni kfivky nebo ze souboru elektronickych grafi pomoci 4 parametrové
sigmoidalni kfivky.

3. Soucasti soupravy

Souprava se skladé z reagencii pro 12 x 8 = 96 stanoveni. Mikrotitracni destiCky a roztoky musi byt
skladovany pri teploté 2 — 8 “C. Datum expirace je uvedeno na Stitku jednotlivych lahvicek.

12 stripl Mikrotitracni stripy jednotlivé stripy obsahuji 8 odlamovatelnych jamek
s navazanym purifikovanym kardiolipinem

1x Drzak (ramecek)
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4x1,5mL

Kalibratory 1 - 4

stabilizovana lidska plazma s obsahem protilatek IgG nebo
IgM proti kardiolipinu, nafedéna v pufru, pfipravena k pouziti

Koncentrace anti-kardiolipin IgG Koncentrace anti-kardiolipin IgM
protilatek protilatek
[U/mL]* [U/mL]*
Kalibrator 1 1 1
Kalibrator 2 (Cut-off) 10 8
Kalibrator 3 30 25
Kalibrator 4 120 100
Pozitivni kontrola 60 50
Negativni kontrola 5 4

* kalibrovano vidi Louisvillskému APL standardu

1x1,5mL

1x1,5mL

2 x 60 mL

1x12mL

1x12mL
1x12mL

2 x50 mL

Pozitivni kontrola

Negativni kontrola

Roztok k fedéni vzork(

Roztok konjugéatu

TMB substrat
Stop roztok

Promyvaci pufr
10x koncentrovany

stabilizovand lidska plazma s obsahem protilatek IgG nebo
IgM, pfipravena k pouziti, mize byt zafazena do kalibraéni
kfivky

stabilizovand lidska plazma s obsahem protilatek IgG nebo
IgM, pfipravena k pouziti, mize byt zafazena do kalibraéni
kfivky

roztok PBS s obsahem konzervantu, pfipraven k pouziti

roztok kfenovou peroxidazou znacené kozi anti-lidské
IgG nebo IgM protilatky, pfipraven k pouziti

3,3",5,5" Tetramethylbenzidin, pfipraven k pouziti
0,5 M kyselina sirova, pfipraven k pouziti

roztok PBS/Tween pufrd 10x koncentrovany, nafedit 1:10
pred pouzitim, koncentrat muze byt zahfat az do 37C
po dobu 15 min. k zabranéni vzniku krystald

Potiebny material, ktery neni soucasti soupravy

e 5upL-, 100 pL- a 500 pL mikro- a multikanalové pipety

e ELISA reader se 450 nm filtrem (referencni filtr 600 — 690 nm)

e Promyvac mikrotitracnich desti¢ek (v pfipadé manualniho promyvani: promyvaci lahev)

e Zkumavky na fedéni sér pacientd

e Odmeérny vélec

¢ Destilovana voda nebo voda vyssi kvality

MASTAZYME™ Cardiolipin IgG / IgM — 2013-04-24

MAST




5. Upozornéni a zvlastni opatieni

Pouze pro in-vitro diagnostiku! Zabrante poziti ¢i spolknuti! PFi praci dodrzujte laboratorni
bezpecnostni opatfeni. V laboratofi nejezte, nepijte ani nekurte.

Séra, plasmy a pufry této soupravy byly testovany vSeobecné uznavanymi metodami a jsou
negativni na HBsAg a protilatky proti HIV a HCV. Nicméné z preventivnich davodi je nutné pfi
praci pouzivat ochranné latexové rukavice.

Skvrny zplisobené séry i reagenciemi musi byt dikladné odstranény za pouZziti desinfekénich
roztok( (napf¥. 5% chlornan sodny).

Pfed provadénim testu je nutné nechat vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu
(18 —-24°C).

Pfed pouzitim je nutné reagencie dukladné, ale jemné promichat napf. krouzivymi pohyby.
Vyhnéte se tfepani, které vede k nasledné tvorbé pény.

Aby byly zajistény stejné podminky testu ve vSech jamkach mikrotitraéni desti¢ky, je nutné
pipetovat reagencie ve stejnych intervalech.

Pfed pouzitim reagencii se ujistéte, zda neni uzavér Ci lahvicka poSkozena a nedoS$lo tim
k mozné kontaminaci. Vyvarujte se vzdjemného smichani reagencii. Protoze jsou reagencie
Casto citlivé k oxidaci, je nutné nechavat lahvi¢ky s nimi oteviené pouze po kratkou dobu.

Kvali zabranéni vzniku kontaminace je nutné pouzivat jednorazové, vyménitelné Spi¢ky na pipety.
Neni mozné michat &i jinak pouzivat reagencie ze stejnych souprav o jiné Sarzi.
Reagencie nepouzivejte po datu jejich expirace.

V souladu se Spravnou Laboratorni Praxi (SLP) a ISO 9001 by mély byt veSkeré laboratorni
pomucky a pfistroje pouzivané pro provedeni testu provéreny z hlediska presnosti. Toto se tyka
predevsim pipet, promyvacich a ¢tecich zafizeni (ELISA reader).

Vyhnéte se kontaktu urcitych reagencii, a to pfedevs§im stop roztoku a substratu, s pokozkou,
ocima a sliznicemi. Hrozi zde riziko podrazdéni, poleptani a intoxikace.

6. Uchovavani a trvanlivost reagencii

V8echny reagencie skladujte pfi teploté 2 — 8°C.

Datum expirace kazdé reagencie je uvedeno na Stitku lahvicky. Reagencie nepouzivejte po datu jejich
expirace. Naredény promyvaci pufr je stabilni az 4 tydny, pokud je skladovan pfi teploté 2— 8° C. Pred
pouzitim se ujistéte, Ze je pufr vytemperovan na laboratorni teplotu.

Po otevieni by méla byt souprava spotfebovana do 3 mésicu.
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7. Odbér vzorku a manipulace

Pro stanoveni se pouziva sérum nebo plasma (EDTA, heparin). Vzorky séra ¢i plasmy se skladuji pfi
teploté 2 — 8° C po dobu max. 3 dnl. Po delSi dobu mohou byt alikvotované vzorky skladovany pfi
teploté -20° C. Po rozmrazeni vzorky znovu nezmrazujte. Lipemické, hemolytické, ikterické nebo
bakteriemi kontaminované vzorky mohou zplsobit fale$nou pozitivitu ¢i faleSnou negativitu vysledku.

Pacientska séra musi byt pfed testovanim predfedéna sérum diluentem v poméru 1:101 (napf. 5 pL
séra + 500 pL sérum diluentu).

8. Pracovni postup
8.1 Priprava reagencii

Pred pouzitim nechte vSechny soucasti soupravy a také vzorky vytemperovat na
pokojovou teplotu (18 — 24° C), reagencie dliikladné promichejte.

Promyvaci pufr: Rozpustte krystalky, které se mohou v lahvi¢ce vyskytovat, zahfatim na teplotu
37°C, a poté dukladné promicheijte.

Naredte koncentrovany promyvaci pufr v poméru 1:10 destilovanou vodou
(napf. 50 mL koncentrovaného pufru + 450 mL destilované vody). Dukladné
promichejte.

e Pro spravné provedeni testu je nutné dusledné postupovat podle pfilozenych instrukci.
VesSkeré zmény a modifikace jsou v ramci odpovédnosti uzivatele.

e VSechny reagencie a vzorky musi byt pfed pouzitim pfi pokojové teploté, ale nemély by se
této teploté vystavovat po dobu delSi, nez je nezbytné nutné.

e Kalibra¢ni kfivka by méla byt sestrojena pfi kazdém kvantitativnim testu.

e Nepouzité mikrotitracni desticky vlozte zpét do plastového obalu a uchovavejte je v suchu pfi
teploté 2 - 8°C.

8.2 Provedeni testu

Pripravte si dostatené mnozstvi jamek v mikrotitracnich destiCkach pro kalibratory, kontroly a
vzorky.

Poznamka: Je mozné vyuzit i jiné inkubaéni podminky. V pfipadé zmén v doporuc¢eném
pracovnim postupu (napf. inkubace pfi teploté 37° C misto pokojové teploty) musi uzivatel
validovat takovéto provedeni testu.

1. Pipetujte 100 pL nafedénych vzork( (1:101), kalibratord a kontrol pfipravenych k pouziti do
pFislusnych jamek.

2. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30-ti minut.

3. Odstrarite prebytecny obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 pL nafedéného promyvaciho
pufru. Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitraéni desticky
na papirovém rucniku.

4. Pipetujte 100 pL roztoku HRP konjugatu do kazdé jamky.
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5. Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30-ti minut.

6. Odstrarite prebyteény obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 puL nafedéného promyvaciho
pufru. Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitraéni desticky
na papirovém ruc¢niku.

7. Pipetujte 100 uL TMB substratu do kazdé jamky.
8. Inkubujte po dobu 15 minut ve tmé pfi pokojové teploté.
9. Pridejte 100 pL stop roztoku do kazdé jamky.

10. Po dikladném promichani a vysusSeni dna mikrojamek zméfte optickou hustotu pfi 450 nm a
vypocitejte vysledky. Blank méfte proti vzduchu. Je doporu€eno bichromatické méfeni za
vyuziti referenénich vinovych délek 600 — 690 nm. Vysledné koncentrace jednotlivych vzorki
mohou byt zji§tény pomoci elektronického programu nebo pomoci manudlniho vyneseni vici
kalibracni kfivce.

Vytvorené zbarveni je stabilni alesponn 30 minut. Méfte optické hustoty béhem této
doby.

9. Vysledky a interpretace

Kvalitativni hodnoceni

Kalibrator 2 je pouzit pro kvalitativni interpretaci analyzy v zavislosti na specifickych pozadavcich,
které zahrnuji nebo eliminuji hrani¢ni vysledky. Kvantitativni interpretace neni mozna za vyuziti pouze
samotného kalibratoru 2.

Kvantitativni hodnoceni

Pro vypocet vysledkl Ize vyuzit PC s vhodnym softwarovym programem. V tomto pfipadé jsou
vysledky vypocitdny za vyuziti algoritmu zpracovavajiciho 4 vstupni parametry, potfebné pro
sestrojeni kalibracni kfivky.

Volitelné: Kalibraéni kfivka je vytvofena zanesenim stfednich hodnot absorbanci jednotlivych
kalibratorti na osu Y a jim odpovidajici hodnoty koncentraci jsou vyneseny na osu X za vyuziti bud
log/log nebo linear/log milimetrového papiru. Hodnoty koncentraci kontrol a vzorkGh mohou byt potom
odecitany pfimo z grafu.

Doporuéené normalni hodnoty

Podle studii provedenych na souboru vzorkl sér od zdravych darcd a nemocnych osob, byla
stanovena rozmezi normalnich a zvySenych hodnot vysledkl. Je doporuceno, aby si kazda laborator
stanovila individualné sva normalni referenéni rozmezi, ktera budou zalozena na vysledcich ziskanych
ze vzork(l lokalni populace déarcu.

Anti-lgG Anti-lgM
negativni: <10 U/mL negativni: <8 U/mL
pozitivni: > 10 U/mL pozitivni: > 8 U/mL
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10.

11.

Interpretace vysledku

Vysledky mohou byt ovlivnény nékolika faktory. Klinicka diagn6za a prognéza onemocnéni nemuze
byt uréena pouze na zakladé jednoho vysledku vySetfeni. Pro spravné a definitivni uréeni diagnézy a
progndzy onemocnéni je tfeba brat v Gvahu i dalSi laboratorni ukazatele a klinické pfiznaky.

Tato ELISA souprava detekuje protilatky zaméfené proti kardiolipinovym strukturam. Pro stabilizaci
kardiolipinu na pevné fazi je pouzit B2 glykoprotein jako kofaktor. Vzorky obsahujici protilatky proti 32
glykoproteinu mohou zkfizené reagovat s kardiolipinem.

Charakteristika testu

Charakteristiky ELISA testt MASTAZYME™ Cardiolipin byly stanoveny a posouzeny v souladu
s Evropskymi IVD direktivami. Detailni validacni data mohou byt poskytnuta na zvlastni prani.
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