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Imunoenzymaticka souprava ke kvantitativnimu stanoveni
specifickych protilatek tridy IgM proti B,-Glycoproteinu |
v lidském séru.

1 Princip testu

Souprava umoziuje detekci specifickych protilatek tridy IgM ve vzorku metodou
EIA., typ sandwich (tj. pevna faze s navazanym specifickym antigenem — protilatka
z vySetfovaného vzorku - znacend protilatka- substrat s TMB ). Jamky mikrotitracni
desticky (96 odlamovatelnych jamek) jsou potazeny specifickym antigenem.
V pribéhu testu jsou jednotlivé jamky inkubovany s vySetfovanymi vzorky (fedéné
vpoméru 1:51), pficemz dochdazi kvazbé specifickych protilatek pfitomnych ve
vzorku na antigeny v jamce desticky. Nenavazané protilatky vzorku jsou odstranény
promytim. Po promyti se prida Konjugat, krali¢i imunoglobulinova frakce proti
lidskému IgM konjugovana kfenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita Konjugatu
se stanovuje pomoci substratu s TMB, ktery zmodra v pripadé pozitivity. Cela reakce
je ukoncena zastavovacim roztokem. Dojde ke zméné modrého zabarveni na Zluté.
Intenzita Zlutého zabarveni se méri na fotometru (pfi vinové délce 450 nm) a je
umeérna koncentraci specifickych IgM protilatek pritomnych ve vzorku.
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2 Slozeni soupravy

Mikrotitracni desticka 1ks

12 x 8 jamek s navazanym antigenem v sacku se susidlem
Antigen: purifikovany lidsky B,-Glykoprotein |

Redici roztok vzork 1 x50 ml

Zluté zbarveny roztok uréeny k fedéni vzork( (Tris, BSA, Tween),
konzervovan MIT, roztok v pracovnim fedéni

Negativni kontrola 1x1ml

Zeleny roztok lidského séra, konzervovany MIT, v pracovnim fedéni

Kalibratory 6x1ml

Kalibratory s koncentraci protilatek 0, 25, 50, 100, 200, 400 U/ml

Barevné odstupnované roztoky lidského séra, konzervovany MIT,
v pracovnim redéni

Pozitivni kontrola 1x1ml

Modry roztok lidského séra, konzervovany MIT, v pracovnim fedéni

Konjugat 1x20 ml

Cervené zbarveny roztok obsahujici krali¢i imunoglobulin znaéeny
kfenovou peroxidazou namireny proti lidskym IgM konzervovan MIT,
roztok v pracovnim redéni

Substrat 1x20 ml

Bezbarvy roztok (TMB/H,0,), konzervovan MIT, v pracovnim fedéni

Zastavovaci roztok 1x20 ml

2,5% roztok kyseliny sirové, v pracovnim redéni

Promyvaci roztok 1 x50 ml

20x koncentrovany roztok, bezbarvy, sobsahem Tris, Tween,
konzervovany MIT

Ramecek mikrotitracni desticky 1 ks
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3 Dalsi potrebné vybaveni k provedeni testu
Jedno a vicekanalové pipety

Spicky pro jednorazové poufiti

Promyvaci zafizeni

Fotometr pro mikrotitra¢ni desticky (vinové délka 450 nm a referencéni vinova délka
650 nm)

Laboratorni sklo, zkumavky pro redéni
Absorpcni nebo filtraéni papir
Destilovana voda

4 Skladovani a exspirace

Soupravu skladujte pri teploté +2 °C az +8 °C. Po otevreni skladujte roztoky pfi +2 °C
az +8 °C, preferujte originalni obal soupravy. Nafedény Promyvaci roztok je stabilni
pfi teploté +2 °C az +8 °C po dobu 4 mésicl. Pfi dodrzeni skladovacich podminek
plati exspirace uvedend na obalech komponent.

5 Bezpecnost prace

Souprava je urCena pouze pro diagnostické ucely in vitro. Souprava by méla byt
zpracovana pouze kvalifikovanym personalem.

Pfi praci se vzorky sér je nutné dodrzovat vSechny mistni predpisy tykajici se
bezpecnosti prace. Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte
se kontaktu s klzi.

Se vzorky sér je tfeba zachazet jako s potencialné infekénim materialem a likvidovat
je v souladu s platnou legislativou. Komponenty soupravy a dals$i pomUcky pouzité
k provedeni testu je nutné povazovat vzhledem ke kontaktu s biologickym
materidlem za potencidlné infekéni. Proto je likvidujte spole¢né s biologickym
odpadem.

D-tek s.a. ani jeho autorizovani distributofi nenesou zodpovédnost za pripadné
Skody, vzniklé v dlisledku zmény nebo nedodrzenim pracovniho postupu. Souprava
musi byt zpracovdna v souladu se vSemi obecnymi a individudlnimi podminkami
vyplyvajicimi ze spravné laboratorni praxe.
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6 Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek k vySetfeni mlze byt pouzito lidské sérum. Preferujte erstvé odebrané
vzorky séra. Sérum musi byt odebrano do Cistych, sterilnich zkumavek.

Vzorky bakterialné kontaminované, hemolytické nebo chylézni mohou ovlivnit
vysledek testu. Vzorky sér mohou byt interferujicich casti zbaveny centrifugaci za
pomalych otdacek.

Vysetfované vzorky séra je mozno uchovavat pfi +2 °C az +8 °C maximalné tfi dny.
Pfi delSim skladovani vzorky zmrazte na -20°C. Vyvarujete se opakovanému
zamrazovani/rozmrazovani vzork(. Po rozmrazeni vzorky dakladné promichejte.
Naredéné vzorky je nutno vysetrit co nejdrive.

7 Pracovni postup

7.1  Redéni vzorkd sér

Redici roztok vzorkd pfed pouZitim $etrné promichejte.

Ddkladné promichané vzorky fedte 1:51 Redicim roztokem vzork(:
napf.: 10 pl vzorku + 500 pl Rediciho roztoku vzorkd.

Dobre promichejte.

7.2  Priprava pracovnich roztoku
Promyvaci roztok redte 1:20 (1 dil roztoku a 19 dil( destilované vody).

e Pfi manudlnim promyti pripravte 10 ml promyvaciho roztoku v pracovnim redéni
pro 8 jamek desticky nebo 120 ml pro stanoveni 96 jamek. Napf. 0,5 ml
koncentrovaného Promyvaciho roztoku + 9,5 ml destilované vody.

e Pro automatické promyti na promyvacim zafizeni pocitejte sobjemem
promyvaciho roztoku potifebného pro promyti pozadované poctu testl a taktéz
s mrtvym objemem promyvaciho roztoku, ktery zistdva v pfristroji.

Kontroly (pozitivni, negativni a CUT-OFF) jsou v pracovnim fedéni, dale nefedit!
Konjugat je v pracovnim fedéni, dale neredit!

Substrat je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim redéni, dale
neredit!

7.3 Mikrotitracni desticka

NepouZijete-li celou desticku, zbylé testy vratte zpét do obalu se susidlem,
hermeticky uzavrete a skladujte pfi +2 °C az +8 °C. DUsledné chrante pred vihkosti!
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7.4 Prubéh testu

Vsechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a dikladné
promichejte.

1. Davkujte kontroly a fedéné vzorky

e Pipetujte 100 ul Negativni kontroly do jamky.

e Pipetujte 100 ul Kalibrator( do 6 jamek.

e Pipetujte 100 pl Pozitivni kontroly do 1 jamky.

e Pipetujte 100 ul vzorkd v odpovidajicim Fedéni (viz 7.1 Redéni vzorkd) do
zbyvajicich jamek.

2. Desticku  prikryjte  vickem a inkubujte 30 minut pfi laboratorni
teploté(+18 °C az + 24 °C).

3. Odsajte obsah jamek a 3 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem (200 ul
na jedno promyti).
Davkujte do vSech 100 pl Konjugatu.

5. Desticku pfrikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté
(+18 °C az + 24 °C).

6. Odsajte obsah jamek a 3 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem (200 pl
na jedno promyti). Davkujte do vSech jamek 100 pl Substratu.

7. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté
(+18 °C az + 24 °C).

8. Zastavte reakci prfidanim 100 ul Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi a
intervalech jako byl davkovan substrat.

9. Zmérte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztoku
v jamkach ,a to do 30 minut po zastaveni reakce.

Poznamka

Doporucujeme pouzit Blank (v duplexu) pfi kazdém béhu test(l. Blank je pouze redici
roztok vzork( pipetovany do jamky.

Poznamka

Pfi manudlnim promyvani prosim dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
papiru. Pipetujte vidy 200 ul na jedno promyti a ponechte 20 sekund vjamce
desticky. Tento postup opakujte 3 krat.

07/2010 7/12 verze A



B2-Glycoprotein |

8 Hodnoceni vysledki

8.1 Vypocet Indexu pozitivity (IP)

Délte absorbanci testovaného vzorku pridmérnou absorbanci CUT-OFF namérenou

v tézZe sérii vySetreni:

P = Absorbance vzorku

Pramérna absorbance CUT-OFF

Interpretace vysledkl vySetieni uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledki vysetieni

Index pozitivity (IP) Hodnoceni

mensi nez 1 negativni

vétSinez 1 pozitivni

Vysetfeni hrani¢nich vzorkd je zapotfebi opakovat z nového odbéru s ohledem na

specifika daného onemocnéni.

8.2 Kvantitativni hodnoceni

Sestrojte kalibracni kfivku tak, Ze na osu X vynesete koncentrace kalibratort v U/ml
a na osu Y odpovidajici absorbance. Propojenim jednotlivych bod( vytvorte
kalibrac¢ni krivku. Hladinu protilatek ve vzorcich (U/ml) stanovte odectenim téchto
hodnot z kalibraéni krivky. Interpretace vysledkl kvantitativniho vyhodnoceni testu
uvadi tabulka (Tabulka 2). Normalni hladina IgM protildtek je mensi nebo rovno

25 U/ml.
Tabulka 2 Kvantitativni interpretace v jednotkach (U/ml)

Hladina protilatek (U/ml)  Hodnoceni

mensi nez 25 negativni

vetsi nez 25 pozitivni

Vysetieni hrani¢nich vzork( je vhodné opakovat z nového odbéru, ktery bude
proveden s urcCitym cdasovym odstupem a s ohledem na specifika daného

onemocneéni.

Sérologicky ndlez je mozino interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich

laboratornich testu a s klinickym obrazem pacienta.
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8.3 Validita testu

Test je platny, jestlize jsou dodrZeny nasledujici podminky (Tabulka 3 ). Jestlize
validac¢ni kritéria nejsou dosaZzena, test opakujte. Pokud problém pretrvava,
kontaktujte prosim vyrobce nebo distributora.

Tabulka 3 Validacni kritéria

Absorbance U/ml
Blank méné nez 0,100 -
Negativni kontrola - méné nez 20
Kalibrator 25 U/ml  méné nez 50 % absorbance Kalibratoru
400 U/ml
Pozitivni kontrola vice nez 0,800 200 az 400

9 Charakteristiky soupravy

9.1 Linearita

Vybrana séra byla testovana timto testem v linearnim fedéni. Nicméné, diky
heterogenni povaze lidskych autoprotilatek v testovanych sérech nelze pravidlo
linearity uplatnit v kazdém pripadé. Detailni data tohoto testu jsou k dispozici na
vyzadani.

9.2 Reprodukovatelnost

Referenéni kontrolni vzorky (pozitivni, hrani¢ni a negativni) byly testovany ve
statisticky vyznamnych replikacich, ato bud v jedné, nebo v nékolika analyzach.
Ziskand data byla pouzZita pro Intra- alnter-assay stanoveni. Dosazené vysledky

potvrdily, hodnoty byly ve stanoveném rozsahu a standardni odchylky byly mensi
nez 10 % u intra-assay a méné nez 20 % u inter-assay.

9.3 Citlivost a specifita
Citlivost byla stanovena na hladinu 99 %.
Specifita byla stanovena na hladinu 99 %

Referencni vzorky (referencni laboratofi a/nebo jinou metodou potvrzené pozitivni
nebo negativni vzorky) byly analyzovany presné podle pracovniho postupu. Detailni
data tohoto testu jsou k dispozici na vyzadani.

9.4 Ocekavané hodnoty

Ocekavana hodnota pro normadlniho pacienta je negativni vysledek. Pocet
pozitivnich vysledk(l a stupen pozitivity je zavisly na parametrech, jako je typ
testované populace, 1éCby, atd. Kazda laborator by si proto méla stanovit své vlastni
oCekdvané hodnoty na zdkladé typicky testovanych vzorkd.
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10 Omezeni testu

1. Soupravu nechte vzdy vytemperovat na laboratorni teplotu.

2. Nenahrazujte roztoky ani jamky desticky s odliSnymi Cisly Sarze, mohly by tak byt
ovlivnény vysledky testu.

3. PouZivejte pinzety nebo laboratorni rukavice.

PFi manipulaci se Substratem dbejte opatrnosti, chrante pred slunecni zafenim,
aby nedoslo k jeho zmodrani.

5. DodrZujte predepsany pracovni postup.

Klinicka diagndza by neméla byt stanovena pouze na zakladé jediné diagnostické
metody in vitro.

7. Podkladem pro stanoveni spravné diagndzy by meélo byt kompletni klinické
vysetfeni vletné vysledkd dalich laboratornich test(i. Zddna diagnosticka
metoda pouZita samostatné nemlzZe vyloudit moZnost vyskytu falesné
pozitivnich nebo negativnich vysledkd.

8. D-tek s.a. ani jeho autorizovani distributofi nenesou zodpovédnost za pfipadné
Skody, vzniklé v dlsledku zmény nebo nedodrienim pracovniho postupu.
Souprava by méla byt zpracovana pouze kvalifikovanym personalem.

9. V kazdém pripadé je odpovédnost D-tek omezena pouze na vyménu soupravy.

07/2010 10/12 verze A



B2-Glycoprotein |

11 Reseni nastalych probléma

V tabulce (Tabulka 4) uvddime prehled nejcastéjSich chyb, které mohou nastat
v provedeni testu.

Vvewvys

Tabulka 4 Prehled nejcastéjsich problému v provedeni testu

Problém Mozna pricina

pouziti koncentrovaného promyvaciho roztoku misto
promyvaciho roztoku v pracovnim fedéni
o vzorek nebyl spravné naredén
Negativni vysledek testu

(nizka absorbance vzorku) neaktivni Konjugat (kontaminovany), pouzijte prosim

novy

Nevhodny typ filtru v readru (pouzijte 450 nm nebo
450/650 nm)

nedostatecné promyti jamek

nedodrzeni inkubacni doby testu
Prilis pozitivni vysledek
(vysoka absorbance
vzorku)

prilis vysoka laboratorni teplota
vzorek nebyl spravné naredén
kontaminovany vzorek

kontaminovany Substrat

12 Literatura

Aktudlni literatura je k dispozici na pozadani. Zadosti prosim zasilejte na adresu
info@d-tek.be
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13 Vysvétleni symbolu

8°C
Skladovaci teplota
2°C

‘
vt

T Udrzovat v suchu

M
e —
A

Chranit pred slune¢nim zarenim

Pouzit do data

sy

LOT Cislo 3arze

“ Vyrobce

‘ i I Ctéte navod k poufiti

RE F Katalogové cislo

W Pocet testu

IVD Diagnosticky zdravotnicky prostredek in vitro

D-tek s.a.

rue René Descartes 19
BE-7000 Mons BELGIUM
Tel. +32 65 84 18 88
Fax. +32 65 84 26 63
Email: info@d-tek.be
www.d-tek.be

Souprava je distribuovana spolecnosti
TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

KFizikova 68

612 00 Brno, CZ

Tel: +420 541 248 311
Email: info@testlinecd.cz
www.testlinecd.com
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