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ZYMUTEST tPA Antigen
Ref RKO11A

ELISA test pro stanoveni tPA antigenu

IVD

POUZITi:

ZYMUTEST tPA souprava je dvoukrokovy immuno-test pro stanoveni lidského tkanového
Aktivatoru Plazminogenu (tPA) v plazmé. Souprava mlze byt pouzita k méfeni tPA:Ag

v

biologickych tekutinach pouze pokud byl dosazen pfisluSny standard.

Souprava umozriuje stejnomérné stanoveni tPA, at uz je volny a aktivovany, nebo v komplexu
s jeho inhibitory.

INFO:

Tkarovy aktivator Plasminogenu (tPA) je 68 KDa protein, syntetizovany a sekretovany
endotelidinimi burikami. Zahajuje fibrinolyzu aktivovanim plasminogenu na plasmin na povrchu

srazeného fibrinu. Je slozeny z 563 aminokyselin.
Vkrvi je tPA rychle deaktivovano jeho hlavnim inhibitorem, PAI-1, ktery se vétSinou nachazi

v

prebytku. Cirkulujici tPA je pak pfitomen hlavné jako inaktivni, stabilni komplex PAI-1.

Odstranéni tPA ma dvé faze. Prvni faze ma polo¢as oklem 5 minut a druha faze kolem 45
minut. tPA komplex se véze na receptory v jatrech.

Koncentrace tPA v normaini lidské plazmé je kolem <10ng/ml, zvySuje se s vékem, fyzickou
aktivitou a stressem.

PRINCIP:

V prvnim kroku je fedéna plazma nebo biologicky material napipetovan do jamky mikrodesticky,
ve které je navazana vysoce Cisténa monoklonalni protilatka specificka pro lidsky tPA. Pokud je
tento protein pfitomen, navaze se na pevnou fazi. Nasleduje promyvaci krok. Poté je pfidan do
jamky immunokonjugét, coZ je monoklonalni protilatka s navazanou kienovou peroxidazou
(HRP), ktery se vaze na jiny volny epitop jiz navazaného tPA. Nasleduje opét promyvaci krok a
pfidani peroxidazového substratu (TMB), ktery v pfitomnosti peroxidu vodiku (H202)a
peroxidazy vytvafi zbarveni. Intenzita zbarveni je pfimo Umérna koncentraci lidského tPA-Ag

v testovaném vzorku?.

REAGENCIE:

1. COAT: Micro ELISA plate: obsahuje 12 prouzki po 8 jamkach, potazenych mysi
monoklonalni protilatkou specifickou pro lidsky tPA, stabilizovanou, balenou v hlinikovém
pouzdru hermeticky uzavieném spolecné s desikantem. Obsahuje BSA.

2. F-SD: Fibrinolysis sample diluent: 2 lahvicky s obsahem 50 ml Fibrinolysis diluentu
vzorku pfipraveného k pouziti. Obsahuje BSA.

3. STD: tPA Standard 0, 1, 2, 3: 4 lahvicky po 1 ml, lyofilizované, obsahujici tPA standard
0, 1, 2, 3 vruznych koncentracich pro kalibraci (standard je kalibrovan proti NIBSC
mezindrodnimu standardu).

Kazda lahvicka, se rozpusti s 1 ml destilované vody. Pfesna koncentrace tPA v takto
pfipraveném kalibratoru je uvedena na pfiloZzeném letaku.

4.  Cl: Plasma Control | High (UTA): 1 lahvicka s obsahem 1 ml, lyfilizovano. Po rozpusténi
s 1 ml destilované vody je kontrolni plasma pfipravena k pouziti (lidska plazma, vysoka
kontrola). Obsahuje BSA.

5. ClI: Plasma Control Il Low (UTA): lahvicka s obsahem 1 ml, lyfilizovano. Po rozpusténi
s 1 ml destilované vody je kontrolni plazma pfipravena k pouziti (lidsk& plazma, nizka
kontrola). Obsahuje BSA.

6. IC: Immunoconjugate  (Anti-(h)-tPA-HRP  immunoconjugate): 3 lahvicky
immunokongujatu, lyofilizovano. Monoklondlni protilatka s HRP. Po rozputéni s 7,5ml
diluentu pro immunokonjugat (CD) je reagencie pfipravena k pouZiti. Obsahuje BSA.

7. CD: Conjugate Diluent: 1 lahvicka po 25 ml diluentu, pfipravena k pouziti. Obsahuje
BSA.

8. WS: Wash solution: 1 lahvitka po 50 ml promyvaciho roztoku, 20krat koncentrovaného.

9. TMB: 3,3 5,5 - Tetramethylbenzidine: 1 lahvicka po 25 ml diluentu, pfipravena

k pouziti. Obsahuje peroxid vodiku.

10. SA: 0,45M Kyselina sirova (Stop solution): 1 lahvicka po 6 ml, pfipraveno k pouZiti.
Koncentrace kontrol a kalibratortia pfijatelné meze pro kontrolni plazmy jsou uvedeny na
prilozeném letaku.

Reagencie SD, CD a WS obsahuji 0,05% Kathon CG a reagencie SA obsahuje kyselinu
sirovou, viz VAROVANI A UPOZORNENI.

VAROVANi A UPOZORNENi:

Jedna se o produkt biologického plivodu, proto s nim musi byt zachazeno s opatrnosti jako
s potencialné infekénim.

V pfipadé kontaminace se TMB substrat zméni barvou na Zlutou. V tomto pfipadé musi byt
znehodnocen a musi se pouzit nova lahvicka.

Odpadni material zlikvidujte dle lokalnich smémic o zachazeni s odpadem.

Uzivejte komponenty pouze z kitu stejné $arze. Nezamériujte komponenty z kitd o riznych
$arzich v jednou testu.

S reagencie zachazejte opatrné, aby nedoSlo ke kontaminaci béhem pouZivani. Pokud je
mozné, snizte odpar reagencie zmendenim plochy kontaktu reagencie se vzduchem.
Odparovani snizuje stabilitu reagencie v analyzatoru.

Pro zajiSténi dostatecné stability uzavirejte lahvicky jejich viastnimi zatkami.

Studie stability trvajici 3 tydny pfi 30°C prokazaly, Ze reagencie mlze byt pfepravovana za
pokojové teploty po kratky ¢as bez jejiho poSkozeni.
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Lidska plazma pouzita k pripravé kalibratoru a kontrol | a Il byla testovana registrovanou
metodou a shledana negativni na piitomnost antigenu Hepatitidy B a protilatek HIV a HCV.
Bovinni sérovy albumin (BSA) byl pfipraven z bovinni plazmy, ktera byla testovana na
nepfitomnost infekEnich agens a byla odebrana od zvifat bez BSE.

I v nizkych koncentracich (0,45M) je kyselina sirova ziravina. Proto zachazejte s kyselinou
sirovou opatrné, jako s podobnymi chemikaliemi. Vyvarujte se kontaktu s o¢ima a kiizi.
Pouze pro pouziti In Vitro.

CD, SD, WS: H317: M(ize vyvolat kozni alergické reakce.
PRIPRAVA REAGENCIi, SKLADOVANi A STABILITA:

Alespoil 30 minut pfed pouZitim zahfejte reagencie na pokojovou teplotu. Skladujte nepouzité
reagencie pfi 2 — 8°C. Lahvicky jsou uzavirany pod vakuem. Abyste pfedesli ztraté lyofilizatu,
otevirejte lahvicky opatrné.

Pokud jsou reagencie spravné pouzity a skladovany podle protokolu a bezpeénostnich
doporuéeni, souprava mUze byt pouzita béhem 1 mésice postupné, podle potfeby.

1. COAT (ELISA mikrotitracni desticka): Oteviete hlinikové pouzdro a vyjméte
pozadovany pocet 8-mi jamkovych prouzki pro analyzu. Pokud jsou mimo pouzdro, musi
byt testovaci prouzky pouzity do 30 minut.

Nepouzité prouzky mohou byt skladovany v 2-8°C 4 tydny v jejich originalnim hlinikovém
pouzdru, za pfitomnosti desikantu, hermeticky uzavfené, chranéné pred vihkosti a
ulozené v pfilozeném skladovacim pouzdru (minigrip).

2. F-SD (Fibrinolysis diluent vzorku): Pfipraven k pouziti. Reagencie obsahuje 0,05%
Kathon CG. Po otevieni mize byt pouzivan po 4 tydny, pokud je skladovan pfi 2-8°C a
pokud je zabranéno bakteriani kontaminaci b&hem pouziti.

3. STD (tPA standard 0, 1, 2, 3): Rozpustte kazdou lahvicku 1 ml destilované vody. Tento
roztok predstavuje kalibratni rozmezi s danou hladinou tPA. Po rozpusténi, pokud je
predejito odpafovani nebo kontaminaci a reagencie je uchovavana v originalni lahvicce je
stabilni 8 hodin pfi pokojové teploté.

Pro opakované pouziti soupravy pfipravte 3 aliquoty kazdého standardu po jeho
rozpusténi. Tyto alikvoty jsou po zmrazeni stabilni 2 mésice (-20°C a méné).

4.  Cl (Kontrola I, lidska plazma, vysoka kontrola, UTA): Rozpustte s 1 ml destilované
vody.

Stabilita reagencie v originalnim baleni po rozpusténi, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani:

« 8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C)

e 24 hodin pfi 2-8°C

e 2 meésice pfi -20°C a méné.

5. Cll (Kontrola Il, lidska plazma, nizka kontrola, UTA): Rozpustte s 1 ml destilované
vody.

Stabilita reagencie v originalnim baleni po rozpusténi, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani:

o 8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C)

e 24 hodin pfi 2-8°C

o 2 mésice pfi -20°C a méné.

6. IC (Imunokonjugat anti-(h)-tPA-HRP): Kazda lahvicka musi byt rozpusténa se 7,5 ml
diluentu konjugatu (CD) alespoil 15 minut pfed pouZzitim. Nechte ¢astecky kompletné
rozpustit. Pfed pouZitim opatrné lahvicku promichejte, aby se obsah homogenizoval.
Stabilita reagencie v originalnim baleni po rozpusténi, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani:

o 24 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C)
o 4tydny pii 2-8°C

7. CD (Diluent konjugatu): Pripraven k pouZiti. Reagencie obsahuje 0,05% Kathon CG.

Stabilita reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani:
o 4tydny pfi 2-8°C

8. WS (Promyvaci roztok): Podle potfeby inkubuijte lahvicku ve vodni lazni v 37°C dokud se
zcela nerozpusti pevné Eastecky. Promichejte lahvicku a nafedte pozadovany objem
v poméru 1:20 v destilované vodé (obsah lahvicky 50 ml dovoluje ziskat 1 litr promyvaciho
roztoku).

Stabilita reagencie v originaini lahvicce, pokud je pfedejito kontaminaci a odpafovani:
o Nerozpusténa - 4 tydny pfi 2-8°C
o Rozpusténa - 7 dni pii 2-8°C

Obsahuje 0,05% Kathon CG.

9. TMB: Pfipraven k pouZiti. Stabilita reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno
kontaminaci a odpafovani:

o 4tydny pfi 2-8°C

10. SA (Zastavovaci roztok): Zastavovaci roztok obsahuje 0,45M kyseliny syrové, viz
VAROVANI A UPOZORNENI. Pfipraven k pouZiti.

Stabilita reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani:
o 4tydny pfi 2-8°C
SKLADOVACI PODMINKY:

NepouZité reagencie skladujte pi 2 — 8 °C v originalnim baleni. V doporuéenych skladovacich
podminkéch je souprava pouZitelny do data spotfeby, uvedeného na obalu.
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REAGENCIE A VYBAVENi POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:
Destilovana voda.

Material:

8-kanalova pipeta nebo rozpliiovaci pipeta 50 — 300 pl.
pipety o riznych objemech od 0-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl
Promyvacka mikrotitracnich desticek a tfepacka.

ELISA Reader s vinovou délkou 450 nm.

ODBER VZORKU:

Béhem pfipravy a skladovani vzorkl dodrzujte lokalni pfedpisy (pro USA viz CLSI doc GP44-
Ad),
Vzorek:
Lidska plazma odebrana z citratového antikoagulantu nebo EDTA lidska plazma. Skladovaci
podminky jsou stejné jako s citratovanou plazmou. Odbér
Krev (9 objem0) musi byt odebrana do citratu sodného (1 objem, 0,109M) pfimou venepunkci.
Prvni odebran zkumavka by méla byt znehodnocena.
Centrifugace
Do 2 hodin po odbéru pouzijte metodu ve vasi laboratofi validovanou pro ziskani plazmy chudé
na desticky, napf. 15 minut pfi 2 500 g a v pokojové teploté 18-25°C.
Plazma musi byt sto¢ena do plastové zkumavky.
Skladovani plazmy:

. 24 hodiny pii pokojové teploté (18-25°C).

. 6 mésice pii -20°C
Vzorek plazmy rozmrazuite rychle pii 37°C, promichejte a testujte béhem 72 hodin. Zamichejte
po rozmraZeni a pred testovanim.

PROVEDEN:

Provedeni testu:

1. Vzorky plazmy a kontroly | a Il jsou testovany nefedéné v jamkach mikrodesticky (po
rozpusténi).

Pro predpokladanou koncentraci tPA > 20ng/ml mohou byt vzorky i kontrolni plazmy fedény
1:2, 1:5, 1:10 nebo vice, podle prfedpokladané koncentrace tPA. Testované vzorky musi byt
pak fedény F-SD (Fibrinolysis diluent vzorku).

2. 4 hladiny tPA Standard 0, 1, 2, 3 musi byt rozpustény s 1ml destilované vody, pak pouzité
nefedéné pfimo do jamek paskd. Kalibraéni rozmezi je od 0 do kolem 20ng/ml koncentrace
tPA.

Homogenizujte obsah jemnym michanim.

Standardni fedéni jsou stabilni alespor 6 hodin za pokojové teploty.

3. Odeberte pozadovany pocet prouzki z hlinikového pouzdra a dejte je do pfislusného
ramecku. Do jamek ELISA desticky pridavejte reagencie podle postupu nize:

Reagent Objem Testovaci krok

Fibrinolysis diluent vzorku 100 pl Pipetujte F-SD do jamek mikrodesticky

tPA standard nebo testované
vzorky nebo kontroly nebo,
nebo Fibrinolysis diluent vzorku
pro blank

Pipetovani standard rozktoku, kontrol
100 pl nebo testovaného vozrku do jamek
mikrotitracni desticky (a)

Inkubuite 1 hodinu v pokojové teploté (18-25°C) (b)

Promyvaci roztok Provedte 5 promyti za pouziti

(20x Fedény destilovanou vodou) 300wl promyvacky (c)
o o oot Ao P
M pero ! 200 pl immunokonjugatu do jamek desticky
naredéna 7,5 ml diluentu (b)

konjugatu

Inkubuite 1 hodinu pfi pokojové teploté (18-25°C) (b)

Promyvaci roztok Provedte 5 promyti za pouZiti

(20x Fedény destilovanou vodou) 300wl promyvacky (c)
Ihned po promyti pipetujte substrat do
jamek. (c)
TMB/H20: Substrat 200 pl

Pozn.: pipetovani substratu, Fadek za
fadkem musi byt v pfesnych ¢asovych
intervalech (b,d)

Inkubujte pfesné 5 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (b)

Pipetujte ve stejnych ¢asovych
intervalech jako substrat, pfidanim
0,45 M kyseliny sirové zastavite rozvoj
barvy. (d)

0,45 M Kyselina sirova 50 pl

Pockejte 10 minut, aby se zbarveni stabilizovalo a méfte absorbanci pii 450 nm (A450)
(e). Odectéte hodnotu blanku.

Poznamky:

a)  Pipetuje kalibratory, kontroly a vzorky tak rychle, jak je to mozné (do 10 minut), aby byla ziskana
homogenni immunologicka kinetika pro vazbu tPA.

b)  Béhem inkubace a vyvoje zbarveni nenechavejte ELISA desticku v pfimém slunecnim svétle. Pouzijte
tfepacku ELISA desticek.

c)  Nikdy nenechavejte desticku prazdnou mezi pidanim reagencii nebo po promyti. Nasledujici reagent
musi byt pfidan do 3 minut, aby se zabranilo vyschnuti desticky — poskodilo by navazané komponenty.
Pokud je nezbytné, udrzujte desticku naplnénou promyvacim roztokem a vyprazdnéte az pred
pipetovanim dalsi reagencie. Promyvacka musi byt nastavena tak, aby promyvala desticku jemné. Je
nutné se vyhnout pfili§ energickému vyprazdiiovani jamek, aby se nesnizila reaktivita desticky.

d)  Pro pfidani TMB substratu — ¢asové intervaly mezi pipetovanim do fadki musi byt pfesné uréeny a
stejné intervaly musi pak byt pfi pipetovani zastavovaciho roztoku.

e)  Pro bichromaticky odecet mlize byt uzita referencni vinova délka 690 nm nebo 620 nm.

RYCHLY POSTUP (jednokrokova metoda):

o Test muze byt proveden i jako jednokrokova metoda. V tom pfipadé musi byt kalibracni
kfivka od 0 do 10 ng/ml. Standardy se rozpusti v 1 ml destilované vody a potom se nafedi
2x (1:2) v Fibrinolysis diluentu vzorku (rozpusténi kalibrator(i je stejné jako u dvoukrokové
metody, ale jsou poté nafedény dvakrat).

o Immunokonjugét (IC) musi byt rozpustén se 2 ml diluentu konjugatu (CD).

o Testovana plazma musi byt testovana v fedéni 1:2 nebo vys$§im v F-diluentu vzorku (SD).

Do jamky mikrodesticky se pipetuje immunokonjugat (IC) (50 pl) a nasledné 200 pl
kalibraéniho roztoku nebo fedéné plazmy.
Nasleduje 1 hodina inkubace za pokojové teploty a promyvaci krok. Pfida se 200 ul TMB do
kazdé jamky, nechd se vyvijet zbarveni po dobu 5 minut a pak se reakce zastavi pfidanim
50 pl 0,45M kyseliny sirové (SA). Vykreslete kalibracni kfivku a odectéte vysledky (ale od 0
do 10 ng/ml). Stanoveni koncentrace tPA:Ag musi byt nasobena skute¢nym Fedénim
vzorku.

VYSLEDEK:

o Vysledky jsou vyjadreny v ODaso, ziskany ze vzorku a kontrol pouzitim kalibracni kfivky.

o Stanovte kalibracni kiivku s OD 405 nm podél osy Y a koncentrace tPA Ag, vyjadfena
v ng/ml podél osy X. (Méd interpolace ,best fit", viz letak $arze).

o Ze ziskané kiivky odecténte koncentraci tPA:Ag testovaného vzorku a kontrol C | a II. Pokud
jste fedili vzorek, vynasobte vysledky pouzitym faktorem fedéni.

o Alternativné Ize pro odecet koncentraci vyuzit ELISA software (napf.: Dynex, Biolyse, ...)

LIMITY TESTU:

e Pro ziskani optimalniho vykonu testu, ktery dodrzuje specifikace, procesni instrukce
validované spoleénosti HYPHEN BioMed musi byt strikiné dodrZeny. Jakékoliv zmény
instrukci postupu musi byt validovany laboratofi.

o Jakékoliv reagencie s neobvyklym vzhledem nebo projevujici znamky kontaminace musi byt
vyfazeny.

o Jakakoliv plazma s koagulatem nebo projevujici znamky kontaminace musi byt vyfazena.

o Pritomnost revmatoidniho faktoru v plazmé vede k fale§né zvySenym tPA vysledkim.

o Nebyla zjiSténa interference heparinu do 2 IU/ml a endogenni PAI-1 do 100 ng/ml.

PATOLOGIE:

o ZvySeni koncentrace tPA je pozorovano u riznych patologickych stavli (syndrom respiracni
tisné, infarkt myokardu, sepse, poranéni, jaterni choroby) Béhem transplantace jater
koncentrace tPA dramaticky stoupd v ahepatické fazi.

e Soucasné epidemiologické studie ukazaly asociaci mezi tPA:Ag koncentraci a vzestupem
rizika kardiovaskularich chorob. ZvySeny tPA:Ag je Casto spojen s vysokou koncentraci
PAI-1 a s poklesem zéakladniho fibrinolytického potencidlu. Hodnota tPA:Ag je pak
prediktivni pro kardiovaskularni patologii a vyvoj onemocnéniS.

APLIKACE:

Stanoveni tPA:Ag ve klinickych vzorcich jako marker onemocnéni.
Stanoveni tPA:Ag v trombolyze rekombinantnimi tPA medikamenty.

CHARAKTERISTIKA:

Detekéni mez <0,5 ng/ml.
Intra-assay: 3 — 8%.
Inter-assay: 5 - 10%.
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SYMBOLY:

Pouzité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO 15223-1 standard, viz dokument
definice symbold.
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