C € Zymutest Anti-B2GP | IgM
# RK014A

Stanoveni autoprotilatky proti 2
glykoproteinu | (B2GPl), izotyp IgM

Pouze pro pouziti ,,In Vitro*

POUZITI:

ELISA souprava ZYMUTEST anti 32-GPI, IgM je standardizovany a optimalizovany
enzymo-immuno assay vytvofeny pro méfeni autoprotilatek proti B2-GPI typu IgM
v lidské plazmé, séru nebo jakékoliv jiné biologické tekuting, kde by tyto protilatky
mély byt stanovovany.

PRINCIP TESTU:

Redény vzorek plazmy nebo jiné biologické tekutiny se pipetuje do jamky
mikrotitracni destiCky, na jejichz sténach je navazan B.-GPI. Pokud jsou pfitomny
protilatky proti 2-GPI, vaZou se na B-GPl navazany na sténé jamky. Poté se
desticka promyje. Navazana PL proti 82-GPI jsou pak detekovany prostfednictvim
koziho anti-humanniho Igm (u specifického) s navazanou peroxidazou. Nasleduje
dalsi promyti a potom je do jamek pipetovan peroxidazovy substrat -
tetramethylbenzidin (TMB), ktery v pfitomnosti peroxidu vodiku vytvofi modré
zbarveni. Po zastaveni reakce kyselinou sirovou se barva zméni na Zlutou.
Intenzita zbarveni je pfimo Uméma mnoZstvi anti- B2-GPI autoprotilatky typu Igm ve
vzorku.

TESTOVANY VZOREK:

Liské citratova plazma, lidska Na2EDTA plazma, lidské sérum.

Jakékoliv biologicka tekutina lidského plvodu, ve které ma byt testovana pfitomnost
anti- B2-GPI IgM typu.

REAGENCIE:

1. COAT: Desticka: Mikro ELISA desticka, obsahujici 12 prouzk( po 8 jamkach,
s navazanym vysoce Cisténym lidskym B2-GPI, ktery je stabilizovany. Desticka je
uloZena v aluminiovém pouzdru a hermeticky uzaviena za pfitomnosti desikantu.

2. SD: 2 lahvicky obsahujici 50 ml diluentu vzorku pro autoimunitu, pfipraven
k pouziti. Obsahuje Azid sodny.

3. CAL: 3 lahvicky anti- B-GPI IgM kalibratoru, lyofilizovany. Po nafedéni 1 ml
diluentu vzorku pro autoimunitu je pfipraven kalibrétor (jiz fedény 1:100)
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v pfitomnosti desikantu a hermeticky uzaviené, chranéné pfed vihkosti a uzavfené
v pfilozeném skladovacim sacku.

2. Diluent vzorku pro autoimunitu: Je pfipraven k pouziti. Po otevieni je mozné
jej pouzivat po 4 tydny, pokud je skladovan pfi teploté 2-8°C a ochranén pred
bakterialni kontaminaci béhem pouzivani. Tento reagent obsahuje Azid sodny.

Upozornéni: Diluent vzorku pro autoimunitu obsahuje Azid sodny, ktery mize
reagovat s olovénym a médénym potrubim za vzniku vysoce explozivnich azid(
kovi. Splachnéte velkym objemem vody, pokud vylévate do odpadu.

3. Kalibrator: rozpustte kazdou lahvicku 1 ml diluentu vzorku pro autoimunitu.
Ziskate tak 1 ml kalibratoru pfipraveného k pouZiti. Kalibrator odpovida plazmé
obsahujici Igm autoprotilatku proti B.-GPl, jiz nafedéné 1:100. Po nafedéni je
kalibrator stabilni 5 dni pfi teploté 2-8°C, pokud bylo zabranéno jeho kontaminaci
bé&hem pouzivani.

4. Negativni kontrola: rozpustte kazdou lahvicku 1 ml diluentu vzorku pro
autoimunitu. Ziskate tak 1 ml negativni kontroly pfipravené k pouZiti. Odpovida
normalni lidské plazmé, jiz nafedéné 1:100. Po rozpusténi je negativni kontrola
stabilni 2 tydny pfi teploté 2-8°C, pokud bylo zabranéno kontaminaci béhem
pouzivani.

Upozornéni: B.-GP| pouzity pro navazani na desticku je extrahovan z lidské
plazmy. Negativni kontrola je také pfipravena z lidské plazmy. Kazda lidska plazma,
pouZita v kitu, byla testovéna registrovanou metodou a shled&na negativni pro anti
HIV protilatky, HBsAg a anti HCV protilatky. Nicméné, Zadny test nemlze zarucit
naprostou nepfitomnost infekénich agens. S kazdym produktem lidského ptivodu
musi byt zachazeno jako s potencialné infekénim.

Pozn.: Tento kalibrator ma definovanou anti- B2-GPl koncentraci, vyjadfenou
v arbitrarnich jednotkach (AU) a tato koncentrace je uvedena na pfilozeném
certifikatu.

4. C-: 3 lahvicky negativni kontroly, lyofilizované (fedénad normalni lidska plazma).
Po nafedéni 1 ml diluentu vzorku pro autoimunitu se ziska negativni kontrola jiz
pfipravena k poutziti (jiz fedéna 1:100)

5. IC: 3 lahvicky immunokonjugatu (anti-IgM (u)-HRP immunokonjugat), s obsahem
¢isténé kozi protilatky specifické proti |kidskému IgM-p s navazanou HRP,
lyofilizovany.

6. CD: 1 lahvicka s obsahem 25 ml diluentu konjugatu, pfipraven k pouZiti.

7.WS: 1 lahvicka s obsahem 50 ml 20x koncentrovaného promyvaciho roztoku.

8. TMB: 1 lahvicka sobsahem 25 ml peroxidazového substratu: 3,3°5,5'-
tetramethylbenzidine (TMB) s obsahem peroxidu vodiku, pfipraven k pouZiti.

9. SA: 1 lahvicka s obsahem 6 ml kyseliny sirové (zastavovaci roztok), pfipraven
k pouziti.

Pozn.: Pouzivejte komponenty pouze zjedné Sarze soupravy. Nemichejte pfi
testovani komponenty z vice Sarzi soupravy.

5. Anti-IlgM (u)-HRP immunokonjugat: kazda lahvicka musi byt nafedéna 7,5 ml
dliuentu konjugatu. Lyofilizat musi byt pfed pouZitim kompletné rozpustén.
Lahvicku pfed pouzitim promichejte. Rozpustény konjugat je stabilni 24 hodin za
pokojové teploty nebo 4 tydny pfi 2-8°C

6. Diluent konjugatu: Je pfipraven k pouZiti. Po otevfeni by mél byt pouzit do 4
tydnd, pokud je skladovan pfi 2-8°C a je zabranéno bakteridlni kontaminaci
béhem pouzivani. Tento reagent obsahuje 0,05% Kathon CG.

7. Promyvaci roztok: Inkubujte lahvicku 15 — 30 minut ve vodni lazni pfi 37°C,
dokud se kompletné nerozpusti pevné Castice, pokud jsou pfitomné. Lahvicku
promichejte a nafedte na poZadovany objem v poméru 1:20 s destilovanou vodou
(50 ml obsahu lahvicky postaci k pfipravé 1 litru roztoku). Promyvaci roztok po
otevieni musi byt skladovan pfi 2-8°C ve své originalni lahvi€ce a pouzit do 4
tydnd po otevreni. Jiz nafedény promyvaci roztok musi byt pouzit do 7 dnt za
podminky, Ze je zabranéno jakékoliv kontaminaci. Tento reagent obsahuje 0,05%
Kathon CG.

8. TMB substrat: je pfipraven k pouZiti. Po otevfeni by mél byt pouzit do 4 tydni,
pokud je skladovan pfi 2-8°C a je zabranéno bakterialni kontaminaci pfi pouZiti.

9. Zastavovaci roztok: pfipraven k pouziti.

REAGENCIE A METERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:

o 8-kanalova nebo davkovaci pipeta umozriujici pipetovani v rozmezi 50 - 300pl.

o 1-kandlova pipeta s nastavitelnym objemem od 0 do 20pl, 20 aZz 200ul a 200
az 1000pl.

o Promyvacka mikrotitracnich desticek a tfepacka.

e  ELISA reader s vinovou délkou 450 nm.

e Destilovana voda.

PRIPRAVA REAGENCIi, SKLADOVANI A STABILITA:

Ve svém originalnim obalu, pfed pouZitim, pokud byly skladovany pfi teploté 2-8°C,
jsou neotevfené reagencie stabilni do data expirace, uvedeného na krabicce.

1. Mikrotitracni desticka: oteviete pouzdro a vyjméte poZzadovany pocet stripli. Po

vyjmuti z pouzdra musi byt stripy pouzity do 30 minut. Zbylé stripy mohou byt
skladovany v uzavieném originalnim pouzdru pfi teploté 2-8°C po dobu 4 tydni,

Upozornéni: Kyselina sirova, pfesto Ze je fedéna na 0,45M, je Zirava. Zachazejte
s ni, stejné jako s jinymi chemikaliemi, s velkou opatrnosti. V\varujte se kontaktu
s pokoZkou a s o¢ima. Noste ochranny odév a rukavice pfi praci s chemikalii.
Pozn.: Pfeneste kit do pokojové teploty nejméné 30 minut pfed pouzitim. NepouZité
reagencie skladujte pfi 2-8°C. Stabilitni studie pfi 30°C ukazaly, Ze souprava muze
byt pfepravovéna pfi pokojové teploté bez poSkozeni.

PROVEDEN;:
Odbér vzorku:

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109M citratu sodného (1 dil). Plazmu ziskame
centrifugaci 20 min. pfi 2500 g. Plazma by méla byt testovana do 24 hodin, nebo
skladovana zmrazend pii teploté -20°C a niz8i maximalné 6 mésicl. Pred
testovanim plazmu rozmrazte pfi 37°C po dobu 15 minut. Rozmrazeny vzorek by
mél byt testovan do 12 hodin po rozmrazeni. EDTA lidska plasma mize byt téz
pouZita. Autoprotilatku B2-GPI mUzeme téz testovat v séru.

Testované vzorky, kontroly:
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Plazma nebo sérum jsou testovany vfedéni 1:100 v Diluentu vzorku pro
autoimunitu. Pokud je ogekavana vysoka hladina autoprotilatky anti-B.-GPI, mél by
byt vzorek testovan v fedéni 1:200 nebo 1:400. Vysledek pak musi byt ndsoben 2x
nebo 4x.

Kalibrator a negativni kontrola jsou pfipraveny k pouziti - jiz fedéné 1:100.
Provedeni testu:

Kalibracni krivka:

Test by mél byt kalibrovan pomoci kalibratoru, ktery je soucasti soupravy a jehoz
koncentrace v arbitramich jednotkach (AU) je uvedena v pfilozeném certifikatu.
Pfipravte kalibracni roztoky seriovym fedénim kalibratoru v Diluentu vzorku pro
autoimunitu od 1:1 do 1:32. Tak se ziské koncentraéni rozmezi od C:1 do C:32.

Z aluminiového pouzdra vyjméte potfebny pocet stripd. Stripy viozte do ramecku.
Do jamek mikrodesticky potom pipetuijte reagencie dle nasledujici tabulky:

Reagent Objem Procedura

Anti- B2-GPI IgM kalibrator Pipetujete: kalibrator nebo
nebo negativni kontrola nebo negativni kontrolu nebo
vzorky rfedéné 1:100 nebo fedéné vzorky nebo
diluent vzorku (blank) diluent vzorku do jamek

200 pl

Inkubace 30 minut za pokojové teploty (18-25°C) (a) (b)

Promyvaci roztok 300 ul Provedte 5 promyti za pouziti
(20x fedény v destilované vodé) H promyvacky (b)

Konjugat anti-igM (u) - HRP
immunokonjugat, rozpustény se | 200 pl
7,5 ml diluentu konjugatu

Ihned po promyti pipetujte anti-lgM
(M)-HRP immunokonjugat do jamek

Inkubace 30 minut za pokojové teploty 18-25°C (a)

Promyvaci roztok Provedte 5 promyti za pouziti

(20x fedény v destilované vodg) | SO0 MI promjvadky (b)
Ihned po promyti pipetujte substrat
do jamek.
TMB/H20: substrat 200 pl Pozn.: pipetovani substratu, fadek

po fadku, musi byt v pfesnych
Casovych intervalech (c)

Rozvoj zbarveni po dobu 5 minut za pokojové teploty (18-25°C) (a)

Pipetujte 0,45M kys. sirovou ve
stejnych intervalech jako byl
pipetovan substrat. Zastavi se vyvoj
zbarveni (c)

0,45M kyselina sirova 50 ul

Pockejte 10 minut aby se zbarveni stabilizovalo, poté méfte pii 450 nm (A450) (d).
Odectéte hodnotu blank.

Poznamka:

a) Vyvarujte se ponechani desticky na slunecnim svétle b&hem inkubace
a béhem rozvoje zbarveni. Mize byt pouZita tfepacka mikroELISA
desticek.

b) Nikdy nenechejte desticku prazdnou mezi pipetovanim reagencii nebo
po promyti. Nasledujici reagencie musi byt pfidana do 3 minut, aby se
pfedeslo vyschnuti desticky — mohlo by poSkodit vazané komponenty.
Pokud je nezbytné, ponechte desticku naplnénou promyvacim
roztokem a vyprazdnéte ji tésné pred pfidanim dalSi reagencie.
Promyvacka musi byt nastavena tak, aby promyvala desticku jemné.
PFili§ drastické odsavani by mohlo sniZit reaktivitu desticky.

C) Pro pipetovani TMB substratu — ¢asovy interval pfi pipetovani kazdého
radku musi byt pfesné dodrzovan. Ten samy interval musi byt i pfi
pipetovani zastavovaciho roztoku.

d) Pro bichromaticky odecet mize byt jako druha vinova délka pouzita 690
nm nebo 620 nm.
KONTROLA KVALITY:

Kalibrator a kontrola v soupravé umoZiuiji ovéfit spravné provedeni testu.
Ocekavané absorbance pfi vinové délce 450 nm pro nefedény kalibrator a negativni
kontrolu mohou kolisat od $arze k Sarzi, ale vzdy jsou:

P = Asso pro kalibrator 1:1 : 21,5 N = Asso pro negativni kontrolu: < 0,25

Navic musi byt koncentrace negativni kontroly v akceptabilnim rozmezi uvedeném
na certifikatu pfilozenému k soupravé. Pokud je negativni kontrola mimo rozmezi,
zkontrolujte peclivé provedeni testu a ev. Opakuite.

VYSLEDEK:

—  Vysledky jsou odecteny jako hodnoty absorbance pfi 450 nm (Asso) pro vzorky,
kalibrator a kontrolu. Hodnoty jsou pak odedteny z kalibraéni kfivky.

—  Kalibragni kfivku ziskame vynesenim koncentrace anti - 32-GPI vyjadfené v AU
na jednu osu a odpovidajici A450 na osu druhou (viz pfiklad). Koncentrace
anti-B2-GPI vzorkd testovanych v fedéni 1:100 jsou pfimo odecteny z kfivky.

— Pokud bylo pouzito vy3Si fedéni (napf. D), musi byt naméfena koncentrace
vynasobena dopliikovym dilu¢nim faktorem (napf. x2 pfi fedéni 1:200 nebo
x4 pfi fedéni 1:400)

Alternativné mdze byt pouzit ELISA software (napf. Dynex, Biolise ...) pro odecet

koncentraci.

INTERPRETACE VYSLEDKU:

Pro kalibraci je pouZit jeden standardizovany kalibrator a kalibraéni fada je ziskana
jeho seriovym fedénim. To zajiStuje vy3Si spolehlivost testu a vy3Si
reprodukovatelnost a pfesnost cutt-off mezi Sarzemi.

Negativni rozmezi: Pro hodnotu kalibratoru vyjadienou v AU je definovano jako
homi limit pro normalni rozmezi, coZz odpovida prdmémé hodnoté ziskané pro
normalni populaci plus 2 standardni odchylky (2SD). To odpovida 10 AU.
Tedy

Negativni rozmezi <10 AU/ml

Seda zona: Seda zona je definovana protoze nékteré patologické vzorky (zanéty,
infekéni choroby, autoimunita, gamapatie, stafi jedinci...) mohou mit vy33i
background v autoimunnich testech nez zdravi jedinci. To mize imitovat nebo
maskovat nizkou reaktivitu. Pokud je pacient v Sedé zoné, mél by byt testovan
pozdgji dalsi vzorek, aby bylo mozné sledovat pfipadnou dynamiku.

Seda zoéna 10 AU/ml az < 20 AU/ml
Pozitivni rozmezi: Pozitivni vysledek je pfi nasledujicich koncentracich:

Pozitivni rozmezi 220 AU/ml
Pozitivni rozmezi pak mlze byt dale klasifikovano jako:
220 AU/ml az < 50 AU/ml

250 AU/ml az < 100 AU/ml
2100 AU/ml

Slabé pozitivni

Stredné pozitivni

Silné pozitivni
LIMITY:

Pokud neni spravné proveden promyvaci krok, mize mit negativni kontrola vy3si
absorbance. Abychom se toho vyvarovali, je potfeba zkontrolovat spravné
nastaveni promyvacky a ovéfit, ze promyti je dostatecné.

Stejné tak jako u jinych autoimunitnich testd, klinické situace jako zanéty, infekéni
choroby, autoimunni onemocnéni, imunitni komplexy, vysoké koncentrace IgM ve
vzorku mohou indukovat vysoky background, diky kterému je pak vysledek v Sedé
z6né nebo slabé pozitivni. V tom pfipadé je potfeba provést kontrolni stanoveni
novym vzorkem v ¢asovém odstupu.

PATOLOGICKE VARIACE:

—  Autoprotilatky proti B2-GPI se obvykle u zdravé populace nevyskytuji.

— Jejich pfitomnost at ve stfedni nebo vysoké koncentraci mize byt spojena
recidivujicim potraty, s antifosfolipidovym syndromem (APS) s trombotickymi
chorobami.

Patologicky vliv autoprotilatek proti B2-GPI je stale diskutovan. Mohou pfispivat ke

spusténi hyperkoagulace. Patogenita riznych izotyp( jeSté neni piné prozkoumana.

Zéavaznost klinické manifestace spojena s pfitomnosti protilatek proti B2-GPI stoupa

v pfitomnosti izotypu IgM, pfi vysokych koncentracich protilatky a dobé expozice.

Izotyp IgG je nejvice patogenni.

APLIKACE:

Test protilatek proti B2-GPI IgM typu je vhodny pfi nasledujicich klinickych situacich:

—  Rekurentni nevysvétlené potraty.

—  Nevysvétlitelny lupus antikoagulant, s nebo bez trombézy.

—  Antifosfolipidovy syndrom.

Jiné klinické stavy, pfi kterych byva indikovano testovani protilatek proti B2-GPI

byvaji vétSinou spojeny s izotypem IgG.

SPECIFITA A CHARAKTERISTIKA:

Zymutest anti - B2-GPI specificky méfi lidské autoprotilatky proti B2-GPI typu IgM,
reagujici s imobilizovanym B2-GP!I. IgG nebo IgA typy nejsou zachyceny.

Tento test byl vyvinut s pfirozenym nestépenym a neposkozenym vysoce Cisténym
lidskym PB2-GPI, ktery ma& uchovanou strukturu. Tato metoda dava vysokou
reprodukovatelnost, senzitivitu a specificitu.
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