ZYMUTEST™ Free Protein S (Il)
RK015B

96 testu

Proteinu S.

POUZITi:

ZYMUTEST™ Free Protein S (Il) je ELISA metoda pro kvantitativni
stanoveni Volného Proteinu S (aktivovaného kofaktoru Proteinu C)
v lidské plazmé.

SOUHRN INFORMACI:

e Koncentrace Proteinu Svnormaini lidské plazmé je kolem
25 pg/ml'. Kolem 40% (10 pg/ml) je ve volné podobé a 60%
(15 pg/ml) koluje v krvi jako nekovalentni komplex C4b-BP. Pouze
volnd forma PS funguje jako antikoagulant jako kofaktor
aktivovaného Proteinu C.

e Protein Sje syntetizovan vjatrech. Je to vitamin K zavisly
glykoprotein s molekularni vahou 80 000 dalton(. Rovnovaha mezi
jeho volnou a C4b-BP vazanou formou je velmi ddlezZita, protoZe
jen volny PS je aktivni. V prvnich fazich zanétlivych onemocnéni
klesa koncentrace volného Proteinu S kvUli naristu jeho vazané
formy. Protein S je také snizend u pacientl s terapii dikumarolu
nebo L-asparaginazou a u pacientd s jaternimi onemocnénimi.

PRINCIP:

Do jamky mikrotitratni destiCky, na jejiz stény je navazana
monoklonalni protilatka specifickd pouze na Volny Protein S (Nevaze
se na PS vkomplexu s C4b-vazacim proteinem) se pfida
imunokonjugat, coz je jina specifickd monoklonalni protildtka proti
Volnému PS, znaCena kienovou peroxiddzou (HRP). Reakce se
zahaji pfidanim fedéného vzorku plazmy nebo jiné tekutiny. Pokud je
pfitomen volny protein S, vaze se na monoklonalni protilatku na
pevné fazi pfes jeden epitop a pfes jiny epitop se na néj vaze druha
protilatka znaend kfenovou peroxiddzou (HRP). Nasleduje
promyvaci krok a pfidani 3,3',5,5"- tetramethylbenzidinu (TMB)
v pfitomnosti  peroxidu vodiku (H202). V pfitomnosti  kfenové
peroxidazy dojde k vytvofeni modrého zbarveni. Po zastaveni reakce
kyselinou sirovou se modré barva zméni na Zlutou. Intenzita zbarveni,
méfend pfi 450 nm, je pfimo Umérna koncentraci lidského Volného
Proteinu S v testovaném vzorku.

REAGENCIE:

1. Micro ELISA desticka, obsahuje 12 prouzkui po 8 jamkach,
potazenych stabilizovanou my3i monoklonalni protilatkou specifickou
pro Volny Protein S, balenou v hlinikovém pouzdru hermeticky
uzavieném spoleéné s desikantem.

2, Diluent vzorku, 2 lahvitky s obsahem 50 ml,
pfipraveno k pouziti. Obsahuje BSA.

3. [CAL PROTEIN §| Plasma kalibrator: 3 lahvicky po 2 ml,
lyofilizovano. Kazda lahvicka musi byt rozpusténa s 2 ml Diluentu
vzorku. Ziskana plazma je jiz fedéna 1:50. Kalibrator mé névaznost
na NIBSC mezinérodni standard. Obsahuje BSA.

4. CI PROTEIN §| Control I (High): 1 lahvicka o 0,5 ml, lyofilizovano.

Obsahuje BSA.
5. [Cll PROTEIN §| Control Il (Low): lahvi¢ka o 0,5 ml, lyofilizovano.
Obsahuje BSA.

6. [IC| Anti-(h)-Free PS (ll)-HRP immunokonjugat: 3 lahvicky po 4
ml, lyofilizovano. Monoklonalni protilatka navazana na HRP, obsahuje
BSA.
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7. ICD ELISA) Diluent conjugatu: 1 lahvicka o 15 ml, pfipraveno k

pouziti. Obsahuje BSA.

8. Promyvaci roztok: 1 lahvicka o 50 ml, 20krat
koncentrovana. Obsahuje Proclin.

9. 3,3',5,5 - Tetramethylbenzidin: 1 lahvicka o 25 ml,
peroxidazovy substrat. Obsahuje peroxid vodiku. Pfipraven k pouZiti.
10. @ Kyselinasirovd 0,45M: 1 lahvicka o 6 ml zastovavaciho
roztoku, pfipraveno k pouziti. Obsahuje BSA a 0,45M kyselinu
sirovou.

Koncentrace kalibratoru a kontrol se mohou liSit mezi jednotlivymi
Sarzemi. Pfesné hodnoty pro danou SarZi jsou uvedeny na letaku
pfilozeném k baleni.

VAROVANI A UPOZORNENI:

e S materidlem biologického plvodu musi byt zachazeno jako
s potencionalné infekénim se vSemi nalezitymi bezpec€nostnimi
opatfenimi.

o lidska plazma pouzita k pfipravé reagencie byla testovana a
shledana negativni na HIV a HCV protilatky a Hbs antigen.

e Bovinni plazma pouzita k vyrobé BSA byla testovana a shledana
negativni na infekéni agens, hlavné pak bovinni spongiformni
encefalitidy.

e Zluté zabarveni TMB substratu indikuje kontaminaci. Substrat
znehodnotte a nanéte novou lahvicku.

e Qdpad likvidujte dle pfislusnych mistnich platnych regulaci.

o Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

e Sreagencie manipulute opatrné. Zabraiite odpafovéni a
kontaminaci.

o Abyste zaruili stabilitu reagencie, zavirejte lahvicky plvodnim
vitkem po kazdém pouZziti.

o Studie stability prokazuji, Ze reagencie mohou byt pfepravovany
pii pokojové teploté bez degradace.

o Kyselina sirovd, i pfi fedéni 0,45M, je zirava. Zachazejte s ni dle
pfislusnych  bezpecnostnich opatfeni. Pouzivejte ochranné
rukavice a bryle pfi manipulaci. Zabrafite kontaktu so&ima a
pokozkou.

o Pouze pro In Vitro diagnostické tcely.

H290: Mize zplsobit korozi kov(.
(CD ELISA//SD ELISA WS ELISA|
H317: Muze zpusobit alergickou koZni reakci.

PRIPRAVA REAGENCIi A STABILITA:

Alespori 30 minut pfed pouZitim zahfejte soupravu na pokojovou
teplotu. Skladujte nepouZité reagencie pfi 2-8°C. LahviCky otevirejte
opatrné, abyste zabranili ztraté lyofilizatu.

1. Oteviete plastové pouzdro a vyjméte poZadovany pocet
8-mi jamkovych prouzk(i pro analyzu. Pokud jsou mimo pouzdro,
musi byt testovaci prouzky pouzity do 30 minut.
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Nepouzité prouzky mohou byt skladovany v 2-8°C 4 tydny v jejich
originalnim hlinikovém pouzdru, za pfitomnosti desikantu,

hermeticky uzaviené, chranéné pred vihkosti a uloZené v pfilozeném
skladovacim pouzdru.

2, Pfipraven k pouziti.

Stabilita reagenci po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparfovani béhem pouziti, je:

e 4 tydny pii 2-8°C
3. |CAL PROTEIN §| Rozpustte kazdou lahvicku 2 ml diluentu

vzorku. Ziskate kalibracni plazmu, obsahuijici protein S v koncentraci
,C%", jiz Fedénou 50x.
Stabilita reagenci po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparfovani béhem pouziti, je:

e 24 hodin pfi 2-8°C

e 8 hodin za pokojové teploty (18 — 25°C)
4, Rozpustte s 0,5 ml destilované vody, promichejte
do uplného rozpusténi.
Stabilita reagenci po rozpusténi, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani béhem pouZiti, je:

e 24 hodin pri 2-8°C

e 8 hodin za pokojové teploty (18 — 25°C)

e 2 mésice zmrazené pfi -20°C a méné*
5. Rozpustte s 0,5 ml destilované vody, promichejte
do UpIného rozpusténi.
Stabilita reagenci po rozpusténi, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani béhem pouziti, je:

e 24 hodin pfi 2-8°C

¢ 8 hodin za pokojové teploty (18 — 25°C)

e 2 mésice zmrazené pfi -20°C a méné*
*Rozmrazujte pouze jednou co nejrychleji pfi 37°C, pfizplsobte
inkubacni dobu dle objemu reagencie. Stabilita rozmrazené reagencie
by méla byt ovéfena pii laboratornich podminkach.
6. Kazda lahvicka musi byt rozpu$téna se 4 ml diluentu
konjugatu. Nechte CasteCky kompletné rozpustit. Pfed pouzitim
opatrné lahviéku promichejte, aby se obsah homogenizoval. Stabilita
reagenci po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani
bé&hem pouZiti, je:

e 4 tydny pfi 2-8°C

e 24 hodin za pokojové teploty (18 — 25°C)
1. Pfipraven k pouziti.
Stabilita reagenci po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani béhem pouZiti, je:

e 4 tydny pfi2-8°C
8. Dle potfeby inkubujte ve vodni lazni pfi 37°C, dokud se
zcela nerozpusti pevné CasteCky. Promichejte lahvicku a nafedte
pozadovany objem vpoméru 1:20 v destilované vodé (obsah
lahvi¢ky 50 ml dovoluje ziskat 1 litr promyvaciho roztoku).
Stabilita reagenci po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani béhem pouZiti, je:

e 4 tydny pfi2-8°C
Stabilita reagenci po nafedéni, pokud je zabrdnéno kontaminaci a
odparovani béhem pouZziti, je:

e 7dnipfi2-8°C
9. Pripraven k pouiti. Stabilita reagenci po otevieni, pokud je
zabranéno kontaminaci a odpafovani béhem pouZiti, je:

e 4tydny pfi 2-8°C
10. @ Pfipraven k pouziti.
Stabilita reagenci po otevieni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani béhem pouZziti, je:

e 4 tydny pfi2-8°C
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Neoteviené reagencie jsou stabilni pfi 2-8°C v jejich origindlnim
baleni do data expirace uvedeném na obalu.

MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:

Reagencie:

o Destilovana voda.

Material:

o 8smi kanalova opakovaci pipeta schopna davkovat 50-300 pl.

e Pipety o riznych objemech od 0 do 20 pl, od 20 do 200 pl a od
200 do 1000 .

o Micro ELISA tfepacka destiCek a promyvaci pfistroj.

o Ctetka micro ELISA desticek s vinovou délkou 450 nm.

ODBER VZORKU:
Béhem pfipravy a skladovani vzork( dodrzujte lokalni pfedpisy (pro
USA viz CLSI doc GP44-A4)".
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 odebrana 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 stoéena do plastové zkumavky.
Skladovani plazmy:

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

e 1 mésic pfi-20°C

e 18 mésicl pfi-70°C
Vizorek plazmy rozmrazujte rychle pfi 37°C, promichejte a testuijte.
Zamichejte po rozmrazeni a pfed testovanim.

POSTUP:
Metoda méfeni:
1. Vizorky a kontroly nafedte v diluentu vzorku dle tabulky niZe:

Vzorky Redéni
Plazma 1:50
Kontroly 1:50

U vzorkl( s vysokym mnoZstvim Proteinu S fedte 1:100 nebo vice.
Ziskané vysledky pak nasobte pouzitym diluénim faktorem. Pro
vzorky s nizkym pfedpokladanym mnozstvim PS (<10%) je vhodné

2. Stanovte kalibracni rozmezi dle tabulky nize s kalibratorem (CAL
PROTEIN S), s koncentraci Volného Proteinu S ,C*, kde 100%
koncentrace Volného PS odpovida normaini poolované lidské
plazmé fedéné 1:50.

Koncentrace
Volného PS C C:2 C4 C:10 C:20 0
(%)

Volné PS

kalibrator Tml | 0,5ml | 0,25ml | 0,Aml | 0,05ml 0

Diluent

0 0,5ml | 0,75ml | 09ml | 0,95ml | 1 ml
vzorku

Homogenizujte.
Redéni jsou stabilni 4 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C).
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3. Vlozte prouzky do pfiloZzenych ramecku. Pridejte nasledujici do
jamek ELISA desticky a provedte méfeni dle nasledujici tabulky:

Reagencie Objem Postup

Pfidejte imunokonjugat

Konjugat anti (h)-Free 100 pl doodpovidajici jamky micro

PS (li-HRP ELISA desticky
Protein S kalibrator
nebo 100 pl lhned pfidejte do jamek
Vzorek nebo mikrodesticky (a).

Diluent vzorku (blank)

Opatrné zamicheijte a inkubuijte 1 hodinu pfi pokojové teploté

(18-25°C) (d)

Promyvaci roztok
(20 krat fedény 300 pl
v destilované vodg)

Provedte 5 promyti (b)

Ihned po promyti pfidejte
substrat (b).
Pozn: Distribuce substratu
musi byt pfesna objemem i
Casovymi intervaly. (c, d)

TMB / H202 Substrat 200 pl

Inkubujte presné 5 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (d)

Dodrzujte stejné ¢asové
intervaly jako s pfidanim
substratu. (c)

Zastavovaci roztok 50 pl

Pockejte 10 minut, aby se mohlo zbarveni stabilizovat a pak
méite absorbanci pfi 450 nm (A450).
Odectéte od hodnot blank vzorku (e).

a) Distribuujte nafedéné kalibratory, kontroly a vzorky co nejrychleji,
abyste ziskali homogenni kinetiku davkovani. P¥ili§ dlouha
prodleva (> 10 minut) mezi prvni a posledni jamkou méze mit vliv
na imunologickou kinetiku a vydavat nepfesné vysledky (falesné
nizké pro posledni jamky). Pokud pouzivate cely prouzek,
pridavejte fedény kalibrator uprostred, abyste snizili kineticky
efekt na vysledky.

b) Nikdy nenechavejte jamky vyschnout mezi kroky postupu. Dal8i
reagencie musi byt pfidana do 3 minut. Vyschnuti jamek by mohlo
poskodit znehybnéné komponenty a snizit reaktivitu desticky. Dle
potieby nechavejte promyvaci roztok vjamkéch a odstraite jej
tésné pfed pfidanim dalsi reagencie. Promyvaci pfistroj musi byt
nastaven tak, aby prouzky promyval a vyprazdrioval opatrné; jinak
mUze dojit k poSkozeni potahu jamek a snizeni jgjich reaktivity.

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

d) Zabrante vystaveni desticky pfimému sluneénimu svitu b&hem
inkubace, hlavné pak pfi zabarvovaci reakci. MlZete pouzit
tfepacku micro ELISA desticek. Zajistéte, aby inkubaéni teploty
byla 18-25°C. Vysledky jsou ovlivnény teplotou — pfili§ nizka nebo
vysoka absorbance pfi 450nm. Zohlednéte teplotu inkubace pfi
vyhodnocovani vysledkd. Absorbance pfi 450nm jsou znaéné
zvySené uvzorku v micro-ELISA tfepa&ce po celou dobu inkubaci.

e) Pro bichromatické méfeni mlzete pouzit vinovou délku 620 nebo
690 nm.

KONTROLA KVALITY:
Pouziti kontrol slouZi k validaci vysledkd a homogenity méfeni v sérii
nebo mezi sériemi pro danou 3arZi reagencii.
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ZaClerite kontroly kvality do kaZdé série méfeni, podle pravidel
laboratorni praxe. Nova kalibracni kfivka je potieba pro kazdou sérii
testu.

Kazda laboratof si musi stanovit viastni pfijatelné meze pro svij
analyticky systém a ovéfit jejich vykon.

VYSLEDKY:

o U manuélni metody stanovte kalibraéni kfivku s OD 405 nm podél
osy Y a koncentraci Volného Proteinu S (v %) podél osy X, dle
L,best-fit* interpolacniho médu — viz pfiloZeny letak u soupravy.

e ELISA software (Dynex, Biolise, atd...) mize byt pouzit pro
vypoCet koncentraci.

o Koncentrace VoIného PS v méfeném vzorku a v kontrolach | a Il
jsou pfimo odecteny z kalibracni kfivky, pokud byl dodrZen fedici
pomér 1:50. Vysledky jsou v %.

diluénim faktorem (fedéni 1:100 nasobit 2, atd...)

LIMITY:

e Pro zajisténi optimalniho pribéhu testu a pro spinéni specifikaci
by mély byt dodrzeny instrukce validované vyrobcem HYPHEN
BioMed. Jakékoliv zmény musi byt validovany uzivatelem.

e Reagencie s neobvyklym vzhledem nebo jevici znamky
kontaminace, by mély byt znehodnoceny.

o Pokud nebyl promyvaci krok proveden spravné, negativni kontroly
mohou vykazovat vysoké hodnoty. Abyste zabranili vyvoji
nespecifického zbarveni, zkontrolujte, zda byl promyvaci krok
proveden spravné.

o Nebyly zjistény Zadné interference latek na test do danych
koncentraci:

Heparin do 2 [U/ml, bilirubin do 0,6 mg/ml, hemoglobin do
10 mg/ml, intralipidy do 10 mg/ml a DOAC do 400 ng/ml.

PATOLOGICKE VARIACE:

o ZYMUTEST™ Free Protein S souprava je specifickd pro obé
formy Volného Proteinu S. PFitomné monoklonalni protilatky
nereaguji s komplexy Proteinu S-C4b-BP, ale méfi specificky
funké&ni natovni a aktivni formu Proteinu S.

o Dynamické rozmezi 5 aZ kolem 130%.

o Detekéni limit < 5%.

o Intra-assay CV: < 6% (pro vzorky normaini plazmy), < 8% (pro
abnormalni plazmu).

o Inter-assay CV: < 10%.

o Referenéni material: Mezinarodni standard pro Protein S (03/228).
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SYMBOLY:
PouZité symboly a znaky jsou uvedeny vseznamu ISO 15223-1
standard, viz dokument definice symbold.
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