ZYMUTEST™ Protein C
c € RK027A

96 testu

ELISA méreni lidského Proteinu C.

POUZITi:

ZYMUTEST™ Protein C souprava je sendvi¢ova ELISA metoda pro
in vitro kvantitativni méfeni lidského antigenu Proteinu C (PC) v lidské
plazmé.

PRINCIP STANOVENI:

Technicky:

Protein C je vitamin K zavisly glykoprotein, ktery inhibuje koagulaci.
Jeho normaini koncentrace v lidské plazmé je kolem 4pg/ml.
Aktivovany Protein C (APC), ktery je aktivovadn trombomodulin-
trombin komplexem, $tépi v pfitomnosti kofaktor(l Proteinu S, vapniku
a PPL Faktory Va a Vllla a potladuje jejich prekoagulaéni
kofaktorovou aktivitu'2.

Klinicky:

Méreni Proteinu C v plazmé mlze pomoci diagnoze dédi¢ného nebo
ziskaného deficitu Proteinu C3458,

Ziskany deficit je pozorovan u poruch jater, béhem VKA terapie nebo
u Diseminované Intravaskularni koagulace (DIC).

Vrozené deficity mohou byt kvantitativni (Typ 1) nebo kvalitativni
(Typ1l). Oba dva typy jsou spojené s opakovanymi vendznimi
trombdzami.

Vrozeny nebo ziskany deficit Proteinu C je rizikovy faktor pro Zilni
tromb6zus.

PRINCIP:

ZYMUTEST™ Protein C je ELISA metoda zalozend na antigen-
protilatka reakci: PC antigen ve vzorku reaguje s anti-PC polyklonalni
stabilizovanou protilatkou.

Do jamky mikrotitraéni destiky, na jejiz stény je navazéna
monoklonalni protildtka specifickd pro lidsky Protein C, se pfida
fedény vzorek. Pokud je ve vzorku PC pfitomen, navaze se na
pfitomné protilatky. Nasleduje promyvaci krok, po kterém se pfida
imunokonjugat, coz je kréli¢i polyklonélni protilatka specifickd proti
lidskému PC znadena kienovou peroxidazou (HRP). Ta se navéze na
volné epitopy znehybnéného PC a nasleduje daldi promyvani. Do
jamek se pfida 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (TMB) a peroxid vodiku
(H202) a vytvofi se modré zbarveni. Reakce se zastavi kyselinou
sirovou a barva se zméni na Zlutou, méfenou pfi 450nm. MnoZstvi
ziskané barvy je pfimo umérné koncentraci Proteinu C v testovaném
vzorku.

REAGENCIE:

1. ELISA desticka: obsahuje 12 prouzk po 8 jamkach,
potazenych stabilizovanou kraliCi polyklonalni protilatkou specifickou
pro lidsky PC, balenou v hlinikovém pouzdru hermeticky uzavieném
spoleéné s desikantem. Obsahuje malé mnoZstvi Azidu Sodného
(0,9 g/l).

2. Diluent vzorku: 2 lahvicky po 50 ml, pfipraveno
k pouziti. Obsahuje BSA.

3. Protein C kalibrator: 3 lahvicky po 2 ml, lyofilizovano.
Kazdou lahvicku rozpustte v 2 ml , abyste ziskali standard
obsahujici ,,C%" lidského PC (Jiz fredéného 1:50). Koncentrace ,C*
je mezi 110 a 150%, podle Sarze. Standard je v navaznosti na NIBSC
mezinérodni standard. Obsahuje BSA.

4.|Cl Protein C Vysoka kontrola: 1 lahvicka po 0,5 ml, lyofilizovéno.
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5. Cll| Protein C Nizka kontrola: 1 lahvika po 0,5 ml, lyofilizovano.
6. Anti-(h)-PC-HRP immunokonjugat: 3 lahvicky po 7,5 ml,
polyklonalni protilatky specifické pro lidsky Protein C s navazanou
HRP (kfenovou peroxidazou), lyofilizovano. Obsahuje BSA.
. Diluent Konjugatu: 1 lahvicka o 25 ml, pfipraveno k
pouziti. Obsahuje BSA.

8.: Wash solution: 1 lahvicka o 50 ml 20X 20krat
koncentrovaného.

9. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine: 1 lahvicka 25 ml substratu,
pfipraveno k pouZziti. Obsahuje hydrogen peroxidazu.

10. 0,45M Kyselina sirova: 1 lahvicka o 6 ml, pfipraveno k
pouziti.

Koncentrace kalibratorG a kontrol se mohou liSit mezi Sarzemi
reagencie. Pfesné hodnoty jsou uvedeny na letdku pfilozeném
k baleni dané Sarze.

VAROVANI A UPOZORNENi:

o Neékteré reagencie v soupravé obsahuji material lidského plvodu.
Plazma pouzitd kvyrobé takového materidlu byla testovéna
registrovanymi metodami a shledadna negativni na pfitomnost
protilatek HIV 1, HIV 2 a HCV a antigenu Hepatitidy B. Pfesto
zadna metoda testovani nemlze kompletné vyloucit pfitomnost
infekénich agens. Proto musi byt tyto reagencie povazovany za
potencionalné infekéni se vSemi odpovidajicimi bezpecnostnimi
opatfenimi.

o QOdpad likvidujte dle pfisluSnych mistnich platnych regulaci.

o Pouzivejte pouze reagencie stejné Sarze.

o Studie stability prokazuji, ze reagencie mohou byt pfepravovany
pfi pokojové teploté bez degradace.

o Reagencie jsou pouze pro in vitro diagnostické pouZiti v laboratofi.

PRIPRAVA REAGENCI:

Stabilizujte pasky a reagencie alespori 30 minut pfi pokojové teploté
pfed pouzitim. Opatrné sundejte z lahviek zatku, abyste zabranili
ztrété lyofilizatu.

Oteviete hlinikové pouzdro a vyjméte potfebné mnoZzstvi
paskU. Pasky pouzijte béhem 30 minut.

Nésledujici obsahy lahviek rozpustte s:

0,5 ml destilované vody. Dobfe promichejte do Uplného

rozpusténi.

2 ml abyste ziskali roztok s ,C“ % PC (jiz
fedéného 1:50). Dobfe promichejte do UpIného rozpusténi.

7,5 ml alespoii 15 minut pfed pouzitim. Dobfe
promichejte do Uplného rozpusténi.

ISD ELISA|[TMB| |Stop||CD ELISA|
Reagencie pfipraveny k pouZiti.

S ELISA| lahvicku promichejte a nafedte 1:20 s destilovanou

vodou (50ml roztoku staci na pfipravy 1 litru promyvaciho roztoku po
nafedéni).

Dle potfeby inkubujte ve vodni lazni pfi 37°C dokud se nerozpusti
pevné latky.

SKLADOVANI A STABILITA:
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Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi 2 — 8°C v originalnim
baleni. Potom jsou stabilni aZ do data expirace uvedeném na obalu.

Nepouzité prouzky mohou byt skladovany pfi 2-8°C 4 tydny
v originalnim hlinikovém baleni (hermeticky uzavfen v pfitomnosti
desikant(), a v pfiloZzeném plastovém sacku (minigrip), chranéni pred
vlhkosti.

Stabilita reagencie po rozpusténi, pokud je zamezeno kontaminaci
nebo odpafovani a pokud je reagencie skladovana uzaviena, je:
[cAL

= T72hodinpfi2-8°C

= 24 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)
= T72hodinpfi2-8°C

= 24 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)
= 2 mésice pii-20°C a méné*
= A4tydnypii2-8°C
= 24 hodin pfi pokojové teploté (18 — 25°C)
*Rozmrazuijte pouze jednou co nejrychleiji pfi 37°C a ihned pouZijte.

Stabilita reagencie po otevieni, pokud je zamezeno kontaminaci nebo
odparovani a pokud je reagencie skladovana uzavren, je:
iSD ELISA/[CD ELISA|TMB
= A4tydnypii2-8°C
= 4tydnypfi2-8°C
= 7 dnipfi 2 - 8°C pro fedénou reagencii.

= 8tydnhGpfi2-8°C
MATERIAL POTREBNY, ALE V KITU NEOBSAZENY:
Reagencie:
¢ Destilovana voda.
Material:
o 8smi kanalova opakovaci pipeta schopna davkovat 50-300 pl.
e Pipety o rliznych objemech od 0 do 20 pl, od 20 do 200 l a od
200 do 1000 pl.
o Micro ELISA tfepacku desti¢ek a promyvaci pfistro].
o Ctetka micro ELISA destidek s vinovou délkou 450 nm.

VZOREK:

Krev (9 dild) musi byt odebrana do 0,109 M tri-sodného citratového
antikoagulancia (1 dil; 0,109M, 3,2%), pfimou venepunkci. Prvni
odebrana zkumavka by méla byt znehodnocena.

Vzorky by mély byt pfipraveny a skladovany dle relevantnich fadu.
Pro skladovani plazmy se odkazte na reference.

PRUBEH TESTU:
Metoda méreni:
1. Vzorky a kontroly nafedte v [SD ELISA dle tabulky nize:

2. Stanovte kalibraéni rozmezi dle tabulky nize s kalibratorem 0
koncentraci ,C* v %.

Koncentrace . ) ) )
PC (%) Cc C:2 C4 | C:10 | C:20 0

Objem CAL| | 1ml | 05ml | 0,25ml | 0,1ml | 0,05ml | 0

Objem
spELsal | O | 0oml | 075ml | 09mi | 0,95ml | 1mi

Homogenizujte.

Redéni jsou stabilni 8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

3. Vlozte prouzky do pfiloZzenych ramecku. Pridejte nasledujici do
jamek ELISA destiCky a provedte méfeni dle nasledujici tabulky:

Reagencie Objem Postup
CAL nebo
Cl nebo Pfidejte reagencie nebo
Cll nebo o
Fedéné vzorky 200 pl vzorel§ do odpowdajlq jamky
micro ELISA desticky
nebo
SD ELISA (blank)
Inkubujte po 1 hodinu pii pokojové teploté (18-25°C) (a)
WS ELISA 300 pl Provedte 5 promyti (b)
IC 200 pl Pridejte IC do jamek desticky

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

WS ELISA 300 pl Provedte 5 promyti (b)

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

TMB 200 pl

Inkubuijte 5 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (a)

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

Stop 50 pl

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

Vzorky Redéni
a 1:50
Vzorky 1:50

Pro predpokladanou PC koncentraci nad ,C* v %, nafedte vzorky
1:100 (D=100) nebo vice.
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Distribujte nafedéné kalibratory, kontroly a vzorky co nejrychleji,
abyste ziskali homogenni kinetiku davkovani. Pfili§ dlouha
prodleva (> 10 minut) mezi prvni a posledni jamkou mize mit vliv
na imunologickou kinetiku a vydavat nepfesné vysledky (faleSné
nizké pro posledni jamky).

a) Zabrafite vystaveni desticky pfimému slune¢nimu svitu bé&hem
inkubace, hlavné pak pfi zabarvovaci reakci. MlZete pouZit
tfepacCku micro ELISA destiCek.

b) Nikdy nenechavejte jamky vyschnout mezi kroky postupu. Dal$i
reagencie musi byt pfidana do 3 minut. Vyschnuti jamek by mohlo
poskodit znehybnéné komponenty a snizit reaktivitu desticky. Dle
potieby nechavejte promyvaci roztok vjamkach a odstranite jej
tésné pred pfidanim dalSi reagencie. Promyvaci pfistroj musi byt
nastaven tak, aby prouzky promyval a vyprazdiioval opatrné; jinak
muze dojit k poSkozeni potahu jamek a snizeni jejich reaktivity.

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

d) Pro bichromatické méfeni mlzete pouzit vinovou délku 620 nebo
690 nm.
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Jednokrokova metoda

PC méfeni mize byt provedeno metodou s jednim krokem. V tomto
pfipadé je kalibracni kfivka 0 do C%.

V8echny reagencie se fedi jako v pfedchozi metodé kromé , ktery
musi byt fedén v .

Méfena plazma je analyzovana pii 1:50 fedéni vnebo
vy$Sim fedéni, dle potfeby. Kontroly a vzorky musi byt fedény 1:50,
jako v pfedchozi metodé.

No jamek ELISA prouzku pfidejte 50 pl , pak 200y kalibratoru nebo
plazmy. Nasleduje inkubace po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté, po
niz se prouzky promyji a pfida s (200 pljamka) a reakce se
zastavi za 5 minut pfidanim 50 ul [Stop|. Zbarveni se méfi pi 450 nm.
Operacni upozornéni, promyvani a interpretace vysledku je stejna
jako u pfedchozi, doporuéené, metody.

KONTROLA KVALITY:

Pouziti kontrol slouzi k validaci vysledk a homogenity méfeni v sérii
nebo mezi sériemi pro danou arZi reagencii.

ZaCleite kontroly kvality do kazdé série méfeni, podle pravidel
laboratorni praxe. Nova kalibraéni kfivka musi byt stanovena pro
kazdou sérii test.

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

VYSLEDKY:

e Ziskany OD450 se muze lisit podle teploty béhem priibéhu testu.

o Stanovte kalibraéni kfivku s OD 450 nm podél osy Y a koncentraci
PC v % podél osy X s interpolacni metodou ,best fit* (viz pfilozeny
letak k souprave).

o Vlysledky vzorkl a kontrol jsou vyjadfeny v OD450, viz kalibraéni
kfivka.

¢ Koncentrace PC (%) je pfimo odectena z kalibracni kfivky, pokud
je pouzito standardni fedéni 1:50.

o Pokud je pouzito jiné Fedéni, ziskané hodnoty musi byt nasobeny
pouzitym fedicim faktorem.

e Pro kalkulaci koncentrace PC se muze pouzit specificky software
(napf.: Dynex, Biolise, atd.).

¢ Pro|Cl a Cll|jsou koncentrace pfimo odecteny z kalibraéni kfivky.

o Vysledky musi byt vylozeny dle pacientova klinického a
biologického stavu.

LIMITY:

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

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

e Vzorky podezfelého vzhledu nebo vzorky vykazujici znamky
aktivace musi byt znehodnoceny.

e Pokud neni promyvaci krok postupu fadné proveden, negativni
kontrola mlZe vykazovat vy$Si hodnoty absorbance. Abyste
zajistili  nespecifickou tvorbu zbarveni, zkontrolujte, jestli je
promyvaci krok spravné provaden.

OCEKAVANE HODNOTY:

Dle definice 100% koncentrace PC odpovidd koncentraci normaini
lidské poolové citratové plazmé, ktera je ziskana od zdravych muzl a
Zen mezi 18 a 55 lety bez medikace nebo chorob. Koncentrace PC u
dospélych je mezi 70 a 140%.

Koncentrace PC je niz8i u novorozencl nebo u jaternich poruch.
Potom neni zavisla na pohlavi ani véku.
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CHARAKTERISTIKA:

o Méfeni je kalibrovdno v souladu s mezindrodnim standardem
NIBSC pro PC.

o Neni pfitomna zadna interference k Revmantoidnimu faktoru.

Nebyly pozorovany Z&dné interference Prozonu na koncentraci PC

do 100 pg/ml na doporuéeném protokolu.

Dynamické rozmezi: 0 az 130%.

Detekeni limit <5%.

Intra-assay CV: 3-8%.

Inter-assay CV: 5-10%.

Interference: Nebyly zjistény Zadné interference do nasledujicich

koncentraci:

Heparin Bilirubin Hemoglobin

2 Ul/ml 0,05 mg/ml 5 mg/ml
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znaky jsou uvedeny vseznamu ISO 15223-1
standard, viz dokument definice symbol.

ISD ELISA| (CD ELISA| WS ELISA| H317: Mize zpisobit alergickou
kozni reakci.
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