ZYMUTEST ACA-APA
IgG - I1zotop
Ref RK029A (96 testu)

Stanoveni autoprotilatky proti kardiolipinu a
fosfolipidim ELISA metodou
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POUZITi:

ELISA souprava ZYMUTEST ACA-APA, IgG je standardizovany a optimalizovany
enzymo-immuno test vytvofeny pro méfeni autoprotilatek proti kardiolipinu a
fosfolipidim typu IgG v lidské plazmé, séru nebo jakékoliv jiné biologické tekuting,
kde by tyto protilatky mély byt stanovovany.

INFO:

ZYMUTEST ACA-APA IgG souprava specificky méfi lidské autoprotilatky proti
kardiolipindm a fosfolipiddm typu IgG, které reaguji se znehybnénym a
saturovanym kardiolipinem. IgA a IgM izotopy nejsou méfeny. Tyto izotopy mohou
byt méfeny pomoci soupravy ZYMUTEST ACA-APA IgM nebo ZYMUTEST ACA-
APA IgA.

Tento test je optimalizovan a navrzen s vysoce reaktivnim kardiolipinem, ktery ma
dobfe ovladatelnou prezentaci, stabilitu a saturaci. Tato spolehliva metoda
poskytuje vysokou reprodukovatelnost, citlivost a specificitu a nabizi optimalizované
rozliSovani mezi normalnim a patologickym vzorkem s pfitomnosti protilatek proti
kardiolipinim a fosfolipidtim.

PRINCIP TESTU:

Redény vzorek plazmy nebo jiné biologické tekutiny se pipetuje do jamky
mikrotitracni desticky, na jejichz sténach je navazan kardiolipin. Pokud jsou
pfitomny protilatky proti kardiolipinu a fosfolipiddm, vaZou se na kardiolipin
navazany na sténé jamky. Poté se destiCka promyje. Navdzané PL jsou pak
detekovany prostfednictvim koziho anti-humanniho IgG (Fcy 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-
kardiolipi/fosfolipid autoprotilatky typu IgG ve vzorku.

REAGENCIE:

COAT: Mikro ELISA desticka, obsahujici 12 prouzk(i po 8 jamkach,
s navazanym anionickym fosfolipidem, ktery je stabilizovany a
saturovany. Desticka je uloZzena v aluminiovém pouzdru a hermeticky
uzavfena za pfitomnosti desikantu.

SD: 2 lahvicky obsahujici 50 ml diluentu vzorku pro autoimunitu,
pfipraven k pouZiti.

CAL: 3 lahvicky anti-kardiolipin IgG kalibratoru, lyofilizovany. Po nafedéni
1 ml diluentu vzorku pro autoimunitu je pfipraven kalibrator (jiz
fedény 1:100).

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

IC: 3 lahvicky immunokonjugatu (anti-IgG (Fcy)-HRP immunokonjugat),
s obsahem ¢isténé kozi protilatky specifické proti lidskému IgG-Fey
s navazanou HRP, lyofilizovany.

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

WS: 1 lahvicka sobsahem 50 ml 20x koncentrovaného promyvaciho
roztoku.

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

SA: 1 lahvicka sobsahem 6 ml 0,45M kyseliny sirové (zastavovaci

roztok), pfipraven k pouziti.
Pfesné koncentrace (vyjadiené v GPL jednotkach, KAPS standard) kontrol jsou
uvedeny na letaku pfilozeném s balenim. Koncentrace se mohou li8it mezi Sarzemi.
Pro testovani se odkazte na hodnoty uvedené na letaku.

VAROVANi A UPOZORNEN;:

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

o Odpadni material zlikvidujte dle lokalnich smémic o zachazeni s odpadem.

o Uzivejte komponenty pouze z kitu stejné Sarze. Nezamériujte komponenty z kitdi
o rlznych Sarzich v jednom testu.

o S reagencie zachazejte opatrné, aby nedoSlo ke kontaminaci béhem pouzivani.
Pokud je mozné, snizte odpar reagencie zmenSenim plochy kontaktu reagencie
se vzduchem. Odpafovani snizuje stabilitu reagencie v analyzatoru.
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o Pro zajisténi dostatecné stability uzavirejte lahvicky jejich viastnimi zatkami.

o Studie stability trvajici 3 tydny pfi 30°C prokazaly, Ze reagencie muze byt
pfepravovana za pokojové teploty po kratky ¢as bez jejiho poskozeni.

o Pouze pro poutziti In Vitro.

PRIPRAVA A STABILITA REAGENCI:

Alespoii 30 minut pfed pouzitim zahfejte reagencie na pokojovou teplotu.
Uchovavejte neoteviené reagencie pfi teploté 2-8°C.

Lahvicky jsou pinény pod vakuem, abyste predeSli ztraté produktu, otevirejte
lahvicky opatrné.

Pokud jsou reagencie spravné pouzity a skladovany podle protokolu a
bezpecnostnich doporuceni, souprava mize byt pouzita béhem 1 mésice postupné,
podle potfeby.

COAT (Mikrotitracni desticka): Otevfete hlinikové pouzdro a vyjméte pozadovany
pocet prouzkd. Po vyjmuti z pouzdra musi byt prouzky pouzity do 30 minut. Zbylé
prouzky mohou byt skladovany v uzavieném originalnim hlinikovém pouzdru pfi
teploté 2-8°C po dobu 4 tydnu, v pfitomnosti desikantu a hermeticky uzavrené,
chranéné pred vihkosti a uzaviené v piilozeném skladovacim sacku.

SD (Diluent vzorku pro autoimunitu): Je pfipraven k pouziti.

Stabilita reagencie v origindlnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani:

o 4 tydny pfi 2-8°C
CAL (Kalibrator): Rozpustte kazdou lahvicku 1 ml diluentu vzorku pro
autoimunitu a promichejte do UpIného rozpusténi. Ziskate tak kalibrator pfipraveny
k pouziti a odpovida plazmé obsahujici IgG protilatku proti kardiolipinu, jiz
naredéné 1:100.
Stabilita narfedéné reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci
a odparovani:

e 5dnipfi2-8°C
C- (Negativni kontrola): Rozpustte kazdou lahvicku 1 ml diluentu vzorku pro
autoimunitu a promichejte do Upiného rozpusténi. Ziskate tak negativni kontroly
pfipravené k pouziti. Odpovida normaini lidské plazmé, jiz nafedéné 1:100.
Stabilita narfedéné reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci
a odpafovani:

o 2 tydny pfi 2-8°C
IC (Anti-lgG(Fcy)-HRP immunokonjugat): Rozpustte kazdou lahvicku s 7,5 ml
dliuentu konjugatu, do Uplného rozpusténi lyofilizatu alespori 15 minut pred
pouzitim.
Stabilita narfedéné reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci
a odpafovani:

o 4 tydny pii 2-8°C

o 24 hodin za pokojové teploty (18-25°C)
CD (Diluent konjugatu): Je pfipraven k pouZiti. Obsahuje 0,05% Kathon CG.
Stabilita reagencie v origindlnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani:

o 4 tydny pfi 2-8°C
WS (Promyvaci roztok): Podle potieby inkubujte lahvicku 15 — 30 minut ve vodni
lazni pfi 37°C, dokud se kompletné nerozpusti pevné ¢astice. Lahvicku promichejte
a nafedte na pozadovany objem v poméru 1:20 s destilovanou vodou (50 ml
obsahu lahvicky postaéi k pfipravé 1 litru roztoku). Obsahuje 0,05% Kathon CG.
Stabilita reagencie v origindlnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani:

o Nefedéné - 8 tydn pii 2-8°C

o Redéné - 7 dni pii 2-8°C
TMB: Pfipraven k pouziti. Stabilita reagencie v originalnim baleni, pokud je
zabranéno kontaminaci a odpafovani:

o 4 tydny pii 2-8°C
SA (Zastavovaci roztok): Obsahuje 0,45M kyseliny sirové, pfipraven k pouziti.
SKLADOVACI PODMINKY:
Neoteviené reagencie skladované pfi 2 — 8°C v jejich originalnich baleni jsou
pouZitelné az do data expirace uvedeného na obalu.
REAGENCIE A MATERIAL POTREBNY, V KITU NEPRITOMNY:

Reagencie:
Destilované voda.
Material:
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8-kanalova nebo davkovaci pipeta umoziujici pipetovani v rozmezi 50 - 300ul.
1-kanalova pipeta s nastavitelnym objemem od 0 do 20pl, 20 az 200ul a 200 az
1000pl.

Promyvacka mikrotitraénich destiCek a tfepacka.

ELISA reader s vinovou délkou 450 nm.

ODBER VZORKU:

Béhem pfipravy a skladovani vzorkd dodrZujte lokaini pfedpisy (pro USA viz CLSI
doc GP44-A4).
Vzorek:
Lidsk& plazma odebrang z citratového antikoagulantu nebo EDTA lidské& 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 sto¢ena do plastové zkumavky.
Skladovani plazmy:

e 4 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C).

e 48 hodin pii 2-8°C

e 1 mésicpfi-20°C
Vzorek plazmy rozmrazujte rychle pfi 37°C, promichejte a ihned testujte.
Zamichejte po rozmraZeni a pfed testovanim.

PROVEDENI TESTU:

Provedeni testu:
1. Kalibrator a negativni kontrola jsou pfipraveny k pouZiti (jiz fedény 1:100).

2. Vzorky by mély byt fedény v Diluentu vzorku pro autoimmunitu (SD) podle
nasledujici tabulky:

ponechte desticku naplnénou promyvacim roztokem a vyprazdnéte ji tésné pfed
pfidanim dalSi reagencie. Promyvacka musi byt nastavena tak, aby promyvala
desticku jemné. P¥ili§ drastické odsavani by mohlo sniZit reaktivitu desticky.

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

e) Pro bichromaticky odecet miize byt jako druha vinova délka pouzita 690 nm
nebo 620 nm.

Vzorky Redéni

Plazma 1:100

Sérum 1:100
Biologicka tekutina 1:100

Pokud predpokladate vysokou hladinu Anti-kardiolipinii / anti-fosfolipidd, fedte
vzorek 1:200 nebo 1:400. Vysledky pak musi byt nsobeny 2krat nebo 4krat.

3. Odeberte pozadovany pocet prouzki z hlinikového pouzdra a vlozte je do
ramecku. Do jamek desticky pak pipetujte reagencie nasledovné:

Reagent Objem Procedura

Pipetujete:
kalibrator nebo
200 pl negativni kontrolu nebo
fedéné vzorky nebo
diluent vzorku do jamek (a)

Anti-kardiolipin IgG kalibrator
nebo negativni kontrola nebo
1:100 fedéné vzorky nebo
diluent vzorku (blank)

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

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

Konjugat
(anti-IgG (FCy) - HRP
immunokonjugat), rozpustény se
7,5 ml diluentu konjugatu.

Ihned po promyti pipetujte anti-
200 pl IgG (FCy)-HRP immunokonjugat
do jamek.

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

Promyvaci roztok Provedte 5 promyti za pouziti

(20x Feddnj v destilované vodg) | SO0 M promjvadky (c)
Ihned po promyti pipetujte
substrat do jamek.
TMB/H;O; substrat 200 il Pozn.: pipetovani substratu,

fadek po fadku, musi byt
v pfesnych ¢asovych intervalech
(d)

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

Pipetujte 0,45M k. sirovou ve

stejnych intervalech, jako byl

pipetovan substrat. Zastavi se
vyvoj zbarveni (d)

0,45M kyselina sirova 50 pl

Pockejte 10 minut, aby se zbarveni stabilizovalo, poté méfte pii 450 nm (A450),
odedtéte blank (e). Odeététe hodnotu blank.

Poznamka:

a) Pipetujte kalibratory, kontroly a vzorky co nejrychleji (béhem 10 minut), aby byla
ziskana homogenni imunologicka kinetika pro vazbu protilatek. Prili§ velké
prodleni béhem pipetovani prvni a posledni jamky mize vést ke Spatnému
vysledku.

b) Vyvarujte se ponechani desticky na slune¢nim svétle béhem inkubace a béhem
rozvoje zbarveni. Mize byt pouZita tfepacka mikroELISA desticek.

c) Nikdy nenechejte destiCku prazdnou mezi pipetovanim reagencii nebo po
promyti. Nasledujici reagencie musi byt pfidana do 3 minut, aby se predeSlo
vyschnuti desticky — mohlo by poskodit vazané komponenty. Pokud je nezbytné,

VALIDACE:

— Kalibrator a kontroly dodané v soupravé umoZznuji validaci spravného vykonu
testu.

— Predpokladané A450 hodnoty pro nefedény kalibrator a negativni kontrolu se
mohou liSit podle Sarze, ale pokud je test proveden za pokojové teploty
(18-25°C), vZdy jsou:

P = A450 pro kalibrator 1:1 : 21,5|

N = A450 pro negativni kontrolu: < 0,25

Navic musi byt koncentrace negativni kontroly v pfijatelném rozmezi uvedeném na

letaku pfilozenému k soupravé. Pokud je negativni kontrola mimo rozmezi,

zkontrolujte peclivé provedeni testu a eventualné opakuijte.

KALIBRACE:

Test mize byt kalibrovan pomoci kalibratoru v soupravé o koncentraci (C) v GPL
jednotkéch, viz leték pfiloZzeny k soupravé. Pfipravte standardni roztoky pro
kalibraci sérii dvou-krokovych fedéni kalibratoru v Diluentu vzorku pro autoimmunitu
(SD) od 1:1 do 1:32. Ziskate tak rozmezi koncentrace od C:1 do ¢:32.

o Obvyklé dynamické rozmezi je od 0 do kolem 80 GPL jednotek.

Kalibraéni kfivka uvedena nize byla ziskana s pfilozenym kalibratorem a je uvedena
pouze jako priklad. Pro hodnoceni vysledki se musi pouzit kalibracni kiivka
sestavené pro danou sérii testd.

Calibration curve of ACA-APA IgG Antibodies
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VYSLEDEK:

— Vysledky jsou vyjadfeny podle A450 hodnot ziskanych pro vzorky a kontroly a
koncentrace anti-kardilipinu/anti-fosfolipidu jsou odecitany z kalibragni kfivky.

— Kalibratni kfivka se ziskd vykreslenim koncentraci anti-kardiolipinu a
anti-fosfolipidu vyjadfenych v GLP na ose X a odpovidajici A450 na ose Y.
Koncentrace protilatky proti kardiolipinu typu 19G, pro méfeny vzorek pfi
standardnim fedéni 1:100, vyjadfen v GLP jednotkach, se ziska odectem
z kalibraéni kfivky.

— Pokud je pouzito vy$Si fedéni (D), naméfené koncentrace se musi nasobit
pouzitym fedicim faktorem (tedy D:100, napf.: x2 pro 1:200 nebo 4x pro 1:400).

— Alternativné se mlze pouzit pro vypocet koncentraci protilatek ELISA software
(Dynex, Biolise, atd.).

INTERPRETACE VYSLEDKU:

Pro kalibraci je pouzit jeden standardizovany kalibrator a rozmezi kalibrace je
ziskan jeho sériovym, dvojnasobnym fedénim. To zajistuje vysSi spolehlivost testu
a vysSi reprodukovatelnost a pfesnost cutt-off mezi Sarzemi.

Negativni rozmezi: Pro hodnotu kalibratoru vyjadienou v GPL je definovano za

pouziti KAPS standardniho pfipravku pro anti-kardiolipinové protilatky 1gG/IgM

(N.Harris). Horni limit pro normaini rozmezi odpovida primémé hodnoté ziskané

pro normalni populaci plus 2 standardni odchylky (2SD). To odpovida 5 GPL.
Negativni rozmezi <5 GPL/ml

Seda zéna: Seda zéna je definovana protoze nékteré patologické vzorky (zanéty,
infekéni choroby, autoimunita, gammapatie, stafi jedinci...) mohou mit vy3Si
background v autoimunnich testech nez zdravi jedinci. To mize imitovat nebo
maskovat nizkou reaktivitu. Hodnota vtomto rozmezi mize znamenat tvorbu
protilatek pro kardiolipinu a fosfolipidu. Pokud je pacient v $edé zéné, mél by byt
testovan pozdgji dalsi vzorek, aby bylo mozné sledovat pfipadnou dynamiku.

Seda zéna 2 5 GPL/ml az <10 GPL/ml

Pozitivni rozmezi: pozitivni vysledek je pfi nasledujicich koncentracich:
Pozitivni rozmezi 210 GPL/ml

Pozitivni rozmezi pak mize byt dale klasifikovano jako:
Slabé pozitivni 210 GPL/ml az < 35 GPL/ml
Stredné pozitivni 235 GPL/ml az < 80 GPL/ml
Silné pozitivni 2 80 GPL/ml

Pozn: pokud je pacient pozitivni poprvé pro anti-kardiolipinové/anti-fosfolipidové
protilatky, je potieba provést opakovany test z dalsiho vzorku, odebraného za 3 az
6 mésicl po prvnim vzorku.

LIMITY:

o Pro optimalni vykon testu musi byt strikiné nasledovany technické insktrukce.

o Pokud reagencie mé& neobvykly vzhled nebo vykazuje znadmky kontaminace,
musi byt znehodnocena.

e Pokud plazma vykazuje znamky koagula nebo kontaminace, musi byt
znehodnocena.

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

e Stejné tak jako u jinych autoimunitnich testd, klinické situace jako zanéty,
infekéni  choroby, autoimunni onemocnéni, imunitni komplexy, vysoké
koncentrace 1gG ve vzorku mohou indukovat vysoky background, diky kterému
je pak vysledek v 3edé z6né nebo slabé pozitivni. V tom pfipadé je potfeba
provést kontrolni stanoveni novym vzorkem odebranym v asovém odstupu.

PATOLOGICKE VARIACE:

Anti-kardiolipin/anti-fosfolipidové protilatky se obvykle u zdravé populace
nevyskytuiji.
Jejich pfitomnost, at ve stfedni nebo vysoké koncentraci, je pozorovana u
nemocnych s antifosfolipidovym  syndromem  (APS), nékdy je spojena
s trombotickymi  chorobami,  opakovanymi  potraty, slivedo  reticularis,
trombocytopenii nebo neurologickymi chorobami.
Patologicky vliv Anti-kardiolipin/anti-fosfolipidovych protilatek je stile zkouman.
Mohou pfispivat ke spusténi rdznych manifestaci APS. Patogenita riznych izotypl
jeSté neni plné prozkoumana, zejména u IgM a IgA typl. Zavaznost klinické
manifestace spojend s piitomnosti  anti-kardiolipin/anti-fosfolipidové protilatky
stoupa v pfitomnosti izotypu 1gG, pfi vysokych koncentracich protilatky a dobé
expozice. Izotyp IgG je nejvice patogenni.
APLIKACE:
Test protilatek proti kardiolipinu/fosfolipidu typu 1gG je vhodny pii nasledujicich
klinickych situacich:

—  Anti-fosfolipidovy syndrom (APS).

—  Rekurentni potraty.

—  Nevysvétlené trombozy.

— Jiné Kklinické stavy, pfi kterych byva indikovano testovani anti-

kardiolipin/anti-fosfolipidové protilatky potfeba.

CHARAKTERISTIKA:

o Nizky limit detekce je <2 GPL/m.
o Inter assay: <10%
o Intra assay: <10%
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