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IVD

POUZITI:

ZYMUTEST™ Anti-VIIl Monostrip IgG souprava je kvalitativni nebo kvantitativni sendvi¢ovy ELISA test
pro stanoveni autoprotilatek a alloprotilatek typu IgG proti Faktoru VIl v lidské plazmé.

INFO:

ZYMUTEST™ Anti-VIIl Monostrip IgG souprava méfi specificky lidské auto a allo protilatky IgG typu
proti Faktoru VIII. Reaguji s imobilizovanym rekombinantnim Faktorem VIII, bez ohledu na to jestli jsou
neutralizujici, nebo ne. IgM a IgA izotopy nejsou méfeny. Protilatky proti Faktoru VIII se mohou
vyskytovat u hemofilie typu A s inhibitory a u ziskanych deficienci Faktoru VIII*7.

PRINCIP:

Redéné vzorky jsou pipetovany do jamek s navazanym rekombinantnim FVIII. Pokud jsou ve vzorku
pfitomny protilatky (auto nebo allo), navazi se na znehybnény Faktor VIII.

Nésleduje promyvaci krok. Po promyti jsou detekovany navézané IgG protilatky pomoci polyklonini
kozi profilatky 19G (Fey specificky) s navazanou peroxidazou (HRP), ktera je specifickd proti lidskym
protilatkam IgG. Po dalSim promyti je pfidan peroxidazovy substrat, 3,3', 5,5° — Tetrametylbenzidin
(TMB) spolu s peroxidem vodiku (H202) a vytvoii se modra barva.

Barva se zméni na Zlutou po pfidani zastavovaciho roztoku — kyseliny sirové. Intenzita zbarveni pfimo
odpovida mnozstvi protilatek proti FVIIl typu IgG pritomnych ve vzorku.

REAGENCIE:

1. COAT: ELISA prouzky: obsahuje 4 prouzky po 8 jamkach, potazenych lidskym Faktorem VIII,
stabilizovanym, kazdy prouzek je balen individuainé v hlinikovém pouzdru hermeticky uzavieném
spole¢né s desikantem.

2. SD-Anti-VIll: Diluent vzorku: 2 lahvicky s obsahem 12 ml diluentu vzorku pro auto-immuni
stanoveni (Anti-FVIII diluent vzorku) pfipraveného k pouziti. Obsahuje kozi sérum.

3. C+: Pozitivni kontrola: 4 lahvicky pozitivni kontroly (Anti-VIll IgG kontrola), lyofilizovano. Po
rozpusténi s 0,5 ml Diluentu vzorku (SD-Anti-VIIl) jsou kontroly pfipraveny k pouziti (jiz fedény
1:100). Obsahuje BSA.

4. C-: Negativni kontrola: 4 lahvicky negativni kontroly, lyofilizovano. Po rozpusténi s 0,5 ml
Diluentu vzorku (SD-anti-VIIl) je kontrola pfipravena k pouZiti (jiz fedéna 1:100). Obsahuje
normalni lidskou fedénou plazmu.

5. IC: Immunokonjugat (Anti-lgG(Fcy)-HRP immunokonjugat): 4 lahvicky immunokongujatu,
lyofilizovano. Purifikované polyklonalni kozi protilatky specifické na lidské IgG-Fcy, navazano na
HRP. Po rozpudténi s 2 ml diluentu konjugatu (CD) je immunokonjugét pfipraven k pouZiti.
Obsahuje BSA.

6.  CD: Diluent konjugatu: 1 lahvicka po 10 ml diluentu, pfipravena k pouZiti. Obsahuje BSA.

7. WS: Promyvaci roztok: 2 lahvicky po 12 ml promyvaciho roztoku, 20krat koncentrovaného.

8. TMB: 3,3, 5,5 - Tetramethylbenzidine: 1 lahvicka po 10 ml diluentu, pfipraveno k pouZiti.
Obsahuije peroxid vodiku.

9.  SA: 0,45M Kyselina sirova (Stop solution): 1 lahvicka po 3 ml, pfipraveno k pouZiti.

VAROVANI A UPOZORNENi:

Jedna se o produkt biologického pavodu, proto s nim musi byt zachdzeno 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 smérnic o zachazeni s odpadem.

UzZivejte komponenty pouze z kitu stejné Sarze. Nezamériujte komponenty z kitl o riznych Sarzich
v jednou testu.

S reagenciemi zachazejte opatrné, aby nedoslo ke kontaminaci béhem pouzivani. Pokud je mozné,
snizte odpar reagencie zmensenim 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 pii 30°C prokazaly, Ze reagencie mize byt pfepravovana za pokojové
teploty po kratky ¢as bez jejiho poskozeni.

Bovinni sérovy albumin (BSA) byl pfipraven z bovinni plazmy, kterd byla testovana na nepfitomnost
infekénich agens a byla odebrana od zvifat bez BSE.

Pouze pro pouZziti In Vitro.

SA: H290: U kovi méiZe zpusobit korozi.
WS: H317: Maze vyvolat kozni alergické reakce.

PRIPRAVA REAGENCI, SKLADOVANI A STABILITA:
Alespoii 30 minut pfed pouZitim vytemperujte reagencie na pokojovou teplotu. Skladujte nepouzité

ELISA test pro stanoveni protilatek proti Faktoru VIII (FVIII), IgG isotyp
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4. C-: Rozpustte kazdou lahvicku s presné 0,5 ml diluentu vzorku (SD-Anti-VIll), dobfe
promichejte, dokud se obsah nerozpusti. Rozpusténad reagencie je pfipravena k pouZiti a
odpovida negativni plazmé, jiz fedéné 1:100.
Stabilita rozpusténé reagencie v origindinim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani:
. 2 tydny pfi 2-8°C
5. IC: Kazda lahvicka musi byt rozpusténa se 2 ml diluentu konjugatu (CD) alespori 15 minut
pred pouzitim. Nechte ¢asteCky kompletné rozpustit.
Stabilita rozpusténé reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani:
= 24 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C)
. 4 tydny pfi 2-8°C
6.  CD: Pfipraven k pouZiti.
Stabilita reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a odparovani:
= 4 tydny pfi 2-8°C
7.  WS: Podle potfeby inkubuijte lahvicku ve vodni lazni pfi 37°C dokud se zcela nerozpusti pevné
Castecky. Promichejte lahvicku a nafedte pozadovany objem v poméru 1:20 v destilované vodé
(obsah lahvicky 12 ml dovoluje ziskat 240 ml promyvaciho roztoku).
Stabilita reagencie v originalni lahvicce, pokud je pfedejito kontaminaci a odparovani:
= Nerozpusténa - 4 tydny pfi 2-8°C
. Rozpusténa - 7 dni pfi 2-8°C
8. TMB: Pripraven k pouZiti. Obsahuje okysli¢enou vodu.
Stabilita reagencie po otevieni v origindlnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odpafovani:
. 4 tydny pfi 2-8°C
9.  SA: Zastavovaci roztok obsahuje 0,45M kyseliny syrové, pfipraven k pouZiti.

Stabilita oteviené reagencie v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani:
L] 4 tydny pii 2-8°C

SKLADOVACi PODMINKY:

Nepouzité reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C v origindlnim baleni. V doporucenych skladovacich
podminkach je souprava pouZitelny do data spotfeby, uvedeného na obalu.

REAGENCIE A VYBAVENi POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

Reagencie:
Destilovana voda.

Material:

8-kanalova pipeta nebo rozpliovaci pipeta 50 — 300 pl.
Pipety o rliznych objemech od 0-20 pl, 20-200 pl, 200-1000 pl.
Promyvacka mikrotitracnich ELISA desticek a tfepacka.
ELISA Reader s vinovou délkou 450 nm.

ODBER VZORKU:
Béhem pripravy a skladovani vzork(i dodrzuite lokalni pfedpisy.
Vzorek:

Lidska plazma odebrana z citratového antikoagulantu nebo EDTA lidska plazma. Skladovaci podminky
jsou stejné jako s citratovanou plazmou.

Odbér
Krev (9 objemu) 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 stocena do plastové zkumavky.

Skladovani plazmy:
. 24 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C).
6 mésice pfi -20°C
Vzorek plazmy rozmrazujte rychle pfi 37°C, promichejte a ihned testujte. Zamichejte po rozmrazeni a
pred testovanim.

PROVEDENi:

Provedeni testu:
1. Kontroly jsou pfipravené k pouZiti (jiz fedéné 1:100).

2. Naredte vzorky s pufrem Diluentem vzorki (SD) podle tabulky nize:

reagencie pfi 2 — 8°C. Lahvicky jsou uzavirany pod vakuem. Abyste predesli ztraté lyofilizatu, otevirejte [

Vzorek Redéni |

lahvicky opatrné. |

Plazma 1:100 |

1. COAT: Otevrete hiinikové pouzdro a vyméte prouzek pro analyzu. Pokud jsou mimo pouzdro, Pokud ma vzorek vysoky pocet protilatek FVIII, fedte 1:200 nebo 1:400. Ziskany vysledek se pak musi
musi byt testovaci prouzky pouzity do 30 minut. nésobit 2x nebo 4x.
2. SD-Anti-VIll: Pfipraven kpouZiti. Reagencie Azid sodny. Stabilita oteviené reagencie
v originalnim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a odpafovani: 3. Odeberte prouzek z hlinikového pouzdra a dejte je do pfislusného ramecku. Do jamek ELISA
. 4 tydny pfi 2-8°C desticky pridavejte reagencie podle postupu nize:
3. C+: Rozpustte kazdou lahvicku s pfesné 0,5 ml diluentu vzorku (SD-Anti-VIll), dobfe Reagent Objem Testovaci krok
promichejte, dokud se obsah nerozpusti. Rozpusténa reagencie je pfipravena k pouZiti a Anti-VIIl IgG Poxzitivni kontrola nebo Pipetujte:

odpovida plazmé obsahujici IgG izotop auto-protilatky Faktoru VIII, jiz fedéné 1:100.
Stabilita rozpusténé reagencie v originainim baleni, pokud je zabranéno kontaminaci a
odparovani:

2 tydny pii 2-8°C

Pozitivni kontrolu nebo
Negativni kontrolu nebo
Redény vzorek nebo
Diluent vzorku

negativni kontrola nebo
1:100 fedény vzorek nebo
Diluent vzorku (blank)

200 pl
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do jamek mikrodesticky

Inkubujte 60 minut v pokojové teploté (18-25°C) (a)
Promyvaci roztok 300 ul Provedte 5 promyti za pouziti promyvacky
(20x fedény destilovanou vodou) v

Konjugat (anti-IgG (Fcy)-HRP
Immunokonjugat, rozpustény v 2 ml 200 pl Anti-lgG(Fcy)-HRP immunokonjugat do
diluentu konjugatu jamek desticky

lhned po promyvani, pipetujte

Inkubujte 60 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (a)

Promyvaci roztok 300 ul Provedte 5 promyti za pouziti promyvacky
(20x fedény destilovanou vodou) v b!
lhned po promyti pipetujte substrat do
jamek.
TMB/H.0; Substrat 200 pl Pozn.: pipetovani substratu, fadek za

fadkem musi byt v pfesnych ¢asovych
intervalech (c)

Inkubuite pfesné 5 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (a)
Pipetujte ve stejnych ¢asovych intervalech
jako substrat, pfidanim 0,45 M kyseliny
sirové zastavite rozvoj barvy. (c)

0,45 M Kyselina sirova 50 pl

Pockejte 10 minut, aby se zbarveni stabilizovalo a méfte absorbanci pfi 450 nm (A450).

Odectéte hodnotu blanku. (d)

Poznamky:

a)  Nenechavejte destitku na pfimém slunci béhem doby inkubace a zvlasté pak béhem vyvoje
zbarveni. Mazete pouzit trepacku ELISA.

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

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

d)  Pro bichromaticky odedet muze byt uZita referenéni vinova délka 690 nm nebo 620 nm.

KVANTITATIVNi METODA:

Protilatky na FVIII IgG mohou byt méfeny kvantitativné, pokud se pouzije pozitivni kontrola jako
kalibrator. Koncentrace pozitivni kontroly jsou v AU/ml, specifické pro kazdou Sarzi reagencie. Tyto
koncentrace jsou uvedeny v letéku pfilozeném ke kazdému baleni. Standardni roztok se ziska ve
zkumavkach sérii dvoukrokovych fedéni s 200 pl pozitivni kontroly a 200 i Diluentu Vzorku od C:1 do
C:16. Ostatni kroky jsou obdobné kvalitativni metodé.

Kalibraéni kfivka:
Stanovte koncentraci profilatek FVIII (v AU/mI) a vyneste ji na osu X. Odpovidajici absorbanci (OD
450) vyneste na osu Y a vykreslete kalibraéni kiivku (best fit).

Pro méfeni koncentrace anti-VIIl protilétek je tfeba kalibracni kfivka vytvofena pro danou sérii testd.
Z kiivky odegtéte pfimo koncentraci protilatek FVIII v testovaném vzorku. Pokud pouZivate vySSi pomér
fedéni vzorku, musi byt vysledek nasoben pouzitym pomérem.

Alternativné mlze byt pouZit analyticky software (Dynex, Biolise, atd.) pro stanoveni (best fit) kfivky a
vypoctu vysledku.
VALIDACE:

Pozitivni a negativni kontroly jsou v soupravé a umoziiuiji validaci spravného pribéhu testu.
Predpokladané hodnoty OD pro pozitivni a negativni kontroly se mohou li8it mezi Sarzemi, ale
v pfipadé, Ze je test proveden za pokojové teploty (18 - 25°C), jsou pokazdé:

Kvalitativni metoda:

EDIW pro pozitivni kontrolu = 1,0]

Daso pro negativni kontrolu <0,15

Kvantitativni metoda:

[Koncentrace pro negativni kontrolu < 12 AU/ml|

Ziskané hodnoty pro pozitivni a negativni kontroly pfi 20+1°C jsou uvedeny pro kazdou SarZi na letaku
pfiloZzeném k souprave.
Ziskané hodnoty ODaso se mohou li§it podle teploty béhem priibéhu testu.

KONTROLA KVALITY:

UZiti kontrolnich plazem umozriuje ovéreni kalibracni kfivky stejné tak jako homogenity reaktivity testu
mezi sériemi pfi pouZiti stejné Sarze reagencii.

Kontrola kvality by méla byt provedena pro kazdou novou sérii, podle dobrych laboratornich praktik,
aby bylo mozné validovat vysledky. Nova kalibrace by méla byt provedena pii nové arzi reagencie, po
kazdé vyznamné Udrzbé nebo opravé pfistroje, nebo kdyz jsou vysledky kontrolnich materiald mimo
pfijatelné rozmezi.

Kazda laboratof by si méla ovéfit viastni pfijatelné rozmezi pro vlastni podminky.

VYSLEDEK:

o Vysledky kvalitativni metody jsou vyjadfeny v ODaso pro pozitivni a negativni kontroly.

o Vysledky kvantitativni metody jsou vyjadfeny s koncentraci Anti-VIIl pozitivnich kontrol.

o Pro vy33i fedéni musi byt pouzit dodatecny fedici faktor pro vypocet vysledku.

INTERPRETACE VYSLEDKU:

Kvalitativni metoda:

Pokud je méfeni provadéno pfi 20+1°C, vysledky jsou:

Pozitivni: OD4so > 0,30] [OD.s0: 0,15 < Seda zona < 0,30]

[Negativni: ODas £0,15

Kvantitativni metoda:
Pokud je méfeni provadéno pfi 20+1°C, vy"sledky jsou:
[Pozitivni: = 24 AU/mI] [12 AU/mI < Seda zéna < 24 AUImI]

[Negativni: < 12 AUmI|

Pokud neni pokojova teplota v doporuéeném rozmezi, hodnoty absorbance mohou byt ovlivnény.
Pozitivni kontrola mize byt pouzita pro nastaveni cut-off hodnoty. PfiloZeny letak uvadi hodnotu ODaso
ziskanou pro pozitivni kontrolu soupravy ZYMUTEST™ Anti-VIIl MonoStrip IgG. Tato hodnota je v %
ODus0, odpovidajici cut-off. Upravend hodnota cut-off pak odpovidd % absorbance naméfené pro
pozitivni kontrolu v dané sérii testu.

LIMITY:

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

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

o Jakékoliv vzorky vykazujici znamky kontaminace nebo jiné podezrelé znaky musi byt vyfazeny.

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

o Pokud neni promyvaci krok proveden spravné, negativni kontrola miize vykazovat vy$8i hodnotu
absorbance. Abyste predesli nespecifickému vyvoji barvy, zkontrolujte, zda je promyvaci krok
proveden dobre.

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

APLIKACE:

o Hemofilie A je ¢asto zplsobena vrozenym nedostatkem Faktoru VIII, ale i ziskané formy deficienci
(kvali inhibitordm FVIII) Faktoru VIII mohou byt pozorovany, vétsinou ve vy$§im véku. Pacienti, ktef
maji ziskanou formu deficience, mohou prodélat vazné krvacivé epizody, aniz by méli historii
krvacivych problémd. | kdyz je tato porucha vzacna, zplsobuje vysokou chorobnost a Umrtnost.

o Protilatky (ne vSechny) dokazi neutralizovat FVIII a mohou byt alloprotilatky proti exogennimu FVIII
nebo autoprotilatky.

o Inhibitory Faktoru VIII exogenniho plivodu jsou IgG alloprotilatky, které vzniknou béhem néhradni
terapie u 25 az 50 % pacienty s tézkou formou hemofilie A. Hydrolyza Faktoru VIl jeho protilatkami
obsahuje mechanismus inaktivace Faktoru VIII.

o Inhibitory se mohou objevit i u pacientli bez hemofilie, i kdyz vzacné, v téchto pripadech:

1. Idiopatické stavy u jinak normalnich starsich jedincu.

2. Autoimmuni porucha jako je systematicky lupus erythematosus, revmatoidni artritida,
atd.

3. Karcinomy jako jsou lymfoproliferativni poruchy, lymfomy a solidni nadory.

4. Reakce na medikamenty jako penicilin, chloramphenicol, phenytoin, atd.

5. Téhotenstvi a poporodni stav.

o Rizikové faktory rozvoje protilatek jsou:

1. Vaznost hemofilie. Pacienti s téZkou formou hemofilie maji mnohem vy33i riziko tvorby
protilatek, jelikoZ jsou vystaveni vétSimu mnozstvi terapie FVIII.

2. Vék pacienta a mira vystaveni FVIII: 15-20% intenzivné lé¢enych déti s hemofilii si do
20 let véku vyvinou protilatky.

3. Genetické defekty, které jsou pficinou absence syntézy FVIII proteinu. Tito pacienti
maji vétsi riziko tvorby protilatek po IéEbé FVIII koncentraty.

o Charakteristika protilatek proti Faktoru VIII

1. Vétsina inhibitort FVIIl jsou IgG protilatky, konkrétné pak IgG4 podtfida.
2. Jsou zde dva hlavni typy protilatek
— Typ | — Pritomny pfi klasické hemofilii. FVIII inhibitory nasleduji linearni
kinetiku.
—  Typ Il - Tyto autoprotilatky a jejich projevy maji komplexni vzory inhibice.
3. Protilatky jsou identifikovany jejich schopnosti neutralizovat FVIII pfi 37°C po inkubaci
2 -3 hodin.

NAVAZNOST TESTU:

Test detekuje neutralizujici a non-neutralizujici protilatki proti FVIII. Neutralizujici efekt musi byt
potvrzen dodatecnymi testy.

Obtize v identifikace koexistence neutralizujicich protilatek FVIII a lupus antikoagulant (LA) jsou hlavné
zpusobeny interferenci LA a anti-FVIII testy. Vyvinuli jsme enzymaticky spojeny immunosurbentni test
(ELISA) metody, ktera pouziva rekombinantni Faktor VIII bez fosfolipidli jako antigen. N&$ cil bylo
odhalit pfitomnost anti-VIIl protilatek za pouziti systému, ktery neni ovlivnén LA.

CHARAKTERISTIKA:

Dynamické rozmezi: 0 az 300AU/ml.
Detekéni limit: <5 AU/ml.

Intra-assay CV: <10%.
Inter-assay CV: <10%.
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Pouzité symboly a znaky jsou uvedeny v seznamu ISO standard 15223-1, viz dokument definice
symbold.
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