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Reagencie pro stanoveni anti fosfolipidovych protilatek.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.

ANTI-FOSFOLIPIDOVE IgG/igM PROTILATKY
(APLA)
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ELISA
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PRINCIP METODY

Anti — fosfolipidové protilatky (APLA) ve vzorku se vazou na antigen
navazany na povrchu mikrotitracnich desti¢ek. V pribéhu druhé
inkubace se vaze konjugat (kfenovou peroxidazou znacené
imunoglobuliny proti lidskému 1gG/IgM) s protilatkami navazanymi na
povrchu jamky. Nakonec se pfidava 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin
(TMB) s H:02 do kazdé jamky jako enzymovy substrat. Vznikla
enzymaticka barevna reakce je zastavena kyselinou. Zluté zabarveni
reakce se meéfi pfi 450 nm a intenzita absorbance je Umérna
koncentraci protilatek ve vzorku?.

OBSAH A SLOZENI

A. Koncentrovany promyvaci roztok. 50 mL. Koncentrovany
fosfatovy pufr, azid sodny 15 mmol/L.

B. Redici roztok. 100 mL. Tris, azid sodny 15 mmol/l.L

C+. Pozitivni kontrola. 1gG/IgM 1,5 mL. Pfipravena k pouziti.
Sérum s protilatkami proti APLA 1gG/IgM, azid sodny 15
mmol/L.

C-. Negativni kontrola. 1,5 mL. Lidské sérum bez protilatek proti
APLA, azid sodny 15 mmol/L.

DG. Konjugat IgG 15 mL. Kfenovou peroxidazou znacené krali€i
polyklonalni imunoglobuliny proti lidskému IgG.

DM. Konjugat IgM 15 mL. Kfenovou peroxidazou znacené kraliCi

polyklonalni imunoglobuliny proti lidskému IgM.

Substrat. 15 mL. 3,3'5,5'-tetramethylbenzidin (TMB).

Zastavovaci roztok. 15 mL. Kyselina fosfore¢na 4,5 %.

NEBEZPECI: H314: Zpusobuje té7ké poleptani kiize a

poSkozeni o¢i. P280: PouZivejte ochranné rukavice/ochranny

odév/ochranné bryle/oblicejovy §tit. P303+P361+P353: PRI

STYKU S KUZI (nebo s viasy): Veskeré kontaminované &asti

odévu okamzité sviéknéte. Oplachnéte kuzi vodou/osprchujte.

M. Mikrotitracni desticky: 12 modull po 8 rozlamovatelnych
jamkach s navazannym vysoce purifikovanym kardiolipinem,
fosfatovym inositem, serinem, fosforeénou kyselinou a b2-
glykoproteinem 1.

S1-S6. Standardy APLA IgG/IgM, Kazdy po 1,5 mL. Pfipraveny k
poziti. Lidské sérum s protilatkami IgG/IgM proti fosfolipidim.
Azid sodny 15 mmol/L. Koncentrace fosfolipidovych protilatek
IgG/IgM jsou: 0, 6,25, 12,5, 25, 50 a 100 U/mL, jak je uvedeno
na Stitku lahvi¢ek. Kalibrovano proti mezinarodné uznavanému
referenénimu séru z E.N.Harris, Louisville.

DalSi varovani a bezpecnostni opatfeni naleznete v bezpecnostnim

listu produktu (SDS).

Lidska séra pouZita pfi pripravé pozitivni a negativni kontroly byla

testovana a shledana negativni na pfitomnost protilatek anti-HIV a

anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte

s kontrolami jako s potencionalné infekénim materialem.

mm

SKLADOVANI

Skladujte pfi 2-8 °C. Reagencie jsou stabilni do data expirace
uvedené na Stitku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno
kontaminaci v prabéhu jejich uzivani.
Znamky zhorSeni kvality:

- Kapalné komponenty: Pfitomnost ¢astic, zakal.

- Mikrotitracni desti¢ky: natrzeni sacku, makroskopické defekty

jako je poskrabani dna jamek.

PRIPRAVA REAGENCIi
Promyvaci pufr: Zfedte koncentrovany promyvaci pufr A
destilovanou vodou v poméru 1/20. Pofadné promichejte. Roztok je
stabilni 30 dnud pfi 2-8 °C. Pro 1 strip se spotfebuje pfiblizné 50 mL
promyvaci reagencie. Ostatni Cinidla jsou pfipravena k pfimému
pouziti.
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DOPLNUJICi VYBAVENI
- zvlh&ovaci komurka
- promyvaci zafizeni pro mikrotitracni desticky
- reader nebo fotometr s mikrokyvetou a filtrem 450+10 nm.

VZORKY
Sérum nebo plazma odebrana standardnim zplGsobem. Vzorek pred
testovanim zfedte 1/100 Fedicim pufrem (B). Ktestovani vzdy
pouZivejte Cerstvé nafedéné vzorky.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte vSechna ¢inidla na pokojovou teplotu
(Poznamka 1).

2. Oteviete balicek s mikrotitracnimi destickami a vyjméte
pozadované mnozstvi pro stanoveni (Poznamka 2).

3. Postup prace:
Kvantitativni stanoveni: Pipetujte po 100 pL kazdého
standardu IgG/IgM (S1-S6), Pozitivni kontroly 1gG/IgM (C+),
Negativni kontroly (C-) a zfedéného vzorku do odliSnych jamek.
Kvalitativni stanoveni: Pipetujte 100 pL standardu S3 1gG/IgM,
Pozitivni kontroly 1gG/IgM(C+), Negativni kontroly (C-) a
zfedéného vzorku do odlisnych jamek. Pipetujte 100 pL Ffediciho
roztoku (B) jako blank.

4. Stripy umistéte do zvlh€ovaci komlrky a inkubujte je pfi
pokojové teploté po dobu 30 minut.

5. Odsajte obsahy jamek a jamky promyjte 3krat po 300 pL

promyvaciho pufru vzdy po dobu nejméné 10 sekund

(Poznamka 3 a 4).

Pipetujte do vSech jamek 100 pL konjugatu DG nebo DM.

Stripy inkubujte ve zvlIhéovaci komUrce pfi pokojové teploté

po dobu 15 minut.

Promyjte jamky podle odstavce €. 5.

Pipetujte 100 pL substratu (E) do v8ech jamek.

0. Stripy inkubujte ve zvih¢ovaci komurce pfi pokojové teploté

po dobu 15 minut.

11. Pipetujte 100 pL zastavovaciho roztoku (F) do vSech jamek a
inkubujte 5 minut pfi pokojové teploté. (Poznamka 5).

12. Odectéte absorbanci jednotlivych jamek pfi 450 nm za pouziti S1
standardu nebo jamky blanku pro vynulovani pfistroje. Zbarveni
je stabilni po dobu nejméné 30 minut.

No

S0®

VYPOCET
Kvantitativni stanoveni: Vyneste do grafu hodnoty absorbance pro
kazdy standard proti koncentraci anti — fosfolipidovych protilatek
IgG/IgM  (U/mL). Koncentrace protilatek pfitomnych ve vzorku se
vypocita interpolaci absorbance na kalibra¢ni kfivce. (doporucena
kfivka:4parametricka logisticka).
Kvalitativni stanoveni: Vypoctéte absorbanci Cut-off nasledovné:

Ass0 nm Cut-off = Agsonm S3 x 0,8 (IgG)
Ass0 nm Cut-off = Assonm S3 x 0,8 (IgM)

Vypoctéte absorbanéni pomér:

Ass0nm Vzorku
Absorbanéni pomér =
Aasso nm Cut-off

Jestlize jsou hodnoty absorbanci vy3Si, nez je horni méfici limit
readeru, naredte vzorky reagentem (B) a stanoveni opakuijte.
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REFERENCNi HODNOTY

Vzorky, s koncentraci vétsi jak 10 U/mL, nebo které maji
absorbanéni pomér vyssi jak 1,0 jsou povazovany za pozitivni pro
1gG/IgM.

Vzorky, s koncentraci nizSi jak 10 U/mL, nebo které maji
1gG/IgM.

Uvedené hodnoty jsou pouze orienta¢ni. Kazda laboratof by si méla
stanovit sva vlastni rozmezi.

KONTROLA KVALITY
Absorbance blanku by méla byt nizsi jak 0,150 pro IgG/IgM.
Absorbance standardu S6 by méla byt vysSi nez 1,300 U/mL pro
1gG/IgM.
Koncentrace IgG/, IgM Pozitivni kontroly (C+) by méla byt v rozmezi
U/mL pro IgG/IgM.
Absorbanéni pomér pro Negativni kontrolu (C-) by mél byt nizsi nez
1,0.
Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA

- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

anti-fospholipid (IgG) anti-fospholipid (IgM)

U/mL CV % n U/mL CV % n

13,5 6.4 24 15,0 4.2 24
30,1 4.8 24 27,7 5.8 24
70,5 3.1 24 72,4 6.3 24

- Reprodukovatelnost (run to run):

anti-fospholipid (1gG) anti-fospholipid (IgM)

U/mL CV % n U/mL CV % n

13,5 2.8 30 15,0 4.6 30
30,1 4.5 30 27,7 3.2 30
70,5 5.1 30 72,4 3.1 30

- Detekeéni limit: pro IgG/IgM je 0,5 U/mL

- Souprava pro stanoveni anti fosfolipidovych protilatek 1gG/IgM
detekuje jen tyto protilatky. Zadné zkiizené reakce k dsDNA anebo
k protilatkam pfi onemocnéni syfilis nebyly pozorovany.

- Interference: Hemoglobin (<1000 mg/dL), bilirubin (<40mg/dL) a
triglyceridy (<3000 mg/dL) neinterferuji. Nékteré druhy lékd a
dal3ich latek mohou interferovat?.

- Rozsah méfeni: 0,5 — 100 U/mL pro IgG/IgM. Jestlize ziskate vyssi
hodnoty, zfedte vzorek fedicim pufrem (B) a opakujte stanoveni.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

PFitomnost antifosfolipidovych protilatek (APLA namifenych proti
fadé negativné nabitych fosfolipid(® v lidské plazmé nebo séru se
pouziva pro diagnostiku antifosfolipidového syndromu (APS). Tento
syndrom je charakterizovan zvySenym rizikem trombdzy,
trombocytopenie a ztraty plodu nékdy spojené s autoimunitnimi
onemocnénimi jako je systémovy lupus erythematodes (SLE) a
dal$imi neautoimunitnimi onemocnénimi*.

Senzitivita a specificita pro stanoveni antifosfolipidového syndromu
pfi stanoveni 1gG protilatek soupravou BioSystems byla stanovena
na 91,8 % respektive 97,3 % v klinické studii s 223 klinickymi vzorky.
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Pro isotyp IgM byla zjiSténa senzitivita 53,4 % a specifita 96,7 % v té
samé studii. Detaily studie jsou dostupné na vyzadani.

Klinicka diagnéza by neméla byt stanovena jen na zakladé vysledku
jednoho testu, ale mély by byt propojeny klinické a laboratorni udaje.

POZNAMKY
1. Nezamérniujte reagenty ze souprav riznych Sarzi.
2. Skladujte nepouzité jamky v plastikovém sacku a uzaviete je
spolecné s vysousecim sackem.
Neposkodte vnitini povrch mikrotitraénich desticek.
Promyvaci roztok by mél byt kompletné odstranén z jamek.
Zastavovaci roztok (F) enzymové reakce musi byt pipetovan do
jamek pfiblizné ve stejném Casovém odstupu jako substrat (E)
v odstavci €.9.

apw
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UPOZORNENI

Preklad revidovan k datu: 15.4. 2025

Vzhledem kmozné inovaci vyrobku Vam  doporucujeme
prekontrolovat Cesky prfeklad s originalnim pfibalovym letakem
porovnanim podle identifikacniho &isla navodu uvedeném v zapati.
Originalni navod, LOT certifikat a bezpec€nostni listy jsou k dispozici
na internetové adrese: https://einfo.bio a na: www.jktrading.cz

Vyhradni distributor:

CR: JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha 5,
tel.: +420 257 220 760, praha@jktrading.cz

SK: JK-Trading spol.s.r.o., Dlha 43, 900 31 Stupava,
tel.: + 421 264 774 591, k-trading@jk-trading.sk

V pfipadé mimoradnych udalosti:

CR: Toxikologické informaéni stfedisko (TIS), klinika pracovniho
lékafstvi VFN a LF UK,
tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK: Toxikologické informacéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166
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