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PRINCiP METODY

Anti-fosfolipidové protilatky (APLA) zo séra sa viazu na antigény
naviazané na povrchu mikrotitraénych dostiiek. V priebehu
druhej inkubacie sa viaze konjugat (polyklonalny krali¢i
imunoglobulin  proti Tudskému 1gG alebo IgM znaceny
chrenovou peroxidazou) s protildtkami na povrchu jamky.
Nakoniec sa pridd do kazdej jamky 3.3,55 -
tetrametylbenzydin (TMB) s H,O, ako enzymovy substrat.
Dochadza k enzymatickej farebnej reakcii , ktora je zastavena
kyselinou. Absorbancia vzniknutého Zltého komplexu sa meria
pri 450nm, pricom hodnota absorbancie je Umerna koncentracii
protilatok vo vzorke. *

OBSAH A ZLOZENIE

A. Koncentrovany premyvaci roztok. 50 ml. Koncentrovany
fosfatovy pufer, azid sodny 15mmol/l.

B. Riediaci roztok. 100ml. Tris , azid sodny 15mmol/l

C+. IgG/IgM pozitivna kontrola. 1,5ml. Pripravené k priamemu
pouzitiu. Ludské sérum s IgG a IgM anti -fosfolipidovymi
protilatkami, azid sodny 15mmol/l.

C-. Negativna kontrola. 1,5ml. Pripravené k priamemu
pouzitiu.Ludské sérum bez anti fosolipidovych protilatok,
azid sodny 15mmol/l.

DG.IgG konjugat. 15ml. Polyklonalny krali¢i imunoglobulin
proti ludskému IgG, znageny chrenovou peroxidazou

DM. IgM konjugat. 15ml. Polyklonalny krali€¢i imunoglobulin
proti ludskému IgM, znageny chrenovou peroxidazou

E. Substrat.15ml. 3.3,5.5 — tetrametylbenzydin (TMB)

F. Zastavovaci roztok. 15ml. Kyselina fosfore¢na 4,5%
Vystraha :

H314 — Spdsobuje tazké poleptanie koZe a poskodenie o&i.
Upozornenie :

P280 — Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny odev/
/ochranné okuliare/stit na tvar

P303 + P361+ P353 - Pri styku s koZou (alebo vlasami) :
Vsetky kontaminované Casti odevu okamzite vyzlecte.

Kozu oplachnite vodou/osprchujte.

Dalsie varovania a upozornenia — vid bezpeénostny list.

M. Mikrotitraéné dosticky. 12 modulov po 8 odlamovatelnych
jamkach s naviazanym kardiolipinom, fosfatidylserinom,
fosfatidylinozitolom kyselinou fosfatidylovou a
B.—glykoproteinom1.

S1-S6. APLA IgG/igM standardy. Kazdy po 1,5 ml.
Pripravené k priamemu pouzitiu. Ludské sérum s
1gG a IgM anti — fosfolipidovymi protilatkami ,
azid sodny 15mmol/l. Koncentracie APLA IgG
su 0,6,25, 12,5,25, 50 a 100 U/ml a st uvedené na
Stitku frasticky. Koncentracie APLA IgM su 0, 6,25, 12,5,
25, 50 a 100 U/ml a su uvedené na Stitku flasticky.
Kalibrované proti medzinarodne doporu¢ovanému
referenénému séru od E.N.Haris, Lousville.

Pre dalSie vystrahy a opatrenia — vid’ bezpecnostny list.

Ludské séra pouzité pri priprave pozitivnej a negativnej kontroly
boli testované s negativnym vysledkom na anti-HIV a anti-HCV
a rovnako na HBs antigen. | napriek tomu zaobchadzajte s
kontrolami ako s potencionalne infekénym materialom.
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SKLADOVANIE

Skladujte pri 2 — 8°C.

Reagencie su stabilné do datumu uvedeného na S&titku v

pripade, Ze su skladované uzatvorené a je =zabranené

kontamin&cii v priebehu ich pouzivania.

Priznaky zhorsenia kvality :

» Kvapalné reagencie : Pritomnost zrazeniny, zakalu ,

 Mikrotitracné dosticky : natrhnutie sacku, makroskopické
defekty, ako je poskriabanie dna jamiek.

PRIPRAVA REAGENCIi

Premyvaci pufer : Zriedte koncentrovany premyvaci pufer (A)
destilovanou vodou v pomere 1/20. Riadne premieSajte. Pre 1
strip sa spotrebuje priblizne 50 ml premyvacieho roztoku.
Roztok je stabilny 30 dni pri 2 — 8°C.

Ostatné ¢inidla su pripravené k priamemu pouzitiu.

PRIDAVNE ZARIADENIA

« zvlih&ovacia komérka

« premyvacie zariadenie pre mikrotitracné dosticky

» reader mikrotitra¢nych dostiCiek alebo fotometer s
mikrokyvetou a filtrom 450 +10nm.

VZORKY

Sérum alebo plazma odobrana Standardnym sp6sobom.

Vzorku pred testovanim zriedte v pomere 1/100 riediacim
pufrom (B). Pre stanovenie pouzivajte vzdy €erstvo nariedené
vzorky.

POSTUP

1. Vytemperujte vSetky €inidla na izbovu teplotu. (Poznamka1)

2. Otvorte bali¢ek s mikrotitracnymi dostickami (M) a vyberte
mnozstvo potrebné pre stanovenie. (Poznamka 2).

3. Postup prace :

» Kvantitativne stanovenie : Pipetujte po 100ul kazdého
IgG/IgM $tandardu (S1-S6), IgG/IgM pozitivnej kontroly
(C+), negativnej kontroly (C-) a zriedenej vzorky

do jednotlivych (odliSnych) jamiek.

» Kvalitativne stanovenie : Pipetujte po 100 pl Standardu
IgG/IgM S3, pozitivnej kontroly IgG/IgM (C+), negativnej
kontroly (C-) a zriedenej vzorky do jednotlivych (odliSnych)
jamiek. Ako blank pouzite 100yl riediaceho roztoku.

4. Stripy umiestnite do zvlhéovacej komdrky a inkubujte ich
30 minut pri izbovej teplote.

5. Odsajte obsahy jamiek a premyte ich premyvacim pufrom
3x po 300 pl . Doba premyvania — minimalne 10 sekund.
(Poznamka 3 a 4).

6. Do vSetkych jamiek pipetujte 100ul IgG konjugatu (DG),
alebo IgM konjugatu (DM)

7. Stripy umiestnite do zvlhéovacej kombrky a inkubujte ich
15 minut pri izbovej teplote.

8. Jamky premyte podla bodu 5.

9. Do vSetkych jamiek pipetujte 100ul substratu (E).

10. Stripy umiestnite do zvlhéovacej kombérky a inkubujte ich
15 minut pri izbovej teplote.

11. Do vSetkych jamiek pipetujte 100ul zastavovacieho roztoku
(F) a inkubujte 5 minut pro izbovej teplote.(Poznamkas).

slovensky preklad 06/2018/VE

Quality System certified according to
EN 1SO 13485 and EN 1SO 9001 standards



Ce

(APLA))

ANTI — FOSFOLIPIDOVE PROTILATKY IgG/IgM BloSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

Kod 44867 96 testov

Skladovanie pri 2 - 8°C

Reagencie na stanovenie anti fosfolipidovych protilatok
(APLA).
Vyhradne pre profesionalnu in vitro diagnostiku

ANTI — FOSFOLIPIDOVE

PROTILATKY
ELISA
Mikrotitracné dostiCky

12. Od¢itajte hodnotu absorbancie jednotlivych jamiek pri
450 nm pri pouziti Standardu S1 , alebo jamky s blankom
pre vynulovanie pristroja. Farba je stabilna najmenej
30minut.

VYPOCET

» Kvantitativne stanovenie : Na kalibraénu krivku vyznaéte
hodnoty absorbancie kazdého Standardu oproti koncentracii
APLA ( IgG alebo IgM, jednotky : U/ml). Koncentracia
protilatok pritomnych vo vzorke sa vypocita interpolaciou
absorbancie na kalibracnej krivke ( odporu€a sa pouzit 4-
parametricku, logisticku).

* Kvalitativne stanovenie : absorbanciu cut-off vypocitajte
nasledovne :

Assonm Cut-off = Ass0nm S3 x 0,8 (IgG)

Assonm Cut-off = Ass0nm S3 X 0,8 (lgM)

Vypocitajte absorbanény pomer =

Avzorky450nm
Acut—off 450nm

Ak su hodnoty absorbancii vy$Sie ako horny limit merania
readeru , nariedte vzorky reagenciou (B) a stanovenie opakujte.

REFERENCNE HODNOTY

Za pozitivne su povazované vzorky s koncentraciou vysSou
ako 10 U/ml, alebo ak je ich absorbanény pomer pre IgG a IgM
vyssi ako 1,0.

Za negativne su povazované vzorky s koncentraciou nizSou
ako 10 U/ml, alebo ak je ich absorban&ny pomer pre IgG a IgM
nizsi ako 1,0.

Uvedené hodnoty su orientatné, preto by si malo kazdé
laboratérium stanovit svoje vlastné rozmedzia.

KONTROLA KVALITY

Absorbancia blanku pre IgG i IgM by mala byt nizSia ako 0,15.
Absorbancia $tandardu S6 pre IgG i IgM by mala byt vy$sia ako
1,300.

Koncentracia pozitivnej kontroly (C+) by mala byt v rozmedzi
medzi 28 — 48 U/ml 1gG i IgM.

10 U/ml pre IgG i IgM.

Absorbanény pomer negativnej kontroly pre IgG i IgM (C-) by
mal byt nizsi ako 1,0.

Kazdé laboratérium by si malo stanovit’ svoju viastna vnuatorna
kontrolu kvality a postupy pre napravu pre pripad, Ze kontroly
nie su v toleranénom rozpati.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
+ opakovatelnost ( jednej vzorky) :

« reprodukovatelnost ( run to run) :

APLA (IgG) APLA (IgM)
U/ml CV% n U/ml CV% n
135 2,8 30 15,0 4,6 30
30,1 4,5 30 28,7 3,2 30
70,5 51 30 72,4 3,1 30

* detekény limit : 0,5 U/ml pre IgG i IgM

« test APLA IgG/IgM detekuje iba autoprotilatky Specifické ku
fosfolipidom.

Ziadne skrizené reakcie proti anti - DNA a protilatkam
vyskytujacim sa pri syfilise neboli pozorované.

« interferencie : hemoglobin do 1000mg/dl, bilirubin do
40mg/dl, triglyceridy do 3000mg/dl neinterferuju. Niektoré
druhy liekov a dalSich latok mézu interferovat.

Rozsah merania : 0,5 — 100 U/ml pre IgG i IgM. Ak ziskate
vysledky s vy$Sou hodnotou, zriedte vzorku riediacim
pufrom (B) a stanovenie opakuijte.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Pritomnost’ anti-fosfolipidovych protilatok (APLA) namierenych
proti roznym negativne nabitym fosfolipidom 2 v fudskom sére
alebo plazme sa vyuzivaju na diagnostiku antifosfolipidového
syndrému (APS). Tento syndrom je charakterizovany zvySenym
rizikom trombdzy, trombocytopénie a potratu a niekedy je
spojeny s autoimunitnymi ochoreniami ako je SLE a dalSie
neautoimunitné choroby.

Senzitivita BioSystems APLA 1gG bola pri antifosfolipidovom
syndréome 91,8% a Specificita 97,3%.

Studia bola vykonana s 223 klinickymi vzorkami.

V tej istej Studii v pripade izotypu IgM bola senzitivita 53,4% a
Specificita 96,7%. Detaily Studie su k dispozicii na vyziadanie.
Klinicka diagnéza by nemala byt stanovena len na zaklade
vysledku jediného testu, je potrebné zhodnotit' klinické i dalSie
laboratorne udaje.

POZNAMKY

1. Nezamienajte jednotlivé reagencie z roznych suprav.

2. Nepouzité jamky skladujte v plastikovom sacku s
exsikatorom.

3. Neposkodte vnutorny povrch mikrotitracnych dosticiek.

4. Premyvaci roztok z jamiek by mal byt celkom odstraneny.

5. Zastavovaci roztok enzymovej reakcie(F) musi byt
pipetovany do jamiek priblizne v rovhakom ¢asovom odstupe
ako substrat (E) v bode 9 Postupu prace.

APLA (IgG) APLA (IgM) LITERATURA
1. Butler JE. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. In: Howard
Uiml CVv% n Ufml cve% n GC ed. Methods in Nonradioactive Detection. Appleton &
13,5 6,4 24 15,0 4,2 24 Lange,1993.
2. Young DS. Effects of drugs on clinical laboratory tests, 5th
301 48 2 28,7 >8 2 ed. AACC Press, 2000.
705 3,1 24 72,4 6,3 24 3. Riley RS, Friedline J, Rogers JS 2nd. Antiphospholipid
antibodies: standardization and testing. Clin Lab Med 1997; 17:
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UPOZORNENIE
Slovensky preklad k 18.6.2018

Vzhladom Kk moznej inovacii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat' slovensky preklad s originalnym pribalovym
letdkom tak, Zze sa porovnaju identifikacné Cisla uvedené v
zapati. Origindlny navod najdete v suprave a na internetovej

adrese www.biosystems.es.
Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz.

Vyhradny distributor:

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

SK : JK-Trading spol.s.r.o., DIha 43, 900 31, Stupava
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informaéni stredisko (TIS), klinika

pracovniho lékafstvi VFN a LF UK, tel.: +420 224 91 92 93 a

+420 224 91 54 02

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