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UPOZORNENI! Preététe si bezpeénostni listy (SDS) a
dodrzujte pokyny pro manipulaci. Pouzivejte vhodné
ochranné bryle, odév a rukavice. Bezpecnostni listy (SDS)
jsou k dispozici na adrese thermofisher.com/support.

Popis vyrobku

Souprava Invitrogen™ Human MBL Oligomer ELISA je enzymové
vazany imunosorbéni test pro kvantitativni detekci lidského lektinu
vazajiciho mannan (MBL; nazyvaného také lektin vazajici manézu
nebo protein) v lidském séru nebo vSech typech plazmy.

Shrnuti

MBL je multimerni protein vazajici sacharidy, ktery je produkovan v
jatrech a vylucovan do krve, kde tvofi dulezity prvek vrozené imunitni
obrany proti napadajicim mikroorganismim. Jeho normainé
oligomerizované formy jsou spojeny se specifickymi serinovymi
proteazami (MASP), které se aktivuji, kdyz se MBL vaze na
mikrobialni sacharidové povrchy, které nasledné aktivuji komplement
prostfednictvim MBL nebo lektinové cesty.

Princip testu
Protilatka proti lidské monoklonalni protilatce detekujici doménu vazajici
sacharidy MBL se adsorbuje na mikrojamky.
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Obr. 1 Pokryta mikrojamka

Lidsky MBL pfitomny ve vzorku nebo standardu se vaze na
protilatky adsorbované na mikrojamkach.
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Obr. 2 Prvni inkubace

Po inkubaci se béhem promyvaciho kroku odstrani nenavazané
biologické slozky a poté se pfida protilatka anti-MBL konjugovana s
HRP, ktera se vaze na lidsky MBL zachyceny prvni protilatkou.

Pouze pro vyzkumné ucely. Neni ur€eno k pouziti pfi diagnostickych postupech.
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Obr. 3 Druha inkubace

Po inkubaci se béhem promyvaciho kroku odstrani nenavazana
protilatka proti MBL konjugovana s HRP a poté se do jamek pfida
roztok substratu, ktery reaguje s HRP.
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Obr. 4 Treti inkubace

Umérné mnozstvi lidského MBL pFitomného ve vzorku nebo
standardu se vytvori barevny produkt. Reakce se ukongi pfidanim
kyseliny a absorbance se méfi pfi 450 nm. Ze 7 standardnich fedéni
lidského MBL se pfipravi standardni kfivka a stanovi se koncentrace
lidského MBL.
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Obr. 5 Zastaveni reakce

Dodané reagencie

1 hlinikovy sacek s mikrotitraéni desti¢kou (12 prouzkd po 8 jamkach)
pokrytou monoklonalni protilatkou vici lidskému MBL.

1 lahvi¢ka (120 pl) konjugatu HRP monoklonalni protilatky proti MBL

2 lahvi¢ky standardniho lidského MBL lyofilizovaného, 80 ng/ml
po rekonstituci

1 lahvi€ka (50 ml) 20 x koncentratu pufru pro test (PBS s 1%
detergentem Tween™ 20, 10% BSA)

1 lahvicka (50 ml) 20 x koncentratu promyvaciho pufru (PBS s
1% detergentem Tween™ 20, 10% BSA)

1 lahvi¢ka (15 ml) roztoku substratu (tetrametylbenzidin)
1 lahvi¢ka (15 ml) zastavovaciho roztoku (2M kyselina
chlorovodikova)

4 lepici félie


http://thermofisher.com/support

Pokyny pro skladovani soupravy ELISA

Reagencie soupravy skladujte pfi teploté 2 °C az 8 °C. Promyvaci pufr
je po nafedéni stabilni po dobu 12 tydn(. Reagencie uchovavejte
mimo dosah tepla a pfimého slunecniho zafeni. Ihned po pouziti by se
mély zbyvajici reagencie vratit do chladnicky (2 °C az 8 °C).
Zkontrolujte datum expirace na obalu.

Expiraci slozek soupravy Ize zarucit pouze tehdy, pokud jsou slozky
spravné skladovany a pokud v pfipadé opakovaného pouziti jedné
slozky nedojde ke kontaminaci reagencie pfi prvni manipulaci.

Pokyny pro odbér a skladovani vzorku

Pro stanoveni MBL jsou preferovanymi matricemi vzork( sérum nebo
vSechny typy plazmy. VSechny vzorky se pfedem fedi v poméru 1:100
testovacim pufrem. Proto Ize 10 pl vzorku nafedit 990 ul testovaciho
pufru. Vzorky obsahujici viditelnou sraZeninu je tfeba pfed pouZzitim
vycistit. Nepouzivejte hrubé& hemolyzované nebo lipemické vzorky.
Vzorky by mély byt alikvotovany a musi byt uchovavany zmrazené pfi -
20 °C. Vyhnéte se opakovanym cyklim zmrazovani a rozmrazovani.
Zmrazené vzorky pomalu rozmrazujte pfi pokojové teploté a pred
pouzitim je opatrné promichejte.

Pozadované materialy, které nejsou soucasti
dodavky
* odmeérné pipety 5mla 10 ml
= nastavitelné jednokanalové mikropipety 5 pl az 1000 pl s
jednorazovymi Spickami
= nastavitelné vicekanalové mikropipety 50 ul az 300 pl s
jednorazovymi Spickami
= Zasobnik na vicekanalové mikropipety
= Kadinky, bariky a valce pro pfipravu reagencii
= Zafizeni pro podavani promyvaciho roztoku (vicekanalova
promyvaci lahev nebo automaticky promyvaci systém)
- Ctecka prouzk( s mikrojamkami schopna odegitat pfi vinové
délce 450 nm (620 nm jako volitelna referencni vinova délka)
= Voda destilovana ve sklenéné nadobé nebo deionizovana voda
» Statisticka kalkulacka s programem pro provadéni regresni analyzy

Bezpecnostni opatfeni pro pouZiti

= VsSechny reagencie je tfeba povazovat za potencialné
nebezpecné. Proto doporucujeme, aby s timto produktem
manipulovaly pouze osoby, které byly vyskoleny v laboratornich
technikach, a aby byl pouzivan v souladu se zasadami spravné
laboratorni praxe. Pouzivejte vhodny ochranny odév, napf.
laboratorni plast, ochranné bryle a rukavice. Je tfeba dbat na to,
aby nedoslo ke kontaktu s k(izi nebo o¢ima. V pfipadé kontaktu s
kGzi nebo ocima je okamzité omyjte vodou. Konkrétni pokyny
naleznete v bezpecnostnim listu (listech) a/nebo v
bezpecénostnich pokynech.

« Reagencie jsou uréeny pouze pro vyzkumné pouziti a nejsou
uréeny k pouziti v diagnostickych nebo terapeutickych postupech.

= Reagencie nemichejte ani nezaménujte s reagenciemi z jinych
$arzi nebo jinych zdrojl.

= Nepouzivejte reagencie soupravy po datu expirace uvedeného na
Stitku.

« Béhem skladovani nebo inkubace nevystavujte reagencie
soupravy silnému svétlu.

* Nepipetujte usty.

= Nejezte a nekuite v mistech, kde se manipuluje s reagenciemi
soupravy nebo vzorky.

« Zabrarite kontaktu kGize nebo sliznic s reagenciemi soupravy
nebo vzorky.

= P¥i manipulaci s reagenciemi soupravy nebo vzorky pouzivejte
gumové nebo jednorazoveé latexové rukavice.

= Zabrarite kontaktu roztoku substratu s oxida¢nimi €inidly a
kovy.

= Zabrarite rozstfiku nebo vzniku aerosolu.

= Aby se zabranilo mikrobialni kontaminaci nebo kfizové
kontaminaci reagencii nebo vzorkd, ktera by mohla znehodnotit
test, pouzivejte jednorazoveé pipetovaci Spicky a/nebo pipety.

= Pro davkovani konjugatu a substratové reagencie pouzivejte
Cisté, k tomu uréené zasobniky na reagencie.

< Pusobenim kyseliny se konjugat inaktivuje.

= Pro pfipravu Cinidla se musi pouzivat voda destilovana ve
sklenéné nadobé nebo deionizovana voda.

= Roztok substratu musi mit pfed pouzitim pokojovou teplotu.

- Dekontaminujte a zlikvidujte vzorky a vS§echny potencialné
kontaminované materialy, jako by mohly obsahovat infekéni
agens. Preferovanou metodou dekontaminace je
autoklavovani po dobu nejméné 1 hodiny pfi teploté 121,5
°C.

= Kapalné odpady neobsahujici kyseliny a neutralizované odpady
Ize smichat s chlornanem sodnym v takovém objemu, aby
vysledna smés obsahovala 1,0 % chlornanu sodného. Pro
ucinnou dekontaminaci vy¢kejte 30 minut. Kapalny odpad
obsahujici kyselinu musi byt pfed pfidanim chlornanu sodného
neutralizovan.

« Po zahdjeni testu by mély byt vSechny kroky dokonceny bez
preruseni.

= Absorbance je funkci inkubaéni doby a teploty. Pfed zahajenim
testu se doporucuje, aby byly pfipraveny vSechny reagencie,
odstranéna vicka, v8echny potfebné jamky zajistény v drzaku
atd. Tim se zajisti stejny €as pro kazdy krok pipetovani bez
preruseni.

* Obecné plati, Ze enzymaticka reakce je linearné umérna ¢asu a
teploté.

= DodrzZujte inkubaéni doby uvedené v této uZivatelské pfirucce.

= Doporucujeme provadét kalibraéni testy, kontroly a testy vzorkud
alespori ve dvou opakovanich (minimainé).

« Pro kazdy test musi byt vytvorena kalibracni krivka.

Nez zaCnete
» Pred zahajenim testovaciho postupu uvedte pufrové koncentraty
na pokojovou teplotu a poté je zfedte.
« Pokud se v pufrovych koncentratech vytvorily krystaly,
zahfivejte je opatrné, dokud se zcela nerozpusti.

Pfiprava reagencii
PFiprava promyvaciho pufru (1x)

1. Cely obsah (50 ml) koncentrovaného promyvaciho pufru (20x)
nalijte do Cistého odmérného valce o objemu 1000 ml a poté
doplrite destilovanou nebo deionizovanou vodou na konecny
objem 1000 ml. Jemné promichejte, abyste zabranili tvorbé
pény.

Promyvaci pufr (1x) Ize také pfipravit podle potfeby podle
nasledujici tabulky:

Koncentrat
Pocet prouzku promyvaciho Destilovana voda
pufru (20x) (ml)
1-6 25 475
1-12 50 950

2. Preneste do Cisté promyvaci lahve a skladujte pfi teploté 2 °C az

25 °C.

Poznamka: Promyvaci pufr (1x) je stabilni po dobu 30 dnu.

Priprava testovaciho pufru (1x)
1. Nalijte cely obsah (5 ml) koncentratu testovaciho pufru (20x) do
Cistého odmérného valce o objemu 100 ml, poté je doplite
destilovanou vodou na kone¢ny objem 100 ml. Jemné promichejte,
abyste zabranili tvorbé pény.

Testovaci pufr (1x) Ize také pfipravit podle potfeby podle

nasledujici tabulky:

Koncentrat
Pocet prouzki testovaciho pufru Destilovana voda
(20x) (ml)
1-6 2,5 47,5
1-12 5,0 95,0

2. Skladujte pfi teploté 2 az 8°C.
Poznamka: Testovaci pufr lezlje stabilni po dobu 30 dnd.

PFiru¢ka uzivatele k soupravée
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Pfiprava konjugatu HRP

Konjugat HRP pfipravte do 30 minut pouziti.

Roztok konjugatu HRP zfedte v poméru 1:100 testovacim pufrem (1x)
v Cisté plastové zkumavce podle nasledujici tabulky:

Pocet prouzki Konjugat HRP (ml) Testovaci pufr (1x) (ml)
1-6 0,06 5,94
1-12 0,12 11,88

Pfiprava lidského standardu MBL

1. Rekonstituujte lidsky standard MBL pfidanim destilované vody.
Poznamka: Objem pro rekonstituci je uveden na Stitku lahvicky
se standardem. Koncentrace rekonstituovaného standardu je 80
ng/ml.

2. Jemné promichejte, abyste zajistili Uplnou a homogenni
solubilizaci.

3. Nechte standard rekonstituovat po dobu 10-30 minut a poté jej
pred fedénim dobfe promichejte. Pfistupte k pfipravé
standardnich roztokd na mikrotitrani desti¢ce nebo ve
zkumavkach.

Po pouziti nelze zbyvajici standard skladovat a musi se zlikvidovat.

Pfiprava - fedéni externiho standardu
Oznacte 7 zkumavek, jednu pro kazdy standardni bod: S1, S2, S3,
S4, S5, S6, S7.
1. Pripravte sériova fedéni 1:3 pro standardni kfivku. Do zkumavky
S1 napipetujte 200 pl testovaciho pufru (1x).

2. Do zkumavek S2-S7 napipetujte 250 pl testovaciho pufru (1x).
3. Pipetujte 200 pl rekonstituovaného standardu (koncentrace =
80 ng/ml) do prvni zkumavky oznacené S1 a promichejte

(koncentrace standardu 1 = 40 ng/ml).

4. Do druhé zkumavky oznacené S2 odpipetujte 125 pl tohoto
roztoku a pred dal$im pfenosem dukladné promichejte.

5. Sériové fedéni opakuijte jesté pétkrat, abyste vytvofili body
standardni kfivky (viz Obrazek 6).
Testovaci pufr (1x) slouzi jako slepy pokus.

° (D 1:2 Zredény lidsky standard MBL (S1, 40 ng/ml)
- _ L. (@ Testovaci pufr (1x) 250 ul
6 ° > (3 Prenos 125 pl

@ Odstranéni 125 pl

Obr. 6 Zfedéné standardy - zkumavky

Spustte protokol testu
Pro optimalni provedeni testu je povinné protfepani.
1. Pred zahajenim testovaciho postupu vzorky pfedem nafedte
testovacim pufrem (1x) podle nasledujiciho schématu:
10 pl vzorku + 990 pl testovaciho pufru (1x)
2. Dvakrat promyjte prouzky s mikrojamkami pfiblizné 400 pl
promyvaciho pufru na jamku. Pfed odsatim nechte promyvaci pufr v
jamkach pusobit asi 10-15 sekund.

DULEZITE! Dbejte na to, abyste neposkrabali povrch mikrojamek.

3. Po poslednim promyvacim kroku jamky vyprazdnéte a poklepejte s
prouzky na savou podloZku nebo papirovy ubrousek, abyste
odstranili pfebyteény promyvaci pufr. Prouzky s mikrojamkami
pouzijte ihned po promyti.

Alternativné Ize prouzky s mikrojamkami polozit dnem vzhdru na
vlhky savy papir na dobu ne del$i nez 15 minut. Nenechte jamky
vyschnout.

Pfiru¢ka uzivatele k soupravé Human MBL Oligomer ELISA

4. Standardni roztok na mikrotitracni desti¢ce (alternativné Ize
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standardni roztok pfipravit ve zkumavkach, viz ,Pfiprava
externiho standardniho roztoku” na strané 3).

Do standardnich jamek A1 a A2 pfidejte duplicitné 75 pl
testovaciho pufru. Do standardnich jamek B1/2- G1/2 pfidejte
duplicitné 100 pl testovaciho pufru. Pipetujte 75 ul
rekonstituovaného standardu (viz, Pfiprava lidského standardu
MBL* na strané 3) duplicitné do jamek A1 a A2 (viz Tabulka
1). Obsah jamek A1 a A2 promichejte opakovanym nasatim a
vypusténim (koncentrace standardu 1, S1 = 40 ng/ml), poté
preneste 50 pl do jamek B1 a B2. Dbejte na to, abyste
neposkrabali vnitfni povrch mikrojamek.
Tento postup opakujte pétkrat, ¢imz vytvofite dvé fady
standardnich fedéni lidského MBL v rozmezi 40 az 0,05 ng/ml.
Odstrarite 50 pl obsahu z poslednich pouzitych mikrojamek (G1,
G2).

? (D 1:2 Zredény lidsky standard MBL (S1, 40 ng/ml)
"1 (@ Testovaci pufr 100 pl
I « " o (3 Pfenos 50 l

@ Odstranéni 50 pl

Obr. 7 Zfedéné standardy - mikrotitracni desticka

Tabulka 1 Pfiklad usporadani slepych vzorku, standardl a vzorkd v
mikrojamkovych prouZzcich.

1 2 3 4
A 4%t,ggd%7m1| 4%fggdna;mll Vzorek 1 Vzorek 1
L s | o
| TS| S| s | v
O | igngmi | vagngm | Vaoreke | Vioreks
S s | vees | vows
F | odngm | otengmi | VerKS | Vaoreke
o | Sl | SR | v | v
Blank Blank Vzorek 8 Vzorek 8

V pfipadé externiho standardniho fedéni napipetujte 100 ul téchto
standardnich fedéni (S1 - S7) do standardnich jamek podle Tabulky 1.
Do slepych jamek pfidejte duplicitné 100 pl testovaciho pufru (1x).

Do jamek pro vzorky pfidejte duplicitné 50 pl testovaciho pufru (1x).
Do jamek pro vzorky pfidejte duplicitné 50 ul kazdého

predfedéného vzorku.

Zakryijte je lepici folii a inkubujte pfi pokojové teploté (18 °C az 25 °C)
po dobu 2 hodin na tfepa¢ce mikrodesti¢ek nastavené na 400 otacek
za minutu.

Odstrarite lepici folii a vyprazdnéte jamky. Ctyfikrat promyjte prouzky
s mikrojamkami pfiblizné 400 pl promyvaciho pufru na jamku,
pfitemz mezi jednotlivymi promyvanimi dikladné odsajte obsah
mikrojamek. Pfed odsatim nechte promyvaci pufr v jamkach plsobit
asi 10-15 sekund. Dbejte na to, abyste neposkrabali povrch
mikrojamek.

Po poslednim promyvacim kroku vyprazdnéte jamky a poklepejte na
prouzky s mikrojamkami

na absorpcni podlozce nebo papirovém ubrousku, abyste odstranili
prebyteény promyvaci pufr. Prouzky s mikrojamkami pouzijte ihned
po promyti. Nenechte jamky vyschnout.

Pripravte konjugat HRP (viz ,Pfiprava konjugatu HRP” na strané

3). Pridejte 100 pl pripraveného konjugatu HRP do vSech jamek.
Zakryijte je lepici folii a inkubujte pfi pokojové teploté (18 °C az 25
°C) po dobu 1 hodiny na tfepaéce mikrodestiek nastavené na 400
otacek za minutu.

Odstrarite lepici folii a vyprazdnéte jamky. Promyjte prouzky s
mikrojamkami 4krat podle popisu (viz krok 9). Ihned prejdéte k
dal$imu kroku.

Do v8ech jamek napipetujte 100 pl substratového roztoku TMB.



14. Inkubujte prouzky s mikrojamkami pfi pokojové teploté (18 °C az 25
°C) ve tmé bez tfepani po dobu 15 minut. Vyhnéte se pfimému
pUsobeni intenzivniho svétla.

Vyvoj barvy na desti¢ce by mél byt sledovan a reakce substratu by
meéla byt zastavena (viz nasledujici krok) dfive, nez pozitivni jamky
prestanou byt spravné zaznamenatelné. Stanoveni idealni doby pro
vyvoj barvy je tfeba provést individualné pro kazdy test.

Doporuéuje se pfidat zastavovaci roztok, kdyz nejvyssi standard
dosahne tmavé modré barvy. Alternativné Ize vyvoj barvy sledovat
pomoci ¢teCky ELISA pfi 620 nm.

15. Zastavte enzymovou reakci rychlym napipetovanim 100 pl
zastavovaciho roztoku do kazdé jamky. Je dulezité, aby byl
zastavovaci roztok rychle a rovhomérné rozptylen po celé jamce,
aby se
enzym zcela inaktivoval. Vysledky odectéte ihned po pfidani
zastavovaciho roztoku nebo do jedné hodiny, pokud jsou prouzky s
mikrojamkami ulozeny pfi teploté 2 °C az 8 °C ve tmé.

16. Odectéte absorbanci kazdé mikrojamky na spektrofotometru s
pouzitim 450 nm jako primarni vinové délky (pfipadné 620 nm jako
referencni vinové délky; pfijatelna je vinova délka 610 nm az 650
nm). Vygistéte ¢tecku desti¢ek podle pokynl vyrobce pomoci
slepych jamek. Stanovte absorbanci vzork(l i standard(.

Vypocet vysledku

1. Vypoditejte stfedni hodnoty absorbance pro kazdou sadu
duplicitnich standard(l a vzorkU. Duplikaty by mély byt v
rozmezi 20 % pramérné hodnoty.

2. Vytvorte standardni kfivku vynesenim primérné absorbance
pro kazdou koncentraci standardu na ordinatu proti koncentraci
lidského MBL na abscisu. Nakreslete kfivku nejlepsiho
pfizplsobeni bodum grafu (doporucuje se pétiparametrova
kfivka pfizplsobeni).

3. Chcete-li urcit koncentraci cirkulujiciho lidského MBL pro
kazdy vzorek, zjistéte nejprve stfedni hodnotu absorbance na
ordinaté a protahnéte vodorovnou ¢aru ke standardni kfivce.

V bodé pruseciku protahnéte svislou ¢aru na abscisu a
odectéte odpovidajici koncentraci lidského MBL.

4. Kazdou koncentraci ode¢tenou ze standardni kfivky vynasobte
faktorem Fedéni vzorku. Pokud byly dodrzeny pokyny v tomto
protokolu a vzorky byly fedény v poméru 1:200, vynasobte
kazdou koncentraci Cislem 200.

5. Doporu€ujeme, aby si kazdé testovaci pracovisté stanovilo
kontrolni vzorek o znamé koncentraci lidského MBL a provedio
tuto dodate¢nou kontrolu u kazdého testu. Pokud ziskané
hodnoty nejsou v o¢ekdvaném rozmezi kontroly, mohou byt
vysledky testu neplatné.

6. Reprezentativni standardni kfivka je znazornéna na Obrazku 8.

Poznamka: Tuto standardni kfivku nepouzivejte k odvozovani
vysledki testu. Kazda laboratof si musi pfipravit standardni kfivku
pro kazdou skupinu testovanych prouzkd s mikrojamkami.

10,000

1,000

0,100

Absorption 450nm

0,010
0,0 0,1 1,0 10,0 100,0

concentration(ng/ml)

Obr. 8 Reprezentativni standardni kfivka pro lidsky MBL. Lidsky
MBL byl fedén v sériovych trojnasobnych krocich v testovacim
pufru (1x).

Tabulka 2 Typické udaje pfi pouziti testu ELISA na lidsky oligomer
MBL.

ViInova délka méreni: 450 nm
Referencni vinova délka: 620 nm

Lidsky MBL O.D. pii | Stfedni O.D. .
ST (ng/ml) 450 nm | pfi 450 nm CIL (D)
1 40, gggg 3,093 0
00 '
2 13, igéi 1,808 1
30 ’
0,761
3 4(,)4 0.776 0,769 1
0,277
4 1é4 0.300 0,288 6
0,111
5 0é4 0.114 0,112 1
0,046
6 Oél 0.047 0,047 2
0,025
7 ’ 2 1
050 0.026 0,026
0,012
Blank 0 0.014 0,013 11

Hodnoty OD standardni kfivky se mohou lisit v zavislosti

na podminkach provedeni testu (napf. operator, technika
pipetovani, technika promyvani nebo vliv teploty). Kromé toho
muze doba skladovatelnosti soupravy ovlivnit enzymatickou
aktivitu, a tim i intenzitu barvy. Naméfené hodnoty jsou stale
platné.

Omezeni

* Vzhledem k tomu, Ze pfesné podminky se mohou u jednotlivych
testd lisit, musi byt pro kazdy test stanovena standardni kfivka.

= Bakterialni nebo plisfiova kontaminace vzorkd nebo reagencii
nebo kfizova kontaminace mezi reagenciemi maze zpUsobit
chybné vysledky.

= Uprednostriuji se jednorazové pipetové Spicky, banky nebo
sklenéné nadobi, opakované pouZitelné sklenéné nadobi se
musi pfed pouzitim umyt a dukladné oplachnout od vSech
detergentd.

« Nespravné nebo nedostatecné promyti v kterékoli fazi postupu
vede k fale$né pozitivnim nebo faleSné negativnim vysledkim.
Pfed davkovanim Cerstvého promyvaciho roztoku jamky zcela
vyprazdnéte, naplrite je promyvacim pufrem podle pokynd pro
kazdy promyvaci cyklus a nenechavejte jamky delSi dobu odkryté
nebo suché.

Vykonnostni charakteristiky

Senzitivita

Mez detekce lidského MBL definovana jako koncentrace analytu,
ktera vede k absorbanci vyznamné vyssi, nez je absorbance
fediciho média (prdmér plus 2 smérodatné odchylky), byla
stanovena na 102 pg/ml (prdmér 3 nezavislych testl).

Reprodukovatelnost

Intra-assay

Reprodukovatelnost byla hodnocena pomoci 6 opakovani 8 riznych
vzorkd obsahujicich razné koncentrace lidského MBL oligomeru.
Vypoéteny celkovy koeficient intra-assay byl 9,2 %.

Inter-assay

Reprodukovatelnost mezi testy v ramci jedné laboratore byla
hodnocena ve 3 nezavislych pokusech. Kazdy test byl proveden s

6 opakovanimi 8 rdznych vzorkd obsahujicich rizné koncentrace
lidského MBL oligomeru. Vypocteny celkovy koeficient inter-assay byl
6,2%.
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Paralelnost fedéni

Vzorky s raznymi hladinami lidského oligomeru MBL byly
analyzovany v sériovych trojnasobnych fedénich po 2 opakovanich.
Vytéznost se pohybovala v rozmezi 67-100 % s celkovou primérnou
vytéznosti 81 %.

Ocekavané hodnoty

Na pfitomnost lidského MBL byl testovan panel 40 vzorku (sérum a
plazma) od ndhodné vybranych zjevné zdravych darct (muzl a Zen).
Namérené hodnoty se mohou lisit v zavislosti na pouzitém odbéru
vzorkd.

_ Poget vzorki Prumez’rr:;/;ol;centrace
Sérum 40 4696
EDTA plazma 37 1109
Citratova plazma 40 1314
Heparinova plazma 40 3427

PFehled pfipravy reagencii

Promyvaci pufr (1x)

Pridejte koncentrat promyvaciho pufru 20x (50 ml) do 950 mi
destilované vody.

Promyvaci pufr (1x) Ize také pfipravit podle potfeby podle nasledujici
tabulky:

Koncentrat promyvaciho

Pocet prouzku pufru (20x)

Destilovana voda (ml)

1-6 25 475

1-12 50 950

Testovaci pufr (1x)

Pridejte koncentrat testovaciho pufru 20x (5 ml) do 95 ml destilované
vody.

Testovaci pufr (1x) Ize také pfipravit podle potfeby podle nasledujici
tabulky:

= g Koncentrat " A
Pocet prouzki testovaciho pufru (20x) Destilovana voda (ml)
1-6 2,5 47,5
1-12 5,0 95,0

Konjugat HRP
1. PFipravte roztok 1:100 konjugatu HRP v testovacim pufru (1x).

2. Roztok konjugatu HRP zfedte v poméru 1:100 testovacim pufrem
(1x) v Cisté plastové zkumavce podle nasledujici tabulky:

Podet prouzku Konjugat HRP (ml) TeStOV(anC“')pufr (1)
1-6 0,06 5.94
1-12 0,12 11,88

Standard lidského MBL

Rekonstituujte lyofilizovany standard lidského MBL destilovanou
vodou. (Objem pro rekonstituci je uveden na Stitku lahvicky se
standardem.)

Souhrn protokolu testu
1. Predfedte vzorek testovacim pufrem (1x) v poméru 1:100.
2. Urcete pocet potfebnych prouzkd s mikrojamkami.
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3. Standardni roztok na mikrotitraéni desti¢ce: Do standardnich
jamek Al a A2 pridejte duplicitné 75 pl testovaciho pufru (1x). Do
standardnich jamek B1/B2 - G1/G2 pridejte duplicitné 100 pl
testovaciho pufru (1x). Do prvnich jamek napipetujte 75 pl
rekonstituovaného standardu a vytvorte standardni fedéni
pfenesenim 50 pl z jamky do jamky. Z poslednich jamek
odstrarite 50 pl.

PFipadné externi standardni fedéni ve zkumavkach. Pipetujte
100 pl téchto standardnich roztokd do prouzkd s mikrojamkami.

4. Do slepych jamek pfidejte duplicitné 100 ul testovaciho pufru (1x).

5. Do ur€enych jamek pro vzorky pridejte duplicitné 50 pl
testovaciho pufru (1x).

6. Do ur€enych jamek pro vzorky pfidejte duplicitné 50 pl
predfedéného vzorku.

7. Zakryjte prouzky s mikrojamkami a inkubujte pfi pokojové teploté
(18 °C az 25 °C) po dobu 2 hodin na tfepacce mikrodestic¢ek
nastavené na 400 otacek za minutu.

8. Vyprazdnéte a 4x promyijte prouzky s mikrojamkami promyvacim
pufrem.

9. Priprava konjugatu HRP. Pridejte 100 pl pfipraveného konjugatu
HRP do vS8ech jamek.

10. Zakryjte prouzky s mikrojamkami a inkubujte pfi pokojové
teploté (18 °C az 25 °C) po dobu 1 hodiny na tfepacce
mikrodestiCek nastavené na 400 otacek za minutu.

11. Vyprazdnéte a 4x promyjte prouzky s mikrojamkami promyvacim
pufrem.

12. Do vSech jamek napipetujte 100 pl substratového roztoku TMB.

13. Inkubujte prouzky s mikrojamkami pfi pokojové teploté (18 °C az
25 °C) ve tmé bez tfepani po dobu 15 minut.

14. Do vSech jamek napipetujte 100 pl zastavovaciho roztoku.

15. Vyprazdnéte ¢teCku mikrojamek a zméfte intenzitu barvy pfi 450
nm.

Poznamka: Protfepani je povinné. Pokud byly dodrzeny pokyny v

tomto protokolu a vzorky byly nafedény v poméru 1:200, pak je tfeba

koncentraci odec¢tenou ze standardni kfivky vynasobit faktorem

fedéni (x 200).

Zakaznicka a technicka podpora

thermofisher.com/support.

= Celosvétova kontaktni telefonni &isla

= Informace o podpofe produktu
— Casto kladené dotazy k produktu
— Software, zaplaty a aktualizace
— Skoleni pro mnoho aplikaci a pfistrojd

« Objednavky a webova podpora

« Dokumentace k produktu
— Uzivatelské pfiruc¢ky, manuadly a protokoly
— Certifikaty analyzy
— Bezpecnostni listy (SDS; znamé také jako MSDS)

Poznamka: Pro ziskani bezpecénostnich listt pro reagencie a
chemikalie od jinych vyrobcu kontaktujte vyrobce.

Omezena zaruka na vyrobek

Spolecnost Life Technologies a/nebo jeji pfidruzené spolecnosti
poskytuji zaruku na své produkty, jak je uvedeno ve VSeobecnych
podminkach prodeje spolecnosti Life Technologies na
www.thermofisher.com/us/en/home/global/ terms-and-
conditions.html. V pfipadé jakychkoli dotaz(i kontaktujte spole¢nost
Life Technologies na www.thermofisher.com/support.
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