BIOGEMA

Garbiarska2,04001 KOSICE

ELISA-anti-GLIADIN nativny-II-G

IVD

96

REF|E-234




ELISA-anti-GLIADIN nativny-1I-G

( € Navod na pouzitie
REF E-234 96 jamiek
Suprava ELISA-anti-GLIADIN nativny-1I-G je uréené na kvantitativne stanovenie $pecifickych protilétok proti
gliadinu triedy |IgG v ludskom sére. Umozriuje stanovenie 40 neznamych vzoriek v duplikatoch.

Stanovenie anti-gliadinovych protilatok v ludskom sére sa vyuZiva na zlepSenie diagnostickych moznosti a na
monitorovanie lieCby celiakie. Celiakia je geneticky podmienené autoimunitné ochorenie deti a dospelych.
V eurdpskej populacii sa udava prevalencia celiakie 1:100 az 1:300. Pric¢inou choroby je intolerancia bielkovin
pSenice, jacmeria, raZe a ovsa . Intolerancia je na bielkoviny endospermu obilnych zin, tzv. glutén (lepok), z
ktorého sa da etanolom extrahovat gliadin, frakcia obsahujuca asi 50 proteinovych zlozZiek. V désledku
ochorenia vznika v sliznici tenkého ¢reva cely rad zmien od zvySeného mnoZstva interepitelialnych lymfocytov
az po hyperplaziu krypt a oploStenie klkov. Klinické priznaky celiakie su velmi variabilné a rozdielne u deti
a dospelych. K typickym priznakom patria hnacky, chudnutie, bolesti brucha, unava. K atypickym formam byva
zaradena dermatitis herpetiformis Duhring. Ochorenie sa méZe prejavit bolestami kosti, stagnaciou rastu,
oneskorenou pubertou, infertilitou, opakovanymi potratmi, anémiou, osteoporézou, atd. Obavanymi
komplikaciami celiakie su gastrointestinalne karcindmy a lymfémy. LieCba spociva v dodrZiavani diéty s prisnym

vylucenim gluténu zo stravy pacienta.

PRINCIP

Stanovenie je zalozené na principe nepriamej ELISA
metddy na detekciu Specifickych protilatok. Antigén je
imobilizovany na povrchu jamiek mikrotitracnej
dostiCky. Testované vzorky nariedeného [ludského
séra sa inkubuju v jamkach mikrotitraCnej dosticky.
V tejto faze dochadza k naviazaniu Specifickych
protilatok z fudského séra na imobilizovany antigén.
Po inkubacii sa premytim odstrania nezreagované
komponenty fudského séra aprida sa konjugat
chrenovej peroxidazy s protilatkou proti fudskému
imunoglobulinu 1gG. Po inkubacii a odstraneni preby-
toCného konjugatu sa prida substrat TMB a enzy-
mova reakcia sa zastavi pridanim kyseliny sirovej.
Absorbancia testovanych vzoriek sa porovnava s ab-
sorbanciou Standardov. Intenzita sfarbenia je umerna
mnozstvu Specifickych protilatok pritomnych v sére.

ZLOZENIE
Nezamienat substancie z inych stprav!

1. Mikrotitraéna dosticka
12 ks 8-jamkovych lamatelnych stripov aktivovanych
antigénom.

2. Standardy
6 frasticiek, (6 x 1 ml) s roztokmi Specifickej protilatky
proti gliadinu triedy IgG. Koncentracia Standardov 0 —
5— 10 — 20 — 40 — 80 U.mlL, Standardy su vyriedené
v zriedovacom roztoku, pripravené na pouzitie.

3. Kontrolné vzorky
2 flasticky, 1 ffasticka (1 ml) s kontrolnou vzorkou
negativnou a 1 ffasdticka (1 ml) s kontrolnou
vzorkou pozitivnou, su vyriedené v zriedovacom
roztoku, pripravené na pouzitie. Koncentracie kon-
trolnych vzoriek su uvedené v OsvedCeni o suprave.

4. Substrat TMB
1 frasticka (8 ml) s TMB (3,3,5,5-
tetrametylbenzidin). Je pripraveny na pouZitie.

5. Zried’'ovaci roztok
1 ffasticka (100 ml) s TRIS-HCI timivym roztokom
s obsahom bovinného sérového albuminu, 0,2%
azidu sodného, 0,02% timerosalu a modrého farbiva,
pH 7,0 £ 0,2. Je pripraveny na pouzitie.

6. Vymyvaci roztok
1 flasticka (50 ml). Obsah flasticCky s vymyvacim
roztokom doplrite do 1000 ml destilovanou vodou.

7. Konjugaty
1 flasticka (12 ml) s konjugatom HRP-anti-IgG. Je
pripraveny na pouzitie.

8. Kyselina sirova
1 flasticka (8 ml) s roztokom 0,5 mol.lt kyseliny
sirovej. Je pripraveny na pouzitie.

PRIPRAVA VZORIEK

Suprava je ur¢ena na stanovenie vzoriek krvného
séra. Cerstvé vzorky sa v priebehu stanovenia
uskladnuju do 72 hodin pri 2-8 °C. Vzorky séra sa
dlhodobo uskladnuju pri -20°C. Tieto po rozmrazeni
viackrat nezamrazujte. Na stanovenie nepouzivajte
lipemické, hemolyzované alebo kontaminované krvné
séra. Pacientske séra sa riedia 1:101, t.j. 10 pl séra
sa zriedi pridavkom 1 ml zriedovacieho roztoku.

DOPORUCENIE PRE PRACU SO SUPRAVOU
- VSetky reagencie musia byt pred zaciatkom

stanovenia vytemperované na laboratornu
teplotu.

- VS8etky inkubacie sa robia pri laboratérnej
teplote 18 - 25°C.

- Odporu¢ame, aby sa Standardy, negativna,

pozitivna vzorka a pacientske séra spracovali
v duplikétoch.

- Pracujte s presnymi pipetami.

- Zabrarite mechanickému poskodeniu stripov.

- Nepouzité stripy uchovavajte v obale spolu
s vysuSovadlom.

- Po ukongeni premyvania je dolezité dokladne
odstranit vymyvaci roztok zo stripov.

PRACOVNY POSTUP
1. Pipetujte do jamiek stripov:
- po 100 ul Standardov
- po 100 pl negativnej kontrolnej vzorky
- po 100 pl pozitivnej kontrolnej vzorky
- po 100 pl pacientskych zriedenych vzoriek
2. Inkubujte 30 minut pri laboratérnej teplote.



3. Po ukonéeni inkubacie stripy 4x premyte

vymyvacim roztokom, pripravenym podla
navodu.
Poznamka: Pokial nie je kdispozicii $pecialna

premyvacka pre mikrotitratné dosticky, premyvanie
spocCiva v napipetovani cca. 250 ul vymyvacieho
roztoku do v8etkych pouzitych jamiek. Po 30
sekundach sa vymyvaci roztok zo stripov prudko
vyleje. Postup sa opakuje eSte 3x.

4. Po ukoneni premyvania mikrotitracnu
dostiCku otolte hore dnom a okraje osuste
filtraénym papierom.

5. Do jamiek napipetujte po 100 pl konjugatu

HRP-anti-lgG a inkubujte pri laboratornej
teplote 30 minut.
6. Stripy znova 4x premyte vymyvacim

roztokom a osuste podla bodu 4.

7. Do jamiek napipetujte bez prerusenia po 50
pl substratu TMB. Pipetovanie musi byt
ukon&ené do 2 minut!

8. Vyfarbuje sa 15 min v tme.

9. Reakcia sa zastavi pridanim 50 pl kyseliny
sirovej do kazdej jamky.

10. Intenzitu sfarbenia merajte na fotometrickom
CitaCi mikrotitracnych dostiCiek pri vinovej
dizke 450 nm. Ako referenény filter mdze byt
pouzity filter s vinovou diZzkou od 600 — 690
nm. Meranie ukoncite najneskér do 1 hod po
skonCeni  vyvijania. DostiCku medzitym
uschovajte v tme.

INTERPRETACIA VYSLEDKOV

- Ked nie je k dispozicii program na zostrojenie
kalibraCnej zavislosti, pouzite nasledovny postup.

- Vypocitajte priemerné absorbancie pre kazdy
Standard, kontrolné a pacientske vzorky.

- Nakreslite standardnu krivku na semilogaritmicky
papier vynesenim logaritmu  koncentracii
Standardov (U.ml?) na horizontalnu (x) os proti

priemernym  absorbanciam  Standardov  na
vertikalnu (y) os.
- Z krivky odcitajte hodnotu koncentracii

kontrolnych a pacientskych vzoriek. Tato hodnota
sa uz nenasobi riediacim faktorom.

OCAKAVANE HODNOTY

Oc¢akavané hodnoty uzdravej populacie su
negativne. AvSak, aj uasymptomatickych, zjavne
zdravych os6b moézu byt zvySené hladiny protilatok
proti gliadinu.

Odporu¢ame nasledovné hodnotenie pre protilatky
triedy 1gG:

Negativne hodnoty < 11 U.ml?

Hrani¢na hodnota 11 — 14 U.ml*

Pozitivne hodnoty > 14 U.ml?

Hodnoty boli ziskané spracovanim 400 sér zdravych
jedincov. Tieto hodnoty by mali byt povazované len
za orientatné. Kazdé laboratérium by si malo
stanovit vlastné rozpatie normalnych hodnét na
z&klade klinicky charakterizovanych vzoriek.
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KONTROLA KVALITY STANOVENIA

- Absorbancia nulového Standardu by mala byt menej
ako 0,2.

- Absorbancia najvysSieho Standardu by mala byt viac
ako 0,8.

- Hodnoty koncentracii negativnej a pozitivnej
kontrolnej vzorky sa musia pohybovat v intervale
koncentracii uvedenom v OsvedcZeni o suprave.

CHARAKTERISTIKA STANOVENIA
Standardizacia

Standardy v stprave ELISA-anti-GLIADIN nativny-II-
G su kalibrované proti internému referenénému
Standardu.

Meraci rozsah
5-80 U.ml?.

Citlivost’

Detekény limit stpravy je 4 U.ml?.

Specificita

Supravou stanovujeme protilatky triedy 1gG proti
antigénom gliadinu.

Opakovatelnost’

INTRA-
ASSAY A B c
Podet 16 16 16
stanoveni

Priemer 5,12 31,81 68,00
U.ml

SD U.mI™ 0,29 113 3,85
CV. % 5,66 3,55 5,37

Reprodukovatelnost’

INTER-

ASSAY A B c
Pocet 20 32 20
stanoveni

Priemer 5,48 31,76 66,76
u.mi

SD U.ml™ 0,53 2,25 4,88
CV. % 9,67 7,08 7,31
Recovery

Metddou Standardného pridavku sa ziskaju hodnoty 80 -
120%.




UPOZORNENIE

v platnom zneni

v plathom zneni

Suprava je urCena pre profesionalne in vitro
pouzitie v laboratoriu.

V pripade vyskytu neZiaducich prihod, tieto
hlaste na &. tel. +421 556228 131,
biogema4@biogema.sk

Jednotlivé  substancie  supravy  obsahuju
konzervacné ¢inidla azid sodny a timerosal. Azid
sodny reaguje solovom a medou za vzniku
vybuSnych azidov. Azid sodny a timerosal mézu
pri  priamom kontakte s pokozkou spoésobit
podrazdenie. V pripade kontaktu s pokozZkou
postihnuté miesto vymyte velkym mnozstvom
vody.

Kyselina sirovd, v koncentracii 0,5 mol.I't, méze
pri priamom kontakte s ofami alebo pokozkou
sposobit podrazdenie. V pripade zasiahnutia oci

alebo koze postihnuté miesto vymyte velkym
mnozstvom vody.
Azid sodny, timerosal akyselina sirova

v koncentraciach, ktoré su pouzité v suprave, su
zdraviu Skodlivé. Vzhladom k nizkemu obsahu
Skodlivych latok v substanciach supravy zivotné
prostredie nie je ohrozené.

Kontrolné vzorky a Standardy obsahuju ludské
sérum. Ludské sérum pouzité na pripravu
kontrolnych vzoriek a Standardov vykazovalo
negativnu reakciu na pritomnost antigénu
HBsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV. Ziadna metdda
stanovenia vSak nie je schopna dat stopercentnu
istotu, preto so substanciami obsahujucimi
[udské sérum pracujte ako s infekénym
materialom, pri praci pouzivajte rukavice.
Vyrobca rucéi za vysledky dosiahnuté ELISA-anti-
GLIADIN nativny-1I-G len v pripade dodrZiavania
navodu a skladovacich podmienok. Reagencie
nepouzivajte po uplynuti exspiracnej doby.
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LIKVIDACIA ODPADU

Nepouzité zvySky pacienstskych vzoriek a substancie
obsahujuce fudské sérum likvidujte ako infekény
material, ostatny material a nepouzité zvysky supravy
obsahujuce nebezpecné chemické latky odporu¢ame
tiez zabezpedit v sulade s ustanoveniami zakona NR
SR &. 223/2001 Z.z. a vyhlasky MZP SR ¢&. 284/2001
Z.z.

SKLADOVANIE A STABILITA

Supravu skladujte pri 2 - 8 °C. Doba exspiracie
supravy je 6 mesiacov odo dna vyroby, ak su
substancie v pévodnom stave. Neodporu¢ame
kombinovat' substancie viacerych Sarzi.
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Odporucania na spracovanie suprav
na ELISA automatoch.

Nastavenie teploty v automatizovanom systéme musi
byt zabezpeCené tak, aby bolo v sulade
s odporuc¢anou teplotou uvedenou v navodoch pre
spracovanie suprav.

Odporu¢ame zabezpecit aby substrat v automate
nebol vystaveny svetlu aaby sa tym eliminovala
moznost jeho znehodnotenia (zmodranie na svetle).
Odporu¢ame mat polas spracovania suUpravy
zatvoreny hlavny kryt automatizovaného systému.

Pre kazdé spracovanie supravy pouzit a nariedit iba
potrebné mnozstvo Eerstvych substancii. Ak uz
vzniknu prebytky z predchadzajucich merani (napr.
vymyvacieho roztoku, Standardov ...) neodporu¢ame
na dalSie pouZitie aj ked boli uskladnené v chlade.

Pred samotnym spracovanim v automatizovanom
systéme je dblezité dodrzat odporuCania ohladne
vytemperovania substancii (vplyv na presnost
merania) a mikrotitraCnej platnicky (eliminovat
moznost  kondenzatu po vybrati z uskladnenia
v chlade).

Substancie pouzivat iba v ramci prislusnej Sarze a
sUpravy (nesmu sa miesat substancie medzi roznymi
Sarzami)

Odsledovat Casovy priebeh jednotlivych krokov
vV ramci spracovania supravy v automatizovanom
systéme Ci koreSponduje s odporu¢anym postupom
uvedenym v navode (hlavne po faze premyvania by
mala byt hned pridana prislusnd substancia -
konjugat, substrat). V pripade nesuladu konzultovat
spravne programové nastavenia so servisnym
technikom.

Skontrolovat spravny priebeh kazdého kroku
spracovania supravy v automatizovanom systéme —
napr. nevSimnutie si, Ze su zlepené privodné hadicky
spbsobi zlé premytie platne.
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