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Stiprava ELISA-anti-OVALBUMIN-A je uréené na stanovenie $pecifickych protilatok triedy IgA v ludskom sére proti
ovalbuminu zo slepacieho vaje¢ného bielka. UmozZriuje v duplikatoch stanovit’ Specifické protilatky v 21 vzorkach

neznamych sér.

Velmi frekventovanou zloZkou potravy Cloveka su slepacie vajiCka. Ukazalo sa, Ze predovSetkym proteiny

Z vajecného bielka su schopné vyvolat’ u precitlivenych ludi alergiu.

Dnes je znamych okolo 40 réznych

proteinov z vaje¢ného bielka, ale len tri z nich su hlavnymi alergénmi. Su to ovalbumin, ovomukoid
a ovotransferin. Najvacsi podiel proteinového komplexu bielka slepacieho vajicka tvori ovalbumin, a preto ma aj
najvacsi vyznam z hladiska vyvolavania alergii u precitlivenych jedincov. V organizme sa tvoria Specifické
protilatky proti ovalbuminu réznych tried. Zvy$uju sa hladiny IgA, 1gG a IgE protildtok. Navonok sa alergia na
ovalbumin prejavuje réznymi symptémami — predovSetkym su to Zalidoéné tazkosti, zvracanie, kfce, vyrazky,
ekzém, opuch tvare, astma a pod. Alergia na vajicka sa vyskytuje tak u deti, ako i u dospelych fudi.

PRINCIP

Stanovenie je zalozené na principe nepriamej ELISA
metddy na detekciu Specifickych protilatok. Antigén je
imobilizovany na povrchu jamiek mikrotitracnej
dostiCky. Testované vzorky nariedeného [udského
séra sa inkubuju vjamkach mikrotitracnej dostiky.
V tejto faze dochadza k naviazaniu Specifickych
protilatok z ludského séra na imobilizovany antigén.
Po inkubéacii sa premytim odstrania nezreagované
komponenty fudského séra apridd sa konjugat
chrenovej peroxidazy s protilatkou proti fudskému
imunoglobulinu IgA. Po inkubacii a odstraneni
prebytoéného konjugatu sa prida substrat TMB
aenzymova reakcia sa zastavi pridanim kyseliny
sirovej. Absorbancia testovanych vzoriek sa
porovnava s absorbanciou kontrolnej vzorky cut off.
Intenzita sfarbenia je Umerna mnozstvu Specifickych
protilatok pritomnych v sére.

ZLOZENIE
Nezamienat’ substancie z inych suprav!

1. Mikrotitraéna dosti¢ka
6 ks 8-jamkovych lamatelnych stripov potiahnutych
antigénom.

2. Kontrolné vzorky
3 flasticky - 1 flasticka (1 ml) s kontrolnou vzorkou
negativnou, 1 flasticka (1 ml) s kontrolnou vzorkou
cut off (hraniénou) a 1 ffadtiCka (1 ml) s kontrolnou
vzorkou pozitivhou, su vyriedené v zriedovacom roz-
toku, pripravené na pouzitie. Absorbancie kontrolnych
vzoriek su uvedené v Osvedceni o suprave.

3. Konjugat HRP-anti-IgA
1 ffasticka (8 ml) s konjugatom HRP-anti-IgA. Je
pripraveny na pouZitie.

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

5. Zriedovaci roztok
1 flasticka (50 ml) s TRIS-HCI timivym roztokom
s obsahom 0,02% timerosalu a ruzového farbiva, pH
7,0 £ 0,2. Je pripraveny na pouZzitie.

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

7. Kyselina sirova
1 flasticka (8 ml) s roztokom 0,5 mol.I" kyseliny
sirovej. Je pripraveny na pouZzitie.

PRIPRAVA VZORIEK

Suprava je ur€ena na stanovenie vzoriek krvného
séra. Cerstvé vzorky sa v priebehu stanovenia
uskladiujua do 72 hodin pri 2-8 °C. Vzorky séra sa
dlhodobo uskladriuju 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 yl séra
sa zriedi pridavkom 1 ml zriedovacieho roztoku.

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

stanovenia vytemperované na laboratérnu
teplotu.

- VSetky inkubacie sa robia pri laboratdrnej
teplote 18 - 25°C.

- Odporu¢ame, aby sa kontrolné vzorky

a pacientske séra spracovali v duplikatoch.

- Pracujte s presnymi pipetami.

- Zabrarnte mechanickému poskodeniu stripov.

- Nepouzité stripy uchovavajte vobale spolu
s vysuSovadliom.

- Po ukon&eni premyvania je doblezité dékladne
odstranit vymyvaci roztok zo stripov.

PRACOVNY POSTUP
1. Pipetujte do jamiek stripov:
- po 100 ul negativnej kontrolnej vzorky do radu
A
- po 100 pl cut off vzorky do radu B
- po 100 pl pozitivnej kontrolnej vzorky do radu C
- po 100 ul pacientskych zriedenych vzoriek do
nasle-dujucich radov.
2. Inkubujte 30 minut pri laboratérnej teplote.
3. Po ukonceni inkubacie stripy 4x premyte

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

premyvacka pre mikrotitracné dostiCky, premyvanie
spocCiva v napipetovani cca. 250 ul vymyvacieho
roztoku do vSetkych pouzitych jamiek. Po 30
sekundach sa vymyvaci roztok zo stripov prudko
vyleje. Postup sa opakuje este 3x.
4, Po ukonCeni premyvania mikrotitracnu
dostiCku otolte hore dnom a okraje osuste
filtraénym papierom.



5. Do jamiek napipetujte po 100 upl konjugatu

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

roztokom a osuste podla bodu 4.

7. Do jamiek napipetujte bez prerusenia po 50

Ml substratu  TMB. Pipetovanie musi byt

ukon&ené do 2 minut!

Vyfarbuje sa 15 min v tme.

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

10. Intenzitu sfarbenia merajte na fotometrickom
CitaCi mikrotitracnych dosticiek pri vinovej
dizke 450 nm. Ako referenény filter méze byt
pouzity filter s vinovou dizkou od 600 — 690
nm. Meranie ukoncite najneskér do 1 hod po
skonCeni vyvijania. Dosticku medzitym
uschovajte v tme.
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INTERPRETACIA VYSLEDKOV

- Vypocitajte priemerné absorbancie pre vsSetky
kontrolné vzorky a pacientske séra

- Vypocitajte index pozitivity podfa vzorca:

_ A vzorky
Acut off

IP

IP = index pozitivity
A = priemerna absorbancia

OCAKAVANE HODNOTY

pocet pacientov
a
o

0,1 0,4 0,7 1 1.3 1,6

index pozitivity

Tieto hodnoty boli ziskané spracovanim 100 sér
zdravych jedincov. Hodnoty by mali byt povaZované
len za orientaCné. Kazdé laboratérium by si malo
stanovit vlastné rozpatie normalnych hodnét na
zaklade klinicky charakterizovanych vzoriek.
- Odporu¢ame hodnotenie pomocou vypocitanych
indexov pozitivity:

Index pozitivity negativnych hodnét < 1

Index pozitivity hrani¢nych hodnét 1 — 1,3

Index pozitivity pre pozitivne hodnoty > 1,3

KONTROLA KVALITY STANOVENIA

- Absorbancia negativnej kontrolngj
mala byt menej ako 0,5.

- Absorbancia cut off kontrolnej vzorky by mala
minimalne 2x hodnotu absorbancie negativnej
kontrolnej vzorky.

vzorky by

- Absorbancia pozitivnej kontrolnej vzorky by mala
dosahovat minimalne 1,5x hodnotu absorbancie
kontrolnej vzorky cut off.

- Hodnoty stanovené pri vystupnej kontrole
sUpravy su uvedené v OsvedcCeni o suprave.

Opakovatelnost’

INTRA-

ASSAY A B C
Pocet 16 16 16
stanoveni

IP priemer 0,222 0,940 1,349
IPSD 0,013 0,054 0,063
CV. % 5,85 5,74 4,67

Reprodukovatelnost’

INTER-

ASSAY A B C
Pocet 16 20 20
stanoveni

IP priemer 0,277 0,712 1,395
IP SD 0,033 0,095 0,178
CV.% 11,91 13,34 12,76
Recovery

Metddou Standardného pridavku sa ziskaju hodnoty 80 -
120%.

UPOZORNENIE

- Suprava je urlena pre profesionalne in vitro
pouzitie v laboratoriu.

-V pripade vyskytu neZiaducich prihod, tieto
hlaste na ¢. tel. +421 55 6228 131,
biogemad4@stonline.sk

- Jednotlivé  substancie  supravy  obsahuju
konzervacné Ccinidlo timerosal, ktoré moéze pri
priamom kontakte s pokozkou sposobit’

podrazdenie. V pripade kontaktu s pokoZkou
postihnuté miesto vymyte velkym mnozstvom
vody.

- Kyselina sirova, v koncentracii 0,5 mol.I'', méze
pri priamom kontakte s ofami alebo pokozZkou
sposobit’ podrazdenie. V pripade zasiahnutia oci
alebo koze postihnuté miesto vymyte velkym
mnozstvom vody.

- 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 obsahuju ludské sérum.
Ludské sérum pouzité na pripravu tychto
substancii  vykazovalo negativhu 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  fudské sérum pracujte ako
s infekénym materidlom, pri praci pouzivajte
rukavice.




- Vyrobca ruCi za vysledky dosiahnuté supravou
ELISA-anti-OVALBUMIN-A len v pripade
dodrziavania navodu a skladovacich podmienok.

LIKVIDACIA ODPADU

Nepouzité zvysky pacientskych vzoriek a substancie
obsahujuce [udské sérum likvidujte ako infekény
material, ostatny material a nepouzité zvysky supravy
obsahujuce nebezpelné chemické latky odporu¢ame
tiez zabezpedit' v sulade s ustanoveniami zakona NR
SR 8. 223/2001 Z.z. a vyhlasky MZP SR &. 284/2001
Zz.

SKLADOVANIE A STABILITA

Supravu skladujte pri 2 - 8 °C. Doba exspiracie
supravy je 6 mesiacov odo dfia vyroby, ak su
substancie v pévodnom stave. Neodporu¢ame
kombinovat' substancie viacerych SarZzi.

EN I1SO 9001
v platnom zneni

Certifikovany systém
manazérstva kvality
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Certifikovany systém
manazérstva kvality
pre zdravotnicke
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