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1 Zaznamy o dokumente

Revizia €.: 1/2024
Datum uéinnosti: 1.1.2024
Popis zmien: Upravy a doplnenie podla aktualnych poZiadaviek

2  Ucel uréenia

Suprava je ur€ena na semikvantitativne stanovenie protilatok typu IgG proti antigénu
komplexu laktéza-protein vo vzorkach ludského séra v beznej populacii. Stanovenie
protilatok je =zalozené na imunoenzymatickej metdéde a sluzi ako rozSirenie

diagnostickych moznosti intolerancie kravského mlieka. Suprava je urCena len na
profesionalne diagnostické pouzitie in vitro v laboratoriu.

3 Popis

Laktoza alebo mlie€ny cukor je disacharid, ktory tvori 2-8 % pevnych latok v mlieku.
Kravské mlieko patri do skupiny potencialnych potravinovych alergénov, ktoré
vyvolavaju u precitlivenych jedincov chorobné stavy charakterizované abnormalnou
imunitnou odpovedou.

V ELISA supravach sa vyuziva fakt, Ze ak sa laktdéza, ako haptén naviaZze na protein
vznika komplex, ktory nasledne vyvolava imunitni odpoved (non-IgE mediovana
reakcia). Prepustanie komplexov haptén-protein a celkovo nutrientov do krvi pacienta
suvisi s priepustnostou Creva a zapalovymi ochoreniami Criev.

4 Princip testu

Stanovenie je zaloZené na principe nepriamej ELISA metddy na detekciu Specifickych
protilatok. Antigén je imobilizovany na povrchu jamiek mikrotitracnej dosticky.
Testované vzorky nariedeného fudského séra sa inkubuju v jamkach mikrotitracne;j
dosticky. V tejto faze dochadza k naviazaniu Specifickych protilatok z ludského séra
na imobilizovany antigén. Po inkubacii sa premytim odstrania nezreagovaneé
komponenty ludského séra a prida sa konjugat chrenovej peroxidazy s protilatkou proti
l[udskému imunoglobulinu IgG. Po inkubacii a odstraneni prebytoéného konjugatu sa
prida substrat TMB a enzymova reakcia sa zastavi pridanim kyseliny sirove,j.
Absorbancia testovanych vzoriek sa porovnava s absorbanciou kontrolnej vzorky cut
off. Intenzita sfarbenia je Umerna mnozstvu Specifickych protilatok pritomnych v sére.



5 Zlozenie supravy

PLATE Mikrotitracna dosticka potiahnuta antigénom 1ks

12x8 jamkoveé stripy umiestnené v ramiku, zabalené v ochrannom obale s vysuSadlom.

CONJUGATE| Konjugat HRP anti-lgG 1x12 ml

Roztok obsahujuci zvieraciu protilatku proti fludskému IgG znacenu peroxidazou.

Roztok je pripraveny na pouzitie.

SUBSTRATE| Substrat TMB 1 x8 ml

Roztok obsahujuci substrat TMB (3,37,5,5 - tetrametylbenzidin).

Roztok je pripraveny na pouzitie.

STOP | Kyselina sirova 1 x 8 mil

Roztok obsahujuci zastavovacie Cinidlo (zriedenu kyselinu sirovu).
Roztok je pripraveny na pouzitie.

CONTROL|CO| Kontrolna vzorka cut off 1x1ml

Roztok obsahujuci Specifické ludské protilatky IgG proti komplexu laktéza-protein
sluziaci ako kontrola cut off.

Kontrolna vzorka cut off je pripravena na pouZitie.

CONTROL|—| Kontrolna vzorka negativna 1x1ml

Roztok neobsahuijuci Specifické ludské protilatky IgG proti komplexu laktéza-protein
sluziaci ako negativna kontrola.

Kontrolna vzorka negativna je pripravena na pouzitie.

CONTROL|+| Kontrolna vzorka pozitivha 1x1ml

Roztok obsahujuci Specifické ludské protilatky IgG proti komplexu laktéza-protein
sluziaci ako pozitivna kontrola.

Kontrolna vzorka pozitivna je pripravena na pouzitie.

SAMPLEBUF| Zried'ovaci roztok 1x100 ml

Roztok obsahujuci TRIS-HCI timivy roztok, 0,02% timerosal a ruzové farbivo, pH
roztoku 7,0 £ 0,2.

Roztok je pripraveny na pouzitie.

WASHBUF | Vymyvaci roztok 1 x50 ml

Uhli¢itanovy timivy roztok s obsahom Tween 20 a 0,01% timerosalu, pH roztoku 9,6.
Koncentrovany roztok pred pouzitim zriedte podla popisu v bode 10 tohto navodu.

Osvedcenie o suprave 1 ks



6 Material potrebny, ale nedodavany

Pre ruéné spracovanie supravy:

Jedno a viackanalové pipety
Spicky pre jednorazové pouzitie
Premyvacie zariadenie
Casovac alebo stopky

Spektrofotometer pre mikrotitracné dosticky

Pre automatizované spracovanie supravy:

Automatizovany systém na spracovanie suprav ELISA

Jednorazovy material podfa poZiadaviek automatizovaného systému

7 Skladovanie a doba exspiracie

Pri dodrzani skladovacich podmienok je suprava stabilna do datumu uvedenom na
obale. Supravu skladujte pri teplote od +2°C do +8°C na suchom mieste. Supravu
nezmrazujte. Po otvoreni ochranného obalu mikrotitracnej dosticky odporu¢ame stripy
spotrebovat do 1 mesiaca.

8 Upozornenie

Suprava je uréena len na profesionalne diagnostické pouzitie in vitro v laboratériu.
Pozorne si precCitajte navod na pouZzitie.

Pre spravne spracovanie supravy je potrebné vykonat vSetky kroky presne podfa
navodu na pouZitie.

Nepouzivajte mikrotitracnu dostiCku, ak je ochranny obal poskodeny.

Pred spracovanim supravu vytemperujte na laboratérnu teplotu, t.j. na 18°C az 25°C.
PriloZzené vysusadlo v ochrannom obale mikrotitracnej platniCky nepouzivat.

Suprava je ur€ena len na jedno pouZzitie.

Pomoc a vigilancia

Pre Ziadost' o technicku pomoc, alebo pripadny vyskytu zavaznej nehody kontaktujte
vyrobcu na emailovej adrese biogema4@biogema.sk, pripadne telefonicky na +42155
6228 131. Pri vyskyte zavaznej nehody je pouzivatel tejto supravy povinny takuto
udalost’ nahlasit aj na tel. Cisle +421250 7012 15, e-mailom na pomocky@sukl.sk
dozornému organu SUKL, Kvetna 11, 825 08 Bratislava a vzdy postupovat podla
regulacnych poziadaviek v platnom zneni.


mailto:biogema4@biogema.sk
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Bezpednost pri praci

Jednotlivé substancie supravy obsahuju konzervacné Cinidla azid sodny a timerosal.
Azid sodny reaguje s olovom a medou za vzniku vybusnych azidov. Azid sodny
a timerosal mézu pri priamom kontakte s pokozkou spésobit’ podrazdenie. V pripade
kontaktu s pokozkou postihnuté miesto vymyte velkym mnozstvom vody. Kyselina
sirova obsiahnuta v stop &inidle[ STOP_|v koncentracii 0,5 mol.I! méze pri priamom
kontakte s o€ami, alebo koZou spdsobit podrazdenie. V pripade zasiahnutia o€i, alebo
koze postihnuté miesto vymyte velkym mnozstvom vody.

Azid sodny, timerosal a kyselina sirova, v koncentraciach pouzitych v suprave, su
zdraviu Skodlivé. Vzhlfadom k nizkemu obsahu Skodlivych latok v substanciach
supravy zivotné prostredie nie je ohrozené. PodrobnejSie informacie je mozné ziskat
z kariet bezpecnostnych udajov jednotlivych substancii.

Infek&né a mikrobialne rizika

Kontrolné vzorky a Standardy obsahuju fudské sérum. Ludské sérum pouzité na
pripravu tychto substancii vykazovalo negativny vysledok testu na pritomnost
antigénu HBsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV. Napriek negativnemu testovaniu pouzitych sér
je potrebné s tymito substanciami pracovat ako s potencialne infekEnymi - pri praci
pouZzivajte jednorazové ochranné rukavice.

Likvidacia odpadu

Nepouzité zvySky pacientskych vzoriek a substancie obsahujuce ludské sérum
likvidujte ako infekény material.

Nepouzité zvySky supravy obsahujuce nebezpecné chemické latky odporuCame
zlikvidovat v sulade s miestnymi poziadavkami a v sulade s ustanoveniami zakona NR
SR 6.223/2001 Z.z. a vyhlasky MZP SR &. 365/2015 Z.z. v platnom zneni.

Nekontaminovany kartonovy obal supravy vhodte do prislusnej recyklacnej nadoby.



9 Priprava vzoriek

Sulprava je uréena na stanovenie vzoriek ludského krvného séra. Cerstvé vzorky sa
v priebehu stanovenia uskladnuju do 72 hodin pri teplote od +2°C do +8°C. Vzorky
séra sa dlhodobo uskladriuju pri - 20°C. Vzorky séra po rozmrazeni nie je mozné
opakovane zamrazit. Na stanovenie nepouZivajte lipemické, hemolyzované, iktericke,
alebo inak kontaminované krvné séra.

Pacientské séra sa riedia v pomere 1:101, tj. 10 ul pacientského séra sa zriedi
pridanim 1ml zriedovacieho roztoku. Takto zriedené pacientské séra su pripravené na
pouzitie.

10 Priprava pracovnych roztokov

Vymyvaci roztok pred pouzitim zriedte v pomere 1:20 ( 1 diel roztoku a 19 dielov
destilovanej vody). Obsah flfasticky vymyvacieho roztoku (50 ml) doplrite do 1000 ml
destilovanou vodou. Roztok je po zriedeni stabilny 1 tyzden pri skladovani v teplothom
rozmedzi +2°C do +8°C.

Standardy a kontrolné vzorky su nariedené v pracovnom pomere, dalej neriedit !
Konjugat HRP je nariedeny v pracovnom pomere, dalej neriedit’ !
TMB substrat je nariedeny v pracovhom pomere, dalej neriedit’ !

Kyselina sirova je nariedena v pracovnom pomere, dalej neriedit’ !

11 Pracovny postup

VSetky reagencie musia byt pred zaciatkom stanovenia vytemperované na laboratérnu
teplotu +18°C az +25°C. Nepouzité stripy uchovavajte v uzatvorenom obale
s vysuS$adlom v teplotnom rozmedzi od +2°C do +8°C.

1. Pipetujte do jamiek stripov:

- po 100 pl negativnej kontrolnej vzorky

- po 100 pl cut off kontrolnej vzorky

- po 100 pl pozitivnej kontrolnej vzorky

- po 100 pl zriedenych pacientskych vzoriek

2. Inkubujte 30 minut pri laboratornej teplote

3. Po ukonéeni inkubacie stripy 4 x dobre premyte zriedenym vymyvacim

roztokom.

Poznamka: Pokial nie je k dispozicii premyvacie zariadenie pre mikrotitracné dosticky,
premyvanie spociva v napipetovani 250 ul zriedeného vymyvacieho roztoku do vSetkych
Jjamiek. Po 30 sekundach sa vymyvaci roztok zo stripov prudko vyleje a okreje doStiCky sa
ususia filtracnym papierom.




4. Do jamiek napipetujte po 100 pl konjugatu HRP anti-lgG a inkubuijte pri

laboratornej teplote 30 minut.

5. Stripy znova 4 x dobre premyte zriedenym vymyvacim roztokom

6. Do jamiek napipetujte bez prerusenia po 50 ul substratu TMB. Pipetovanie musi

byt ukonéené do 2 minut !

7. Vyfarbuje sa 15 minut v tme.

8. Po uplynuti doby vyfarbenia sa reakcia zastavi pridanim 50 yl kyseliny sirovej

do kazdej jamky.

9. Intenzitu sfarbenia merajte na fotometrickom ¢itadi mikrotitracnych dosticiek pri

vinovej dizke 450 nm.

Ako referenény filter méze byt pouzity filter s vinovou dizkou od 600 do 690 nm. Meranie
ukoncite najneskdr do 1 hodiny po skonéeni vyvyjania, dostiCku medzitym uchovavajte v tme.

12 Pipetovacia schéma
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NC 100 pl
Cco 100 pl
PC 100 pl

P1 - Py 100 pl

Popis

Kontrolna vzorka negativna
Kontrolna vzorka cut off
Kontrolna vzorka pozitivna

Zriedené pacientské vzorky



13 Kontrola kvality a validacia testu
Absorbancia negativnej kontrolnej vzorky by mala byt nizSia ako 0,5.
Absorbancia kontrolnej vzorky cut off by mala mat minimalne 2x hodnotu cut off.

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 osvedceni o suprave.

14 ZjednodusSena pracovna schéma spracovania supravy

ARR

] Trni
01. Pipetujte po 100 pl /kontrolné vzorky, pacientské vzorky/ 100 LLIILLL
ICONTROL|=| |[CONTROL+ CONTROLl‘_:O

2. Inkubujte 30 minut pri laboratornej teplote 30 min. @
18 - 25°C

3. 4x dobre premyte vymyvacim roztokom /1250 pl, reakény ¢as 30 s/, -lﬂ-‘ﬂliﬁl-}‘ MTJIE

4. Pipetujte po 100 pl /konjugat HRP /100 pi | A !1“1

5. Inkubuijte 30 minut pri laboratérnej teplote 150_ f;;’c‘,-c @

6. 4x dobre premyte vymyvacim roztokom /250 pl, reakény ¢as 30 s/ 4 x -‘!v‘!‘lﬁ‘-ﬁ‘ MTJTL.'

[ j 3 |IRERRRAR

7. Pipetujte po 50 ul /[substrat TMB/  5q i | [ARARAN
8. Inkubujte 15 minut pri laboratérnej teplote v tme < 15 min.

2N i (O

9. Pipetujte po 50 ul /Kyselina sirova/ o YRARAARRR!

R

10.Vyhodnotenie vysledku [fotometricky &itad s vinovou diZzkou 450 nm/ 450 nm i/ L L




15 Interpretacia vysledkov

Vypocitajte priemerné absorbancie pre vSetky kontrolné vzorky a pacientskeé séra.
Vypocitajte index pozitivity podla vzorca:

A vzorky

A cut off

IP =

Oc¢akavané hodnoty:

Ocakavané hodnoty u zdravej populacie su negativne.

Odporuc¢ame hodnotenie pomocou vypocitanych indexov pozitivity :

Index pozitivity negativhych hodnét <1
Index pozitivity hraniénych hodnot 1-1,3

Index pozitivity pre pozitivhe hodnoty >1,3



16  Parametre analytického vykonu

Analyticka citlivost : 0,012 IP
Opakovatelnost (Intra-assay) 5,69 %
Reprodukovatelnost’ (Inter-assay) 6,70 %
Presnost 8,35 %

Suprava je Specificka pre ludsky imunoglobulin triedy IgG

17  Odporué€ania pri praci so supravou

Pri spracovani supravy odporu¢ame dbat na désledné vykonanie jednotlivych krokov
definovanych v pracovnom postupe, ako je spravne pipetovany objem substancii,
presné dodrzanie inkubacnych Casov a dosledné premytie a odsatie vymyvacieho
roztoku z jamiek v procese premyvania. Nespravne premytie mikrotitracnych jamiek ,
pripadne vynechany cyklus, €i krok premyvania, ma priamy vplyv na stanovené
hodnoty absorbancii.

Pred spracovanim supravy odporu¢ame dbat na dobré vytemperovanie substancii
a mikrotitraCnej dosticky. Zlé vytemperovanie substancii ma priamy vplyv na presnost
merania.

Pre pripravu vymyvacieho roztoku pouzivajte vysoko kvalitnu destilovanu vodu vhodnu
na laboratérne pouzitie.

Pri spracovani supravy dbajte na dodrzZiavanie spravnej laboratornej praxe.
Odporu¢ame pouzivat jednorazové pipetovacie SpiCky. Pre pipetovanie kazdej
substancie pouzite novu SpiCku pre eliminaciu kontaminacie vzoriek a substancii.

Supravu je mozné spracovat postupne. Nepouzité stripy uchovavat v hlinikovom
ochrannom obale spolu s vysuSadlom podfa podmienok skladovania uvedenych
v tomto navode na pouzitie. Pre kazdé spracovanie supravy odporu¢ame pouzit
a nariedit’ iba potrebné mnozstvo Cerstvych substancii.

Neodporu¢ame pouzivat uz nariedené, alebo inak pripravené substancie, ktoré boli
pripravené pre predchadzajuce spracovania (ani v pripade, ak boli uchovavané
v chladnicke).

Striktne odportuc¢ame pouzivat substancie iba v ramci prisluSnej Sarze a prislusnej
supravy (nesmu sa miesat substancie medzi roznymi Sarzami).

Odporu¢ame zabezpecit, aby substrat TMB nebol vystaveny sineénému Ziareniu
(pripadne umelému osvetleniu). Vanicku pre pipetovanie TMB roztoku nepouzivajte na
iné substancie.



Odporuéania pri praci so supravou v ELISA automatizovanych systémoch

Pri automatizovanom spracovani supravy odporuCame odsledovat Casovy priebeh
jednotlivych krokov spracovania a pripadne nastavit spravne Casové intervaly
jednotlivych krokov (hlavne po faze premyvania by mala byt hned pridana prislusna
substancia - konjugat HRP, substrat TMB).

Odporu¢ame skontrolovat spravny priebeh kazdého kroku spracovania - spravne
premytie, spravne pipetovanie objemov, spravy ¢as inkubacie a pod..

Nastavenie teploty v automatizovanom systéme musi byt zabezpecCené tak, aby bolo
v sulade s odporucanou teplotou uvedenou v tomto navode na pouzitie. Znizena
a zvySena teplota pri spracovani supravy ma priamy vplyv na stanovené hodnoty
absorbancii.

Odporu¢ame mat’ poc€as spracovania supravy uzatvoreny kryt automatu. Vystavenie
substratu TMB svetlu mdéze mat za nasledok znehodnotenie substancie s priamym
negativnym dopadom na vysledok spracovania.

Suprava je vhodna pre spracovanie na vSetkych typoch automatickych ELISA
analyzatoroch.

Pri nedodrzani pracovného postupu vyrobca nezodpoveda za spravnu funkciu
supravy.



18  Zoznam pouzitych symbolov
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