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Souprava a-Lactalbumin IgA ELISA (GD50)

Kvalitativni/Semi-kvantitativni test hladiny praitiek IgA v séru proti-lactalbuminu

Souprava a-Lactalbumin 1gG ELISA (GD51)

Kvalitativni/Semi-kvantitativni test hladiny praitiek I1gG v séru proti-lactalbuminu

proin vitro diagnostiku

061103

Pouziti

Souprava a-lactalbumin-lgA a a-lactalbumin-lgG Elisa
predstavuje rychlou metodu detekce protilatek v krevnim
séru vytvofenych proti a-lactalbuminu, jedné ze z&kladnich
slozek kravského miéka. Komponenty této soupravy jsou
uréeny pro in vitro diagnostiku.

Uvod

a-lactalbumin hraje roli pfi tvorbé lakt6zy prostfednictvim
galaktosyltransferazy.  Pfitomnost protilatek  proti  a-
lactalbuminu je bé&zny ndlez u pacientu, ktefi trpi intoleranci
vuci kravskému mléku. Lze detekovat jak protilatky tfidy 19G,
tak protilatky tfidy IgA.

V détstvi je intolerance mlééného proteinu charakterizovana
prajmem, zvracenim, kolikou a dermatitidou. U starSich déti
au dospélych se symptomy jako jsou kopfivka, artritida
a ekzémy Casto poji s imunitni reakci na mlééné proteiny.

Tento problém se obvykle vyresi, kdyZ je z pacientovy diety
vylou¢eno mléko a mlé¢né vyrobky.

Princip testu

Redé&né vzorky séra jsou inkubovény s a-laktalbuminem
fixovanym na povrch jamek mikrotitracni desticky. Po
promyti nenavazanych protilatek a slozek krevniho séra se
pridaji krali¢i protilatky proti lidskému IgA pfip. 1gG, které
jsou konjugovany s kfenovou peroxidazou. Tato vazba se
vytvari béhem druhé inkubace. Nenavazané komponenty se
opét odstrani promytim a poté se kdetekci vazby
specifickych protilatek pfida roztok obsahujici 3,3,5,5 -
tetramethylbenzidin (TMB) a substrat. Pfidanim stop roztoku
se enzymaticka reakce zastavi a vznikne pH pro vyvoj
zbarveni, které je nasledné méfeno pomoci readeru pfi 450
nm. Opticka densita je pfimo Umeérna k aktivité protilatek ve
vzorku.

Materidly dodavané v souprav €&

¢ Mikrotitra €ni desti ¢ka [12X8] odlamovacich prouzku
s jamkami, pfedem pokrytych a-lactalbuminem, spolu
s drzédkem ve hlinikové folii s desikantem.

¢ Reagens 1: Roztok pro fedéni vzorka, 150mM trispufr,
pH 7,2 s antimikrobni sloZzkou, 15nasobny koncentrat,
obsah 15 ml, barva modra, pfed pouZitim roziedte.

¢ Reagens 2: Promyvaci pufr, 15nasobny koncentrat,
150mM trispufr s detergentem, pH 7,2, obsah 75 ml,
pred pouzitim rozfedte.

¢ Reagens 3: Konjugat, krali¢i protilatky proti lidskému IgA
(zluty) nebo 1gG (Cerveny) konjugované s kfenovou
peroxidazou vroztoku  stabilizujicim  proteiny a
s antimikrobni sloZzkou, obsah 12 ml, pfipraven k
okamzitému pouziti.

¢ Reagens 4: TMB substrat, vodny roztok TMB a H202,
obsah 12 ml, pfipraven k okamzitému pouZiti.

¢ Reagens 5: Stop-roztok, 0,25M kyselina sirov4, obsah
12 ml, pfipraveno k okamzitému pouZiti.

e Standard 10 U/mi(IgA nebo IgG): 1 ml, 10mM trispufr
obsahujici lidské sérové IgA/IgG protilatky proti o-
lactalbuminu, pfipraven k okamzitému pouziti.

e Pozitivni kontrolni vzorek: 1 ml, 10mM trispufr
obsahujici lidské sérové IgA/IgG protilatky proti a-
lactalbuminu, pfipraven k okamzitému pouziti.

¢ Negativni kontrolni vzorek: 1 ml, 10mM trispufr
obsahujici  normélni  lidské  sérum, pfipraven
k okamzitému pouZiti.

¢ Navod k pouziti soupravy

DalSi pot Febné zafizeni

zkumavky pro Fedéni, odmérny valec pro pfipravu
promyvaciho pufru, pfesné pipety a dostatek jednorazovych
Spi¢ek pro objemy 10 pl, 100ul a 1ml, zafizeni na promyvani
mikrotitrac¢nich desti¢ek nebo vicekanalova pipeta nebo
promyvaci lahev, savy papir, ¢te¢ka (reader) mikrotitranich
desticek s filtrem 450 nm a pfipadné i s referenénim filtrem
620nm, Ize pouzit i vhodny automaticky systém.

zafizeni, at uz ruéni nebo automatizované by meélo
vyhovovat nasledujicim kritériim: pipety slepSi nez 3%
nepresnosti bez vzajemné kontaminace mezi pipetovanim;
promyvacka by méla byt schopna odstranit 99% tekutiny;
automat by mél byt schopen minimalizovat ¢as mezi
promyvanim a pfidanim dals$i reagencie.

Upozorn éni

Bezpe €nostni opat Feni

1. VSechny reagencie této soupravy jsou pouze pro
diagnostické pouziti in vitro.

2. Tento test by mél provadét pouze zkuSeny laboratorni
personal. Je nutné striktné dodrzovat protokol testu.

3. VeSkery material lidského pavodu pouZzity pro pfipravu
standardd a kontrolnich vzork(, které jsou soucasti
tohoto vyrobku byl otestovan na obsah protilatek proti
HIV, HbsAg a HCV, a byl shledan negativni. Zadna
testovaci metoda vSak nem(iZze poskytnout Uplnou jistotu,
Ze v materialu neni pfitomen infekéni agens. Proto by se
mélo s veSkerymi reagenty obsahujicimi material
lidského plvodu zachazet jako s materidly potencialné
infekénimi. Pracovnici by méli mit pfi praci se sérem
pacienta, nebo s produkty ze séra vyrobenymi, rukavice
a ochranny odév.

4. Reagenty této sady obsahuji antimikrobialni latky a roztok
substratu obsahuje 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin.
Zabrante kontaktu s pokozkou aocima. Pokud ke
kontaktu dojde, omyjte postizené misto velkym
mnoZzstvim vody.

5. Stop-roztok obsahuje 0,25molarni  kyselinu sirovou.
Zabrante kontaktu s pokozkou nebo jeho vniknuti do oci.
Pokud ke kontaktu dojde, omyjte postizené misto velkym
mnoZzstvim vody.

6. Jakakoli kapalina, ktera pfijde do kontaktu s potencialné
infekénim materidlem, musi byt zlikvidovana v kontejneru
s dezinfekénim  prostfedkem. Likvidace musi byt
provedena v souladu s mistni legislativou.

Technické poznamky

1. Prouzky (stripy) a roztoky by se nemély pouZzivat pokud
jsou sacky, ve kterych byly uloZzeny, poruSené, anebo
pokud prosakuiji.
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2. Pred pouzitim nechejte vSechny reagenty a mikrotitracni
desticku zahrat na pokojovou teplotu. Zabezpecte, aby
byl plastovy sacek obsahujici nepouzité prouzky
mikrotitracni desticky dobfe uzavien, a aby v ném bylo
vloZeno vysouSedlo. Skladujte je pfi teploté 2 — 8 C.

3. Pfi kazdém testu pouzijte i pozitivni a negativni kontrolni
vzorky, abyste mohli monitorovat stabilitu reagentd a
spravné provedeni testu.

4. Pfesné dodrzujte uvedené doby a teploty inkubace.

5. Zajistéte, aby nedoSlo ke kfizové kontaminaci mezi
jamkami. VSechny pipety a dalSi zafizeni pouzité pro
enzymaticky konjugat ukladejte zcela oddélené od
reagentu substratu.

6. PFi davkovani konjugatu nebo TMB substratu pipetou by
mélo byt nabrano takové mnozstvi reagentu, aby nebylo
nutno Spicku pipety opakované nofit do ampule s
reagentem. Nepouzity reagens nikdy nevkladejte zpét do
plvodnich nadob.

7. Mezi inkubaénimi kroky nenechavejte mikrotitraéni jamky
vyschnout.

8. Pfesné  dodrzujte  popsany  promyvaci  postup.
Nedostate¢né promyti muze zplsobit silny faleSny
signal.

9. Béhem vSech inkubaénich krokd zabrante osviceni
destiCky pfimym sluneénim svétlem nebo jejimu
vystaveni zdroji tepla.

10. Barevné uzavéry nasadte zpét na spravné ampule.
Zabranite tim kFizové kontaminaci.

11. Je dulezité davkovat do jamek vSechny vzorky pacienta
i vSechny kontrolni vzorky bez prodlevy. Proto se pred
zapocetim prace ujistéte, ze vSechny reagenty jsou
pripraveny k okamzitému pouziti.

Trvanlivost a skladovaci podminky

Po prevzeti soupravu skladujte pfi teploté 2 — 8 T. Po
otevieni jsou latky soupravy stabilni po dobu tfi mésicl
(nebo do konce exspira¢ni doby, pokud je tato kratSi nez tfi
mésice). Nepouzivejte soupravy s proSlou Ihdtou exspirace.
Zadnou Gast soupravy nezmrazujte. Zfedény promyvaci
roztok a fedicici roztok vzork( uloZeny v uzaviené lahvi pfi
teploté 2 - 8 T ma trvanlivost 3 m ésice.

Odbér a skladovani vzork

Pro dlouhodobé skladovani by vzorky séra mély byt ulozeny
pri teploté -20 . Po rozmrazeni se vzorky musi pfed
testem dobfe rozmichat. Opakované zmrazovani a
rozmrazovani maze ovlivnit vysledky testu. Nepfiznivy vliv na
vysledky maze mit i pfidani konzervacnich latek. Nemély by
se pouzivat vzorky mikrobialné kontaminované, tepelné
oSetfené nebo vzorky obsahujici pevné ¢astice. Vyhnéte se
pouzivani silné hemolyzovanych, ikterickych  nebo
lipemickych vzorku.

Priprava reagencii

1. Rozfedte roztok pro fedéni vzork( (Reagens 1) 1:14
destilovanou vodou. Pfipravte si dostate¢né mnozstvi
roztoku pro provedeni testu.

2. Rozfedte promyvaci roztok (Reagens 2) v poméru 1:14
destilovanou vodou. Pfipravte si dostate¢né mnoZzstvi
roztoku pro provedeni testu.

Pracovni postup

1. Nafedte vzorky séra 1:100 pomoci fediciho roztoku
vzrok( ( napf. 10ul vzorku a 1ml fediciho roztoku ).

2. Vyberte pocet stripi potfebny pro test.

3. Pro kvalitativni rozbor davkujte 100ul 10U/ml standardu,
positivni a negativni kontroly a kazdého narfedéného
vzorku do pfislusnych jamek.

Pro semi-kvantitativni rozbor, davkuijte také 100pl
zifedéného fediciho roztoku vzorkl jako nulovy
standard (OU/ml) .

4. Inkubujte destiCku pfi pokojové teplot¢ po dobu 30

minut .

5. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek a tfikrat
je promyjte v automatické promyvaéce mikrotitraénich
desticek nebo ruénim promytim (viz nize). Peclivé
promyti je klicem k dobrym vysledkim. Pfed dal$im
krokem osusSte jamky savym papirem. Nenechavejte
jamky vyschnout.

Postup pro ru €ni promyvani:
Jamky vyprazdnéte tak, Ze destiCku obratite. Pomoci
vicekanalové pipety nebo promyvaci lahve jamky naplrite
promyvacim pufrem. Opét jamky vyprazdnéte obracenim
destiky, a osusSte je savym papirem. Tento proces
opakuijte jeSté dvakrat.

6. Do kazdé jamky davkujte 100 pl konjugatu (Reagens 3).
Inkubujte desti¢ku pfi pokojové teploté po dobu 30
minut .

7. Po 30 minutach inkubace odsajte obsah jamek, a
peclivé je dGtyfikrat promyjte promyvacim pufrem.
Oklepejte destiCku na savy papir, abyste odstranili
posledni kapky promyvaci kapaliny.

8. Pomoci davkovaci pipety rychle do kazdé jamky
davkujte 100 ul TMB Substratu (Reagens 4). Inkubuijte
desti¢ku po dobu 10 minut .

9. Do kazdé jamky pridejte 100 ul Stop-roztoku (Reagens
5). Aby byly dodrzeny stejné doby reakce, mél by byt
stop-roztok davkovan do jamek ve stejném sledu jako
do nich byl davkovan TMB substrat.

10. Do limitu 10 minut odectéte optickou hustotu (OD)
kazdé jamky readerem sfiltrem 450 nm. Jako
referenéni vinovou délku Ize pouziti 620 nm.

Zabezpe éeni kvality

Data pro zabezpeceni kvality jsou uvedena na certifikatu
Sarze, ktery je prilozen k sad&. Ugelem pozitivniho
kontrolniho vzorku je sledovani, zda nedoSlo k vaznému
selhani reagenta.

Kazdéa jamka, ktera je podle spektrofotometru pozitivni, ale
nema viditelné zabarveni, by se méla z rubu vygistit, a méla
by byt znovu zméfena. Pokud by byly zjiStény hodnoty nizsi
nez nula, mély by byt zkontrolovany pouzité vinové délky,
reader by mél byt znovu nastaven na zakladni hodnoty
a méfeni by se mélo zopakovat

Interpretace vysledk

Kvalitativni

Porovnejte hodnoty OD vzork( od pacienta s hodnotami
standardu 10 U/ml. Vzorky s hodnotou niz$i nez je hodnota
standardu 10 U/ml jsou negativni. Vzorky s hodnotou vyssi
nez je hodnota standardu 10 U/ml jsou pozitivni.

Semi-kvantitativni index

lactalbumin-1gA/IgG index =
OD vzorku — OD 0U/ml standardu
OD standardu 10 U/ml — OU/ml standard

Index lactalbumin-IgA/IgG vySSi nez 1,00 indikuje pozitivni
vzorek.

Omezeni testu

Vysledky soupravy a- lactalbumin IgA/IgG se maji brat do
Gvahy spoleéné svysledky jinych testd a predevSim
s klinickymi projevy pacienta.

PFesnost
Koeficient odchylky v rdmci jednoho testu je mensi nez 5%

Koeficient odchylky v mezi rdznymi testy je mensi nez 12%

Shrnuti metody
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e Zfedte sérum fedicim roztokem (Reagens 1) v poméru
1:100.

¢ Pro kvalitativni postup napipetujte po 100ul 10U/ml
standardu, kontrol a nafedénych vzorki do jamek
mikrotitracni  destiCky. Pro semikvantitativni postup
napipetujte také 100 pl fediciho roztoku vzorkd jako
0U/ml standard.

¢ Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

e Trikrat promyjte jamky.

¢ Do kazdé jamky davkujte 100 ul konjugatu (Reagens 3).

¢ Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30 minut .

«  Ctyfikrat promyjte jamky.

¢ Do kazdé jamky davkujte 100 ul TMB Substratu
(Reagens 4).

¢ Inkubuijte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut .

e Do kazdé jamky davkujte 100 pl stop-roztoku
(Reagens 5).

¢ Do 10 minut zméfte optickou hustotu s pouzitim filtru
450 nm.
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