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1 Urceny ucel pouziti
Imunoenzymaticka souprava pro screeningové stanoveni protilatek proti
Mycobacterium paratuberculosis v hovézim séru, plazmé a mléku.

2 Uvod

Paratuberkuldza (Johne’'s diseases) je ekonomicky ndkladné onemocnéni domdcich
prezvykavcl (zplsobované Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis; MAP)
Pavodce vyvolava nelécitelné onemocnéni skotu s velmi dlouhou inkubacni dobou
2 avice let. Zakladnim klinickym pfiznakem je vodnaty priijem s intenzivnim hubnutim
pfi zachovaném pfijmu potravy. Zvife hyne v pokrocilé fazi onemocnéni na vyCerpani.
V pribéhu vylucovani MAP v klinickém stadiu onemocnéni zvifata zacnou tvofit
protilatky proti plvodci onemocnéni. Tyto protilatky vsak kfizové reaguji s jinymi
mykobaktériemi. Tyto kfizové reagujici protilatky musi byt odstranény absorpci
séra/plazmy a mléka s M. phlei pred provedenim testu.

3 Princip testu

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek ve vzorku metodou EIA, typ
sandwich (tj. pevna faze snavazanym specifickym antigenem - protilatka
z vySetfovaného vzorku — znacena protilatka). Znacend protilatka (konjugat)
je zviteci imunoglobulinova frakce proti hovézimu imunoglobulinu konjugovana
kfenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB,
ktery zmodra v pripadé pozitivity. Cela reakce je ukoncena zastavovacim roztokem.
Dojde ke zméné modrého zabarveni na Zluté. Intenzita zlutého zabarveni se méfi na
fotometru (pfi vinové délce 450 nm) a je uUmérna koncentraci specifickych protilatek
pritomnych ve vzorku.

Pouzity antigen
Purifikovany a inaktivovany sekrecni antigen M. avium spp. paratuberculosis.
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4 Slozeni soupravy

MICROPLATE

Potazena desticka

s navdzanym antigenem, 12 x 8 jamek v sacku
se suSidlem

5 ks

NCS

Negativni kontrolni sérum

12krat koncentrované hovézi sérum
neobsahujici specifické protilatky

1x0,4 ml

PCS-L

Pozitivni kontrolni sérum limitni

12krat koncentrované hovézi sérum obsahuijici
specifické protilatky

1x0,4 ml

CONJUGATE

Konjugat

100krat koncentrované kozi nebo kralici
protilatky proti hovézimu imunoglobulinu
znacené peroxidazou

1x0,8ml

DILUENT 14

Redici roztok vzorka 14 (zeleny)

Pufr se stabilizatory bilkovin a extraktem M.
phlei, v pracovnim redéni

1 x 60 ml

CONJ. DILUENT 16

Redici roztok konjugatu 16 (modry)

Pufr se stabilizatory konjugatu, v pracovnim
redéni

1 x 60 ml

SUBSTRATE 5

TMB-Complete 5

Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H20,, v pracovnim fedéni

1 x 60 ml

WASH 20x

Promyvaci roztok

20krat koncentrovany pufr

2x 60 ml

STOP

Zastavovaci roztok

Roztok kyseliny, v pracovnim redéni

1 x 60 ml

Pracovni navod

1 ks

30.09.2021
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5 Dalsi potfebné vybaveni k provedeni testu

Jedno a vicekanalové pipety

Spicky pro jednorazové poufziti

Mikrotitra¢ni desticky

Promyvaci zafizeni

Stopky

Trepacka mikrotitracnich desti¢ek (pfi vySetfovani mensich soubor( vzorkd neni
nezbytna)

Fotometr pro mikrotitracni desticky

6 Skladovani a exspirace soupravy

Soupravu skladujte pri teploté +2 °C az +8 °C. Pri dodrzeni skladovacich podminek
plati exspirace uvedena na obalu soupravy. Po otevreni je doporuceno soupravu
spotiebovat do 3 mésicli. Souprava nesmi zmrznout!

Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek k vysSetfeni muUze byt pouZito krevni sérum, plazma a vzorky mléka
(individualni, smésné a bazénové). VysSetfované vzorky (sérum, plazma, mléko)
je mozno uchovavat pfi +2 °C az +8 °C maximalné 48 hodin.

Vzorky mléka mohou byt konzervovany napf. Bronopolem, BSM tablety. Takto
konzervované vzorky mléka je mozné skladovat pfi +2 ° C az +8 ° C maximalné 6 dn.

PFi delSim skladovani vzorky zmrazte na -20 °C.

7 Ptiprava pracovnich roztoku

Promyvaci roztok fredte 1:20. Napf. 60 ml koncentrovaného Promyvaciho
roztoku + 1140 ml destilované vody (pro 1 desticku 15ml Promyvaciho
roztoku + 285 ml destilované vody).

V lahvi¢ce s Promyvacim roztokem se mohou vytvorit krystaly soli. Tyto krystaly je
tfeba prfed pouzitim rozpustit zahfatim na vodni lazni. Roztok po naredéni je stabilni
jeden tyden pfi +2 °C az +8 °C.

Redici roztok vzorkd je jiz v pracovni koncentraci, dale nefedit!

Redici roztok konjugatu je jiz v pracovni koncentraci, dale nefedit!

Konjugat fedte 1:100 Redicim roztokem konjugdtu. Napf. 100 pl Konjugatu dopliite
Redicim roztokem konjugétu do celkového objemu 10 ml (pro jednu desti¢ku: 120 pl
do 12 ml, pro jeden strip 10 ul do 1 ml).

Redéni provadéjte nejdfive 10 minut pfed pouZitim. Dobfe promichejte!
TMB-Complete je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim redéni,
dale neredit!
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Zameénitelnost roztoku

TMB-Complete je v EIA soupravach TestLine zaménitelny, pokud ma stejné Ciselné
oznaceni. Promyvaci a Zastavovaci roztok je univerzalni ve vSech EIA soupravach
TestLine.

8 Redéni vzorkl a kontrolnich sér
Redici roztok vzorkd pfed pouZitim $etrné promichejte.

Redéni vzorkl a kontrolnich sér

Ddkladné promichané vzorky a kontrolni séra (PKS-L a NKS) fedte 1:12 Redicim
roztokem vzork:

napr.: 10 ul vzorku (kontrolniho séra) + 110 pl Rediciho roztoku vzorka.
Redéni provadéjte v jamkach ¢isté mikrotitraéni desticky — neni souéasti soupravy
(viz kapitola Pracovni postup). Dobre promichejte.

Naredéné vzorky je nutno vysetrit co nejdrive.

Priprava vzorkti mléka

Vzorky mléka se centrifuguji nebo nechaji sednout tak, ze se tuk oddéli od mlé¢ného
séra (tuk nahote, sérum dole). Pti pipetovani zavedte Spicku pod tuk, vysetfuje se
mlécné sérum.

Vzorky mléka (individudlni, smésné a bazénové) se vysetfuji fedéné 1:2 Redicim
roztokem vzorkt (napfr. 60 pl + 60 pl)

9 Pracovni postup

Vsechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a duUkladné
promichejte. NepouZijete-li celou desticku, zbylé stripy vratte zpét do obalu se
susidlem, hermeticky uzavrete a skladujte pfi +2 °C az +8 °C. DUsledné chrante pred
vlhkosti!

1. Davkujte kontroly a vzorky podle pracovniho schématu. Vzorky se pre-inkubuji
v nepotazené Cisté mikrotitracni desticce.
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Vzorky séra nebo plazmy

Pipetujte 10 pl Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (A1, B1).

Pipetujte 10 pl Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 2 jamek (C1, D1).
Pipetujte 10 ul testovanych vzork( do zbyvajicich jamek dle pracovniho schématu.
Pipetujte do viech jamek 110 pl Rediciho roztoku vzorku (zeleny roztok).

Obsah jamek dukladné promichejte (nejlépe za pouZiti trepacky mikrotitracnich
desticek).

Postup mUGZe byt i opaény tzn. napipetovat Redici roztok vzorkl a nasledné
kontrolni séra a vzorky.

Vzorky mléka

Pipetujte 10 pl Negativniho kontrolniho séra do 2 jamek (A1, B1).
Pipetujte 10 pl Pozitivniho kontrolniho séra limitniho do 2 jamek (C1, D1).

Pipetujte 60 ul testovanych vzork( mléka do zbyvajicich jamek dle pracovniho
schématu.

Pipetujte do jamek s kontrolnimi séry 110 pl Rediciho roztoku vzork( (zeleny
roztok)

Pipetujte do jamek se vzorky mléka 60 pl Rediciho roztoku vzorkd (zeleny roztok).
Obsah jamek dlkladné promichejte (nejlépe za poutziti tfepacky mikrotitracnich
desticek).

2. Inkubujte desti¢ky 5 — 45 minut pfi 21 °C (5 °C).

Pipetujte 100 ul naredénych vzork(i a kontrolnich sér na desti¢ku potazenou
antigenem.

4. Desticku prikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 21 °C (5 °C).

Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
plite po horni okraj. Na zavér dikladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materidlu. Dbejte na to, aby byly jamky se vzorky mléka dukladné promyty
(v jamce nesmi zlstat tukovy krouzek).

Davkujte do vSech jamek 100 pl pracovniho roztoku konjugatu.

Desticku prikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 21 °C (5 °C).

8. Odsajte obsah jamek a 4 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

plite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.
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9. Davkujte do vSech jamek 100 ul jednoslozkového substratu TMB-Complete. Pozor
na znecisténi — viz kapitola Technické pripominky.

10.Desticku prikryjte vickem a inkubujte 15 minut pfi 21 °C (5 °C). Sledujte pozorné
vyvoj modrého zbarveni, zejména v jamkach s pozitivnim kontrolnim sérem
limitnim.

11.Zastavte reakci pfidanim 100 ul Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi
a intervalech jako byl davkovan substrat.

12.Zmérte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztokl a to do
10 minut po zastaveni reakce.

V pripadé celkové slabsi reakce, zplisobené napft. nizsi laboratorni teplotou, je mozné

prodlouzit inkubaci se substratem az na 30 minut. Zastavte reakci v okamziku, kdy

intenzita zbarveni PKS-L odpovida 0,350 - 2,000.
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10 Pracovni schéma

Vysetreni séra
NKS 100 ul  fedéného NCS
PKS-L 100 ul  redéného |PCS-L

TS1-x 100 ul redéného testovaného séra
Vysetreni mléka

NKS 100 ul  redéného NCS
PKS-L 100 ul redéného |PCS-L

TS1-x 100 ul testovaného vzorku mléka
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11 Validita testu
Test je platny, jestlize:

Absorbance Pozitivniho kontrolniho séra limitniho je > 0,350.

0,350 < | PCS-L

Absorbance Negativniho kontrolniho séra je mensi nez 1/3ndsobek absorbance
Pozitivniho kontrolniho séra limitniho.

NCS | <1/3 x | PCS-L

Nejsou-li tyto pozadavky splnény, je vysledek testu neuspokojivy a musi byt opakovan.

12 Hodnoceni vysledkl
Vypocet poméru S/P
Absorbance vzorku - Primérna absorbance NKS

S/P = X 100 [%]
Prumérna absorbance PKS-L - Prumérna absorbance NKS

Interpretace vysledk( vySetreni sér uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledkul vysetieni sér

Pomér S/P [%] Hodnoceni

mensi nez 60 negativni
60az 70 hranic¢ni
vetsinez 70 pozitivni

V pfipadé hrani¢niho vysledku se doporucuje vysetreni opakovat z nového odbéru
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Interpretace vysledkl vySetieni vzorku mlék uvadéji tabulky (Tabulka 2 a Tabulka 3).

Tabulka 2 Interpretace vysledkt individudlnich vzorkt mléka

Pomeér S/P [%] Hodnoceni

mensi nez 30 negativni
vétsi nebo rovno pozitivni
30

Tabulka 3 Interpretace vysledkli smésnych a bazénovych vzorki miéka

Pomeér S/P [%] Hodnoceni

mensi nez 15 negativni
vétsi nebo rovno pozitivni
15

13 Charakteristiky soupravy

13.1 Specifita a citlivost

Diagnosticka specificita byla stanovena na panelu negativnich sér, pocet testovanych
sér byl 162. Diagnosticka citlivost byla stanovena na panelu pozitivnich sér, pocet
testovanych sér byl 136. Specifita a citlivost vychazeji ze zjisténych vysledk.

Specifita: 99,38 %
Citlivost: 99,26 %

13.2 Opakovatelnost

Vnitini opakovatelnost — Intra-assay byla stanovena testovanim vzork( rdznych
urovni reaktivity protilatek s alespon 16ti opakovanimi v jednom testu. Variacni
koeficient (CV) reaktivnich vzorku byl 6,59 %.

Vnéjsi opakovatelnost — Inter-assay byla stanovena testovanim vzork( rGznych
urovni reaktivity protilatek v 40ti rdznych testovacich cyklech. CV reaktivnich vzork
byl 3,90 %.
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14 Bezpecnost prace

Souprava je uréena pouze pro diagnostické ucely in vitro.

Séra, konjugat, redici roztok vzorkd a konjugdtu a veskery material prichazejici do
styku s vySetfovanymi vzorky je nutno povazovat za potencidlné infekéni.

Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu s kdzi.

Zastavovaci roztok obsahuje zfedény roztok kyseliny. PFfi praci stimto roztokem
chranite oci a pokozku!

Je nutné dodrZovat mistni predpisy tykajici se bezpecnosti prace.

Prvni pomoc

PFi zasazeni oCi vymyvejte velkym mnozstvim vlazné vody a vyhledejte lékarskou
pomoc. Pfi zasaZeni odévu a klize odloZte veskeré kontaminované obleceni. Pokozku
omyjte velkym mnozstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
sérum, pokozku dezinfikujte. Pfi ndhodném poziti vyplachnéte usta pitnou vodou
a vyhledejte lékarskou pomoc.

Likvidace zbytkli po provedeni testi

Veskeré pomlcky pouZité k provedeni testu je nutné povazovat vzhledem ke kontaktu
s biologickym materidlem za potencidlné infek¢ni. Proto je likvidujte spolecné
s biologickym odpadem.

Likvidace soupravy po exspiraci

Soupravu rozeberte na jednotlivé komponenty a zlikvidujte je jako biologicky
materidl. Obaly a zbytky oball likvidujte jako tfidény odpad podle mistnich predpist.
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15 Technické pripominky

Pro ziskdni spolehlivych vysledk(l je nutné presné dodriovani navodu. Pti praci
pouzivejte vidy pomlcky nejvy$si Cistoty. Davejte prednost jednorazovym
pomuckam.

Mikrotitracni desticka — pred otevienim nechejte vzdy sacek s mikrotitracni destickou
vytemperovat na laboratorni teplotu, aby nedoslo ke kondenzaci vodnich par na
povrchu desticky.

Promyvaci roztok — pro pfipravu promyvaciho roztoku v pracovnim fedéni pouZivejte
vysoce kvalitni destilovanou vodu.

Promyvani — dodrZujte predepsany pocet promyvacich cykld a jamky plnte vidy az po

horni okraj.

TMB-Complete — pipetovaci vanicku pro TMB-Complete nepouZivejte pro jiné

roztoky. Zbytek roztoku z pipetovaci vanicky nevracejte zpét do lahvicky.

Nereprodukovatelné vysledky mohou pochazet z metodickych chyb, zejména:

e nedostatecné promichani roztok( a vzork( pfed pouZitim

e zaména uzaveérl lahvicek

e pouziti stejné Spicky pfi pipetovani riznych roztoku

e vystaveni reagencii nadmérné teploté, bakterialni nebo chemické kontaminaci

e nedostatecné promyti jamek, neplnéni jamek az po okraj, Spatné odsati zbytkd
roztoku

e znecisténi okrajl jamek konjugdtem nebo vzorky

e zadména reagencii z rlznych SarZi souprav

e kontakt reagencii s oxidanty, tézkymi kovy a jejich solemi.

Soupravu je mozno zpracovavat postupné. Pro pfipravu pracovnich roztokd odeberte

jen takové mnozstvi reagencii, které bude spotfebovano pro analyzu.

Soupravu je mozno zpracovat na vSech typech automatickych ELISA analyzatord.
V pripadé potreby TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. nabizi certifikovanou modifikaci
pracovniho navodu pro konkrétni typ analyzatoru.

Pfi nedodrzeni pracovniho postupu vyrobce neodpovidda za spravnou funkci
soupravy.

30.09.2021 13/16 verze 2



PTB Ab ELISA 480

16 Vysvétleni symboli

8°C
Skladovaci teplota
2°C
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P2

Udrzovat v suchu
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Pouzit do data

LOT
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Vyrobce
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Ctéte navod k poufiti
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m
N

Katalogové Cislo

<

Pocet testu

GMP

Spravna vyrobni praxe
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Poznamky
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Schéma testu PTB Ab ELISA 480

Krok Symbol Jednotlivé kroky testu
Redéni vzork( a kontrolnich sér
1 U Séra/plazmy/kontrolni séra: 1:12 (10 pul + 110 pl)
Mléko: 1:2 (60 pl + 60 pl)
2 Inkubace 5 - 45 min pFi 21 °C
3 6 Davkovani fedénych kontrolnich sér a vzorkd 100 pl
4 Inkubace 30 min p¥i 21 °C
5 =  Odsati a promyti jamek 4krat
6 6 Davkovani Konjugatu 100 pl
7 Inkubace 30 min p¥i 21 °C
8 z Odsati a promyti jamek 4krat
9 6 Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 ul
10 Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté
11 6 Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 ul
12 ll Fotometrické méFeni pfi 450 nm
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