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A KESZLET TARTALMA:

anti-human Hgb-HSA kett6s immunitasa poliklonalis ellenanyaggal érzékenyitett mikrotitralé lemez 96 vizsgalathoz 2db
Human szérum albumin (HSA) standard (5db.) 100l
magas kontroll (rézsaszin) 100 pl
alacsony kontroll (kék) 100 pl
Anti-human HgB-HSA-HRPO konjugatum (sarga) 120l
Konjugatum higit6 puffer 30ml
Tris-EDTA-Tween 20 (TTBS) moso-higito puffer (10x) 50ml+130ml
TMB szubsztrat oldat 2x16 ml
0,25M kénsav 2x18ml
Lezar6 ontapado lap 4db

A VIZSGALAT ELVE:

A HgB-HSA kombi teszt egy szilardfazisu enzim-immunassay, mely a székletmintaban 1év6 két vérfehérje (hemoglobin és albumin) egyidejil
meghatarozasan alapul. A székletmintaban 1év vérfehérjék az ELISA lemez mélyiileteihez kotott kettés immunitasa-, azaz anti- human
hemoglobin (a-huHgB) és anti- human szérumalbumin (a-HSA )specificitasti poliklonalis ellenanyaggal reagalnak. A kovetkez6 1épésben a
vizsgalati lemez feliiletén kialakult immunkomplexeket reagéltatjuk a specifikus anti-HgB -HSA peroxidaz-enzimmel jelzett immunglobulinnal
(konjugatumaival). Pozitiv esetben kapott immunkomplexek az enzim specifikus szubsztratjaval (TMB) kapott szinreakcio alapjan fotometriasan

értékelhetdek. A szinreakcio aranyos a Kialakult immunkomplexek mennyiségével és megfeleld kalibratorok segitségével értékelheték.

A MERES ELVEGZESEHEZ SZUKSEGES EGYEB ANYAGOK ES KESZULEKEK:
lonmentes vagy desztillalt viz

5-40, 20-200, és 200-1000, 5000 pl-es automata pipettak

Uvegedények a higitashoz és méréshez

37 °C-os termosztat

ELISA fotométer, 450 nm-es szinsziirével

AKIT TAROLASA, KEZELESE:

A kit minden komponensét 2-8 °C-on kell térolni.

Felhasznalni a cimkén feltiintetett ideig szabad.

Egy oraval a felhasznalas el6tt a sziikséges komponenseket hagyjuk szobahémérsékletre felmelegedni. A vizsgalat megkezdéséig a titralolemez
sziikséges mennyiségii tesztcsikjait se vegyiik ki a foliabol, a maradék csikokat lehetGség szerint forrasszuk vissza, 6vjuk a nedvességtol.

A higitott reagenseket ne taroljuk, ne hasznaljuk fel késoébbi vizsgalathoz!

A kiilonboz6 gyartasi szamu készletek egyes komponensei nem helyettesithetdek egymassal!

ELOIRAS ES FIGYELMEZTETES:

A készlet némelyik komponense konzervaloként natrium azidot, tiomersalt és antibiotikumot tartalmaz.

A kontrollokat és a mintakat potencialis biologiai veszélyforrasként kell kezelni, és az erre vonatkozd altalanos laboratoriumi higiénés
szabalyokat be kell tartani: ne pipettazzuk szajjal, felhasznalas kozben ne egyiink, ne igyunk, ne dohanyozzunk, hasznaljunk gumikesztyiit!
Vigyazzon, hogy ne torténhessen tliszaras, hamsériilés, vagy nyalkahartyara froccsend anyag miatt onfertéz6dés. Munka utan a hasznalt
eszkozoket a vonatkozo szabalyozasoknak megfeleld dekontaminalas utan dobjuk el és mossunk kezet!

Kiilonosen tigyeljiink a pipetta hegyek és a higitd edények tisztasdgara, a szennyez6dott komponensek nem hasznalhatoak fel tovabbi
mérésekhez. A vegyszer és mososzer maradvanyok gatolhatjak, vagy beindithatjak a reakciot!

Megfeleld eredményt csak az eldirasok pontos betartasa esetén kapunk!

Csak in vitro diagnosztikai célra hasznalhat6, és kizardlag gyakorlott laboratériumi szakember hasznalhatja!

A VIZSGALAT KIVITELEZESE:
1.HIGITAS, ELOKESZITES:

o A 10x tomény TTBS-Tween 20 moso-higito pufferbdl készitsiink ionmentes vagy desztillalt vizzel higitva 1:10 aranyt, 1x tomény
moso-higitd puffert. (PL.: 6 sor hasznalata esetén 10ml 10x témény puffert 90ml ionmentes vagy desztillalt vizzel higitsunk).

. A standard-ekbdl elkészitjitk a megfelel standard gorbe koncentracios pontjait:

Standard pontok: 50; 25; 12,5; 6,25 ; 3,12 ng/ml. Els6 lépésben készitsiink 1:1000 higitast a tdmény kalibrator oldatokbol (pl. Sul
tomény standard-t mérjiink Sml 1x moso6-higito pufferbe). Alaposan keverjiik 6ssze (pl. Vortex-el), majd készitsiink 1:200 higitast (pl.
5ul 1:1000 standard-t mérjiink 1ml moso-higit6 pufferbe).

A magas és alacsony kontroll mintakbol készitsiink higitast: els6 1épésben készitsiink 1:1000 higitast a tomény kontroll oldatokbol
(pl. 5ul tomény kontrolt mérjiink 5ml 1x mintahigité pufferbe). Alaposan keverjiik 6ssze (pl. Vortex-el), majd készitsiink 1:200
higitast (pl. Sul 1:1000 standard-t mérjiink 1ml mosé-higitoé pufferbe).

e A mintavételhez a Sentinel mintavevé (FOB Gold Tube NG, Ref.11561N) hasznalatat javasoljuk. A vizsgalandé mintakbol a
mintavevé hasznalati utmutatoja szerint vegylink mintat, mely mintavevé pufferben a széklet 1:250-re higul. A minta a mintavétel és a
vzsgalat kozott szobahdmérsékleten (20-25C°) maximum 7, hiitdben (0-+4C°) 14 napig tarolhatd. Készitsiink tovabbi 1:2 aranyt
higitast (minta véghigitasa 1:500) az 1x tdmény moso6-higito pufferrel (pl. 150ul mintavevd pufferben 1év6 széklet mintat keverjiik jol
ossze 150pl 1x moso-higito pufferrel).



2. MINTA FELVITEL:
e Mérjiink be 100ul TTBS puffert (blank) és 100-100ul-t a higitott standard pontokbdl (standardl.-5.:3,12-50ng/ml), és a kihigitott
alacsony és a magas pozitiv kontrollokbol HgB-HSA lemez megfelel6 mélyiileteibe. Végezziink parhuzamos méréseket.
e Mérjiink 100-100 pl-t a kihigitott vizsgalandé székletmintakbol a megfelelé sorok tovabbi mélyiileteibe. Ebben az esetben is érdemes
parhuzamos méréseket végezni.
. Inkubaljuk a lemez sorait ntapados fedélemezzel lezarva 60 percig 37°C-on.
4. MOSAS:
. Ontsiik ki a lemez mélyiileteibé] a nem reagalt anyagokat.
e A maradék cseppeket papirvattaval itassuk le
e Mossuk a sorok mélyiileteit nyolcszor 250-250 pl mosopufferrel
5. KONJUGATUM FELVITELE:
. A konjugatumbol a konjugatum higito pufferrel készitsiik el a megfeleld higitast: anti-HgB-HSA-HRP 1:300
PL.: 6 sor hasznalata esetén 20ul tdmény konjugatumot higitsunk 6000ul-re konjugatum higité pufferben.
. Mérjiink 100-100 pl-t a higitott konjugatumokbol a lemez mélyiileteibe.
. Inkubaljuk a lemez sorait dntapados fedSlemezzel lezarva 37°C-on 60 percig.
6. MOSAS:
. Ontsiik ki a lemez mélyiileteibé] a nem reagalt anyagokat.
e A maradék cseppeket papirvattaval itassuk le
e Mossuk a sorok mélyiileteit nyolcszor 250-250 pl mosopufferrel
7. SZUBSZRTAT REAKCIO:
e Mérjiink a sorok mélyiileteibe 100-100 pl TMB szubsztrat oldatot.
e Inkubaljuk lefedve, fényt6l védve, szobahémérsékleten 30 percig
e Az inkubacios id6 lejarta utan minden mélytiletbe mérjiink be 100-100 pl kénsavat, a fotometrias mérés el6tt ajanlatos a lemezt kissé
megrezegtetni.
8. MERES:
e Akénsav bemérése utan ELISA fotométeren, 450nm-en, levegével szemben olvassuk le a fényelnyelési értékeket. A mérést a leallitast
koveto 5 percen beliil végezziik el. A hattér csokkentése érdekében 630nm-es differencialszliré hasznalata ajanlott.
9 ERTEKELES:
. Szamoljuk ki a parhuzamos mérések és a vak kontroll 450/630 nm-en mért OD értékeinek atlagat. Minden standard pont ODasoez0
atlagabol vonjuk le a vak kontroll ODasges0 atlagat.
teszt HgB-HSA egyenértékeinek felel meg - fiiggvényében.
. A kontroll és a mintdk ODas630 abszorbanciajanak atlagabol vonjuk le a vak kontroll ODysoes0 abszorbancidjanak atlagat, és az igy
. Automatizalt modszer esetén a 4 paraméteres logisztikus értékelés hasznalatat javasoljuk.
o A mérés elfogadhatd, ha a kontrollokra kapott HgB-HSA egyenérték a megadott értéktartomanyba esik (alacsony kontroll: 7ng/ml-
15ng/ml; magas kontroll >20ng/ml).
e A minta pozitiv, ha az igy meghatarozott HgB-HSA Ab-egyenérték nagyobb, mint 10.
10. TELJESITMENY JELLEMZOK:
10. 1. Linearitas:
A kalibralé gorbe regresszios egyenese az 1,56-50 ng/ml tartomanyban : y = 0,4348 Inx — 0,3569, R?=0,994;
10. 2. Analitikai Erzékenység:
LOQ (Limit of Quantitation):0,61ng/ml, LOD (Limit of Detection):0,3ng/ml
10.3. Szenzitivitas, specificitas
A teszt diagnosztikai jellemzdinek (szenzitivitas, specificitas, prediktiv) értékeit az Onkologiai Intézettdl dsszesen kapott 200 db. székletminta
mérését elvégezve a betegmintakra adott kolonoszkopias vizsgalati erdményeket (gold standard) alapul véve hataroztuk meg. Ennek alapjan
a teszt szenzitivitasa: 65% specificitasa: 83% + Prediktiv:80% - Prediktiv: 69%

10.4. Intra-assay: 10.5. Inter-assay
Hgb-HSA lemezen (n=10) Hgb-HSA lemezen (n=5)
HgB-HSA HgB-HSA egyenérték V%
il CV% . atlag
egyenérték atlag 1 mint
1. minta 4,46 7 - minta 6,03 5,9
2. minta 5,72 54 2. minta 11,9 6,7
3. minta 10,9 5,9 3. minta 18,9 9,6
4. minta 12,3 7,7
5. minta 16,7 5,6
A cimkéken a kévetkezd szimbolumok talalhatoak
IRODALOM
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