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ORG 284 Lactoferrin

KRATKY POPIS

Alegria® Lactoferrin je testovaci systém ELISA pro kvantitativni méFeni Lactoferrin ve vzorcich lidské stolice k
pouziti pfi hodnoceni zanétlivych stfevnich poruch. Tento vyrobek je uréen pouze pro profesionalni in vitro
diagnostiku.
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Chrarite pred slune¢nim svétlem

ALEGRIA TEST STRIPS| Alegria® Testovaci stripy

WASH Promyvaci pufr

Systémova kapalina
EXTRACT Extrakce média pro vzorky stolice

RTU Pfipraven k pouZiti
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PRINCIP TESTU

Lactoferrin obsazeny ve vzorcich lidské stolice je tfeba separovat ze stolice pomoci extrakéniho média. Poté Ize
extrahovany Lactoferrin analyzovat pomoci analyzy Alegria ® Lactoferrin.

Test Alegria® obsahuje mikrostripy s nazvem Alegria® Test Strips. Maji 8 jamek a jsou oznacené darovym kodem.
Kazdy prouzek je uréen pro jedno stanoveni z jednoho vzorku od pacienta. Alegria® Test Strip obsahuje kompletni
sadu reagencii: enzymaticky konjugat, enzymaticky substrat, vzorek pufru a kontrolni vzorek specificky pro dany
test. Na kazdém prouzku jsou dale dvé jamky protilatkova povrchova Uprava, které slouzi jako reakéni jamky pro
jeden kontrolni vzorek a jeden vzorek od pacienta.

Stanoveni je zaloZzeno na nepfimé imunitni reakci navazaného enzymu, kterd ma tyto faze: Lactoferrin pfitomny
v fidicim / zkoumaném vzorku se vaze na plochu reakéni kavity, coz vytvari komplex protilatkového antigenu. Po
inkubaci se pfi prvnim promyti odstrani nenavazané a nespecificky navazané molekuly. Nasledné pfidany
enzymaticky konjugat se navaze na imobilizovany komplex protilatky a antigenu. Po inkubaci se pfi druhém promyti
odstrani nenavazany enzymaticky konjugat. Po pfidani enzymatického substratu dojde k hydrolyze a ke vzniku
zbarveni v pribéhu inkubace. Intenzita modrého zbarveni odpovida koncentraci komplexu protilatky a antigenu a
Ize ji fotometricky méfit pfi vinové délce 650 nm.

Princip testu Alegria® Test Strip vychazi z patentované technologie SMC® (Sensotronic Memorized Calibration):
udaje o testu, analyze a hodnoceni a dale datum exspirace dané Sarze jsou obsazeny v ¢arovém kddu vytisténém
na kazdém prouzku testu Alegria® Test Strip.

Alegria® Test Strip je mozné pouzit s diagnostickym pFistrojem Alegria® — pIné automatickym analyzatorem s
pFimym pfistupem (Random Access). Pomoci technologie SMC® jsou data zakédovana v &arovém kodu prenesena
z prouzku Alegria® Test Strip do pfistroje, ktery automaticky provede test a vyhodnoti jej. Pfistroj odeéte datum
exspirace a je-li test Alegria® Test Strip prosly, odmitne jeho dalsi zpracovani.

UPOZORNENI A PREVENCE

* V8echna ¢inidla této sady jsou navrzena pouze pro profesionalni in vitro diagnostiku.

* Interni fizeni obsahuje material lidského plvodu. ProtoZe Zadny test nemlze zajistit absenci infekénich Cinitell v
lidském materialt, doporuCujeme manipulovat s testovacimi prouzky Alegria® jako s moznym infekénim
materialem.

* Bilkovina hovéziho séra (BSA) pouzita v komponentach byla otestovana na BSE a to negativné.

* Vyhnéte se kontaktu se substratem TMB (3,3°,5,5 -tetrametyl benzidin).

» Systémova kapalina obsahuje kyselinu, dle klasifikace je bezpe¢na. Zabrante kontaktu s pokozkou.

» Kontrola, vzorkovy roztok, extrakce média a myci roztok obsahuji 0.09% azidu sodného jako ochranny
prostfedek. Tato koncentrace je klasifikovana jako bezpe¢na.

* Enzym konjugace, kontrola a vzorkovy roztok obsahuje 0.05% ProClinu 300 jako ochranného prostfedku. Tato
koncentrace je klasifikovana jako bezpec¢na.

Bé&hem manipulace se vdemi ¢inidly, kontrolami vzorky séra sledujte stavajici nafizeni pro laboratorni bezpeénost a
spravnou laboratorni praci:
Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned dikladné oplachnéte vodou a saponatem. Sundejte
kontaminovany odév a boty a pred dal$im pouZitim je omyjte. Dojde-li ke kontaktu systémové kapaliny s kizi,
oplachnete dikladné vodou. Po kontaktu se zrakem dukladné oplachujte oteviené oéi tekouci vodou po dobu
alespori 10 minut. Pujde-li to bez obtizi, sundejte kontaktni ¢ocky. Dychaci cesty: pfemistéte osobu na Cerstvy
vzduch. Poziti: vyplachnéte Usta a tekutinu vyplivnéte. lhned vypijte 1 - 2 sklenice vody. Pfi nenuceném zvraceni
umistéte hlavu postizeného smérem k zemi pfi poloze téla na bfiSe, abyste zabranili vniknuti zvratk( do dychaci
trubice.

» Osobni opatfeni, ochranné vybaveni a postup v pfipadé nouze:

Sledujte nafizeni laboratorni bezpe€nosti. Vyvarujte se kontaktu s pokozkou a o¢ima. NepozZivejte. Nenasavejte

usty. Nejezte, nepije, nekufte nebo nenanasejte make up v oblastech, kde se manipuluje se vzorky nebo sadou

¢inidel. Pfi vyliti absorbujte inertnim materialem a polity material fadné zlikvidujte.

« Limity vystaveni / ochrana osob: Noste ochranné rukavice z nitrilové nebo z pfirodniho latexu. Noste ochranné
bryle. Pfi pouzivani dle uréeného pouZziti nejsou znamy nebezpecné reakce.

« Situace, kterym je tfeba predchazet: Roztok substratu je citlivy na svétlo. Proto skladujte prouzky Alegria® na
tmavém misté.

* P¥i likvidaci laboratorniho odpadu je tfeba dodrzovat mistni a narodni predpisy.

Dodrzujte smérnici pro provadéni fizeni kvality ve zdravotnickych laboratofich analyzaénimi kontrolami a/nebo

sdruzenymi séry.
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OBSAH SOUPRAVY

W 24 ORG 284 Dostaduje pro 24
Alegria® testovaci stripy: desti¢ka obsahujici 12 modulti po 8 jamek.

Jamky 1a2: prazdné a bez Cinidla (jamky pro fedéni vzorku)

Jamky 3a4: protilatkova povrchova uprava (reakéni jamky)

Jamky 5:  Kontrola: Zluta; obsahuje Lactoferrin, PBS, BSA, detergent; ochranny
prostfedek azid sodny 0.09% a ProClin 300 0.05%.

Jamky 6: Enzymovy konjugat: svétle Cervena; obsahuijici protilatky anti-
Lactoferrin, ozna¢eno HRP; PBS, BSA, detergent, ochranny prostfedek
ProClin 300 0.05%.

Jamky 7:  Vzorkovy pufr: Zluta; obsahuje PBS, BSA, detergent; ochranny
prostfedek azid sodny 0.09% a ProClin 300 0.05%.

Jamky 8: TMB substratovy roztok: 3,3’, 5,5"- tetramethyl-benzidin.

Mikrojamky se povlecou protilatkami proti Lactoferrin.

Kod produktu na ¢arovy kod: Lactoferrin Stool

1x 20 ml Promyvaci pufr; obsahuje Tris, detergent, ochranny prostfedek azid sodny 0,09%;
50x koncentrat

1x 2.5 ml Redéna systémova kapalina; obsahuje kyselinu; 1000x koncentrat

1x 20 ml Extrakce média pro vzorky stolice; obsahuje TBS, stabiliza&ni protein, extrakeni
reagencii, konzervant azid sodny 0,09%. Pfipraveno k pouZiti. (F5126)

Eﬁ] 1 Alegria® Pokyny pro pouziti: Alegria® Mini-DVD

[1d) 1 Certifikat kontroly kvality

POTREBNE VYBAVENI

« Virovy mixér, vibraéni tfepadlo, stolni odstfedivka, volitelné: pfesna méfidla
» mikropipety se $pickami na jedno pouziti na 10 pl

« destilovana nebo deionizovana voda

* odmeérny valec na 1000 ml, 2500 ml

POMOCNE IVD REAGENCIE
» F5126 Stool Extraction Medium; Tato sloZka kit je také prodava samostatné.

DALSI PRISLUSENSTVI

* ORG 282 Stool Extraction Tubes; obsahuje 100 tub.
+ SSCO Stool Sample Collector

Tyto doplriky se prodavaji zvlast.

SKLADOVANI A STABILITA

+ Skladujte testovaci sadu pfi 2-8°C na tmavém misté.

» Béhem skladovani a pouzivani nevystavuijte €inidla horku, sluneénimu zafeni nebo silnému svétlu.

« Skladujte testovaci prouzky Alegria® hermeticky uzavieny a v suchu v dodaném zasobniku.

» Uchovatelnost neoteviené testovaci je 15 mésicu od data vyroby. Neoteviena ¢inidla jsou stabilni do konce
expirace sady. Viz Stitky pro individualni davku.

* Rozfedény myci roztok a systémova kapalina jsou stabilni minimalné 30 dni, jsou-li skladovany pfi 2-8°C. Pro
pfemisténi do nadoby s ¢inidlem doporucujeme spotfebovat v tentyz den.

POZNAMKY K PRACOVNIMU POSTUPU

» Testovaci sada nemuze byt po uplynuti data pouZiti pouzivana.

» Veskery material musi byt ponechan pred pouzitim pfi pokojové teploté (20-28 st C).
» Aby se zabranilo kontaminaci, vymériujte Spicky mikropipet mezi vzorky.

ODEBIRANIi VZORKU, JEJICH PRIPRAVA A UCHOVAVANi

Sbér vzorku stolice
Lze vyuzit sbéra¢ vzorku stolice "Stool Sample Collector" (SSCO)
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*» Vyhnéte se kontaminaci se zachodovou vodou obsahujici dezinfekci.
* Vzorky stolice neuchovavejte déle nez 5 dni pfi 2-8 °C. Popfipadé skladujte pfi -20 °C.

Priprava vzorku stolice

Extrakce Lactoferrin pomoci trubi¢ky "Stool Extraction Tube" (ORG 282)

Pro Alegria® Lactoferrin analyzu je nutné vzorek stolice nafedit 1:50 v poskytnutém .
Nehomogenni vzorky Ize homogenizovat pfed odebiranim vzorku, napfiklad pomoci inokulaéni smycky.
U tekutych vzorku stolice doporucujeme vzorek zvazit (viz metoda niZze bez extrakéni trubicky).

1 Priprava trubiéki "Stool Extraction Tube” (ORG 282)
Vzorek stolice a musi mit pokojovou teplotu.

Nalijte 750 pl do prlhledné trubicky (¢ast 1) a uzaviete pomoci stérky (€ast 2) modrym zavitovym
uzavérem na trubicce.

2 Odebrani vzorku stolice
Otevfete trubicku a vytahnéte stérku na oranzovém zavitovém uzavéru.
Odeberte vorek stolice zasunutim stérky do stolice. Drazky na stérce je nutné plné pokryt vzorkem stolice.
Vysledkem je odebrani 15 mg stolice.

3 Dil vzorku stolice
Zatlatte oranzovou davkovaci lopatku do modré kuzelové vliozky ve zkumavce. Nadbytek stolice se otfe o
kuzelovou vlozku. Vysledny roztok je 1:50.

4 Extrakce
Vifte 30 s pfi 1800 ot./min. pro odstranéni vzorku stolice z drazek stérky. Homogenizujte po dobu 15 minut pfi
nejvyssi rychlosti trepacky.
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Otevrete trubicku na modré kuzelové vloZzce a premistéte homogenat do mikrotrubic¢ky. Odstfedujte 2 min. pfi
3000xg. Pfemistéte Cistou tekutinu do dalSi trubicky a ihned otestujte na Lactoferrin. Takovy extrahovany vzorek
stolice Ize skladovat pfi 2-8 °C az 3 dni.

Extrakce bez trubicky "Stool Extraction Tube" (ORG 282)
» Vzorek stolice a h musi mit pokojovou teplotu.

* Zvazte prazdnou trubicku. Odeberte vzorek stolice a pfemistéte jej do trubiCky. Zvazte jej a zjistéte Cistou
hmotnost vzorku.

* Nalijte do trubiky: 49nasobkem ¢isté hmotnosti vzorku ziskate roztok 1:50 dilution

vzorek stolice + vzorek stolice +
15 mg +  0.75ml 60 mg +  29ml
20 mg +  1.0ml 70 mg +  34ml
30 mg + 1.5ml 80 mg + 3.9ml
40 mg +  2.0ml 90 mg +  44ml
50 mg +  25ml 100 mg + 49ml

Uzavrete trubicku. Vifte 30 s pfi 1800 ot./min. Homogenizujte po dobu 15 minut pfi nejvy$si rychlosti tfepacky.
Otevrete trubiCku. Pfemistéte homogenat do mikrotrubi¢ky. Odstfedujte 2 min. pfi 3000xg. Pfemistéte Cistou
tekutinu do dal$i trubi¢ky a ihned otestujte na Lactoferrin.

PRIPRAVA REAGENCII

Naredte obsah Promyvaciho pufru koncentratu (50x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na koneény objem
1000ml (11). Promyvaci roztok se poté preleje do vyhradné k tomu uréené nadoby. Pokud je tfeba provést pouze
jeden cyklus Alegria v jednom dni, doporu€ujeme transfer pouze 500 ml zfedéného Promyvaciho pufru.
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Nafedte obsah Red&né systémové kapaliny koncentratu (1000x) s destilovanou nebo deionizovanou vodou na
koneény objem 2500ml pfed pouzitim. Systémova kapalina se nasledné prelije do pfipravené nadoby.

Vyjméte poZadovany podet testovacich prouzkii Alegria ® ze zasobniku a nechejte je ohfat na pokojovou teplotu (20
-28°C). Nesundavejte foliovy obal prazdnych jamek, dokud nebudete pfipraveni zagit analyzu.

Pripraven k pouziti

PRIPRAVA SLOZEK

Testovaci prouzky Alegria® s technologii SMC® se pouzivani s diagnostickym zafizenim Alegria®.

Podrobné informace o obsluze nastroje naleznete v navodu k obsluze pro zafizeni.

(1) Sejmout folii, kterd pokryva prazdné jamky 1 az 4 z potfebného testovaciho prouzku
Folie otiSténa ¢arkovym kédem, jenz pokryva kavitu 5 az 8, neni k sejmuti.

(2) Na dno kavity 1 napipetovat jamky 100 pl nezfedéného vzorku pacienta.

(3) Vlozte prouzek do SysTray.

(4) Umistéte obsazeny SysTrays do spravné polohy v nastroji Alegria © a spustte test. V&echny dalsi kroky se
provedou automaticky. Testovaci chod je dokonéen, kdyz nastroj zagne tisknout vysledky.

KALIBRACE
Testovaci systém je kalibrovan pomoci referenéniho pfipravku laktoferinu z matefského mléka.

VYPOCET VYSLEDKU

Pomoci technologie SMC® (Senzotronicky zapamatovana kalibrace) se véechna data prevadi do systému pomoci
individualnich &arovych kodl na testovacim prouzku Alegria ®. Vyhodnoceni a interpretace vysledkii probiha piné
automaticky.

PRACOVNi CHARAKTERISTIKY

Rozsah méreni
Viypoéet rozsahu analyzy Alegria ®je 0 - 150 pg/g

Predpokladané hodnoty
V bézném rozsahu studie vzork( darcu zdravé byly stanoveny nasledujici rozsahy pomoci analyzy: hranice
hodnoty 7.2 uglg

INTERPRETACE VYSLEDKU
Normalni rozsah <7.2uglg
ZvySené hodnoty > 7.2 ug/g

Uroven Lactoferrin v normalnim rozsahu: Gastrostfevni zanét téméF vylougen; nasledna opatfeni invazivni
diagnostiky nejsou obecné vyzadovany.

Uroveti Lactoferrin zvy$ena: organické onemocnéni gastrostfevniho traktu; doporugeny jsou okamzité intenzivni
diagnostickeé testy a lIé¢ba specializovanym gastroenterologem.
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Linearita

Tii vzorky pacient obsahujici vysokou Uroveri urcité Lactoferrin byly sériové zfedény ve vzorkovém roztoku pro
ukazku dynamického rozsahu analyzy a horniho / spodniho konce linearity. Aktivita pro kazdy roztok byla
spoéitana pomoci SMC® technologie.

Vzorek Redéni Pozorovana | Oc&ekavana P/O
[ug/g] [g/g] [%]
1 1:20 122.7 122.7 100
1:40 60.7 61.4 99
1:80 30.0 30.7 98
1:160 14.5 15.3 94
2 1:20 32.6 32.6 100
1:40 14.6 16.3 90
1:80 7.4 8.2 90
1:160 4.0 4.1 97
3 1:20 63.4 63.4 100
1:40 31.6 31.7 100
1:80 15.7 15.9 97
1:160 7.4 7.9 93
Limit detekce
Nejniz$i zjistitelna koncentrace: 2.5 uglg

Reprodukovatelnost

Intraanalyzacni presnost: Koeficient variace (CV) byl spo¢itan pro kazdy ze tfi vzork( z vysledkl 24 nalez( v
jednom cyklu. Vysledky pro pfesnost analyzy jsou uvedeny v tabulce nize.

Interanalyzacni pfesnost: Koeficient variace (CV) byl spo¢itan pro kazdy ze tfi vzorkl z vysledku 6 nalezl pfi 5
ruznych cyklech. Vysledky presnosti mezi cykly jsou uvedeny v tabulce nize.

Intra-Assay Inter-Assay
Vzorek | Pramér Ccv Vzorek | Pramér cv
[ug/g] [%] [ug/g] [%]
1 15.0 5.8 1 26.1 5.7
2 23.9 9.1 2 31.8 5.8
3 77.3 7.7 3 81.7 10.8
Interference
netestovano
Vysledky studie
Study population n  npos %
Inflammatory bowel disease 235 209 88.9
abdominal disorders 132 4 3.0
healthy donors 9 0 0.0

Klinicka diagnéza
ZvySené  Normalni

ORG 284  Zvysené 209 4
Normaini 26 137
235 141 376

sensitivitit 88.9 %
specificita 97.2 %
diagnosticka efektivita 92.0 %
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HRANICE METODY

Toto vySetfeni je diagnostickd pomucka.Definitivni klinickd diagnéza by neméla byt zaloZena na vysledcich
jediného testu, ale mély by byt Iékaf po vSech klinickych a laboratornich nalezi byly hodnoceny o celé klinickym
obrazem pacienta. Také kazdé rozhodnuti pro terapii by méla byt pfijata individualné.

VySe uvedené referencni rozsahy patologickych a normainich hodnot jsou uvedeny pouze jako doporuéeni. Kazda
laboratof by si méla stanovit sva vlastni rozmezi podle normy ISO 15189 nebo jiné pouzitelné laboratory pokyny.
Nesteroidni antiflogistika (NSAID) zpGsobuiji enteropatii az u 20-65 % pacientu, ktefi jsou jimi [é€eni. NSAID mohou
zpUsobit zvySenou koncentraci Lactoferrin ve stolici. V takovych pfipadech je nutno zvaZzit opakované vysetieni
Lactoferrin ve stolici po ukon&eni [éEby NSAID.
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