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1 POUŽITÍ 

 DRG Anti Zona Pellucida Ab ELISA je enzymový imunotest pro kvantitativní in vitro diagnostické měření protilátek 
namířených proti lidské zona pellucida v séru. 

 
1.1 Informace 

Protilátky namířené proti antigenům zona pellucida mohou způsobit neplodnost u žen. Detekce protilátek anti-zona 
pellucida může sloužit jako pomůcka při diagnostice imunologicky způsobených poruch plodnosti. 

 
2 PRINCIP TESTU 

DRG Anti Zona Pellucida Ab ELISA je enzymatický imunosorbentní test (ELISA) na pevné fázi založený na 
sendvičový princip. 

Mikrotitrační jamky jsou potaženy antigenem zona pellucida. 

Během inkubace se specifické lidské protilátky anti-zona pellucida ve vzorku pacienta vážou na potažený povrch jamek. 

Krok promývání odstraní nenavázané součásti vzorku. 

Přidaný enzymový konjugát se váže na imobilizované komplexy protilátka-antigen. 

Konjugát obsahuje polyklonální protilátky namířené proti epitopům na Fc části lidských imunoglobulinů a značené křenovou 
peroxidázou (HRP). 

Po promývacím kroku, při kterém se odstraní všechny nenavázané látky, se pevná fáze inkubuje s roztokem substrátu. 

Kolorimetrická reakce se náhle zastaví přidáním stop roztoku a změří se optická hustota (OD) výsledného žlutého 
produktu. 

Intenzita barvy je úměrná koncentraci specifických protilátek ve vzorku. 

Standardní křivka je konstruována vynesením hodnot OD proti koncentracím standardů a koncentrace neznámých vzorků 
jsou určeny pomocí této standardní křivky. 

 
3 UPOZORNĚNÍ A BEZPEČNOSTNÍ OPATŘENÍ 

1. Tato sada je určena pouze pro diagnostické použití in vitro. Pouze pro profesionální použití. 

2. Všechna činidla této testovací sady, která obsahují lidské sérum nebo plazmu, byla testována a potvrzena jako 
negativní na HIV I/II, HBsAg a HCV schválenými postupy FDA. Se všemi činidly by však mělo být zacházeno jako s 
potenciálním biologickým nebezpečím při používání a likvidaci. 

3. Před zahájením testu si přečtěte celý a pečlivě pokyny. Použijte platnou verzi návodu k použití dodaného se sadou. 
Ujistěte se, že je vše pochopeno. 

4. Mikrodestička obsahuje odlamovací proužky. Nepoužité jamky musí být skladovány při teplotě 2 °C až 8 °C v 
uzavřeném fóliovém sáčku a použity v dodaném rámu. 

5. Pipetování vzorků a reagencií musí být provedeno co nejrychleji a ve stejném pořadí pro každý krok. 

6. Zásobníky používejte pouze pro jednotlivá činidla. To platí zejména pro zásobníky substrátu. Použití zásobníku pro 
dávkování substrátového roztoku, který byl dříve použit pro konjugovaný roztok, může změnit barvu roztoku. Nelijte 
činidla zpět do lahviček, protože by mohlo dojít ke kontaminaci činidla. 

7. Obsah jamek na mikrodestičku se důkladně promíchá, aby byly zajištěny dobré výsledky testu. Mikrojamky znovu 
nepoužívejte. 

8. Během testu nenechávejte studny vyschnout; Reagencie se přidávají ihned po dokončení kroků oplachování. 

9. Před zahájením testu nechte činidla dosáhnout pokojové teploty (20 °C až 26 °C). Teplota ovlivní hodnoty 
absorbance testu. Hodnoty pro vzorky pacientů však nebudou ovlivněny. 

10. Nikdy nepipetujte ústy a vyhněte se kontaktu činidel a vzorků s kůží a sliznicemi. 

11. Nekuřte, nejezte, nepijte ani neaplikujte kosmetiku v prostorách, kde se manipuluje se vzorky nebo činidly soupravy. 

12. Při manipulaci se vzorky a činidly používejte jednorázové latexové rukavice. Mikrobiální kontaminace činidel nebo 
vzorků může vést k falešným výsledkům. 

13. Manipulace by měla být prováděna v souladu s postupy definovanými v příslušné národní směrnici nebo předpisu o 
bezpečnosti biologických rizik. 

14. Nepoužívejte činidla po uplynutí doby použitelnosti, jak je uvedeno na štítcích soupravy. 

15. Všechny uvedené objemy musí být provedeny podle protokolu. Optimálních výsledků testů lze dosáhnout pouze při 
použití kalibrovaných pipet a čteček mikrotitračních destiček. 

16. Nemíchejte ani nepoužívejte komponenty ze sad s různými čísly šarží. Doporučuje se nevyměňovat studny různých 
desek, a to ani ze stejné šarže. Soupravy mohly být zasílány nebo skladovány za různých podmínek a vazebné 
vlastnosti desek se mohou mírně lišit. 

17. Vyhněte se kontaktu s roztokem Stop obsahujícím 0,5 M H2SO4. Mohlo by dojít k podráždění kůže a popáleninám. 

18. Některá činidla obsahují jako konzervační látky Proclin 300, BND a/nebo MIT. V případě kontaktu s očima nebo 
pokožkou okamžitě vypláchněte vodou. 
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19. TMB substrát má dráždivý účinek na kůži a sliznice. V případě možného kontaktu vypláchněte oči velkým množstvím 
vody a kůži mýdlem a velkým množstvím vody. Před opětovným použitím kontaminované předměty omyjte. Při 
vdechnutí vezměte osobu na čerstvý vzduch. 

20. S chemickými látkami a připravenými nebo použitými činidly musí být zacházeno jako s nebezpečným odpadem v 
souladu s národní směrnicí nebo nařízením o bezpečnosti biologických rizik. 

21. Informace o nebezpečných látkách obsažených v sadě naleznete v bezpečnostních listech. Bezpečnostní listy k tomuto 
produktu jsou k dispozici na vyžádání přímo u DRG. 

 

 
4 ČINIDLA 

4.1 Poskytnuté materiály 

Symbol Množství Popis Příprava 

Mikrotitrační jamky 
12 x 8 jamek 
(rozlomení) 

Mikrotitrační destička 

Potažené směsí antigenů zona pellucida 
Připraven k použití 

 
Standard 

(Standardní [0 - n]) 

 
4 lahvičky x 

0,5 ml 

Normy* 

Koncentrace: 6 – 25 – 50 – 100 U/ml 
 

Připraven k použití 

 
Kontrola kvality 

 
1 lahvička x 0,5 
ml 

Kontroly * 

Kontrolní hodnoty a rozsahy naleznete na štítku lahvičky 
nebo analytickém certifikátu. 

Obsahuje materiál živočišného původu; 

 
Připraven k použití 

Ředicí pufr / 
Nulový standard 

1 x 50 ml Ředidlo vzorku * Připraven k použití 

 
Enzymový konjugát 

 
1 x 6 ml 

Enzymový konjugát * 

Anti-humánní poly Ig konjugovaný s křenovou 

peroxidázou Zbarvený červeně. 

Obsahuje materiál živočišného původu; 

Připraven k použití 

 
Substrátový roztok 

 
1 x 14 ml 

Substrátový roztok 
Obsahuje 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB). 

Chraňte před přímým slunečním zářením. 

 
Připraven k použití 

 
Řešení Stop 

 
1 x 14 ml 

Stop roztok 

Obsahuje < 5 % H2SO4. Vyhněte se kontaktu s 
roztokem pro zastavení . Může způsobit podráždění 
kůže a popáleniny. 

 
Připraven k použití 

Promývací roztok 1 x 30 ml 

 
 

Promývací roztok, 40x Viz "Příprava činidla". 

 1 x Krycí fólie  

 1 x Návod k použití  

 1 x Osvědčení o analýze (CoA)  

* Obsah(y) < 0,0015 % CMIT/ MIT (3:1) 
◆ Obsah(y) 0,0108 % CMIT/ MIT (3:1) 

Zkratky: 

CMIT: 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on 

MIT:         2-methylisothiazol-3(2H)-on 

BND: 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxan 

 

 
4.2 Požadované, ale neposkytnuté materiály 

− Kalibrovaná čtečka mikrotitračních destiček (450 nm, s referenční vlnovou délkou 620 nm až 630 nm) 
(např. čtečka mikrotitračních destiček DRG Instruments) 

− Kalibrované variabilní přesné mikropipety 

− Zkumavky pro ředění vzorků 

− Absorpční papír 

− Destilovaná voda 

− Časovač 

− Milimetrový papír nebo software pro redukci dat 
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4.3 Podmínky skladování 

Při skladování při teplotě 2 °C až 8 °C si neotevřená činidla zachovají reaktivitu až do data exspirace. Nepoužívejte činidla 
po tomto datu. 

Otevřená činidla musí být skladována při teplotě 2 °C až 8 °C.  Mikrotitrační jamky musí být skladovány při teplotě 2 °C 
až 8 °C.  Jakmile je fóliový sáček otevřen, je třeba dbát na jeho opětovné pevné uzavření. 
Otevřené soupravy si uchovávají aktivitu po dobu 4 týdnů, pokud jsou skladovány výše popsaným způsobem. 

 
4.4 Příprava reagencií 

Promývací roztok 

Do koncentrovaného promývacího roztoku 40X přidejte destilovanou vodu. 
Zřeďte 30 ml koncentrovaného promývacího roztoku s 1170 ml destilované vody na konečný objem 1200 ml. 
Zředěný promývací roztok je stabilní po dobu 1 týdne při pokojové teplotě. 

 

Stabilita po naředění: při 20 °C až 26 °C 1 týden 

 

 
4.5 Likvidace soupravy 

Likvidace soupravy a všech použitých materiálů/činidel musí být provedena v souladu s národními předpisy. Zvláštní 
informace pro tento produkt jsou uvedeny v bezpečnostním listu, část 13. 

 
4.6 Poškozené testovací soupravy 

V případě jakéhokoli poškození testovací sady nebo komponent musí být DRG písemně informována, a to nejpozději do 
jednoho týdne po obdržení sady. Poškozené jednotlivé součásti by neměly být používány pro zkušební provoz. Musí být 
skladovány, dokud nebude nalezeno konečné řešení. Poté by měly být zlikvidovány v souladu s úředními předpisy. 

 
5 ODBĚR A PŘÍPRAVA VZORKŮ 

V tomto testu lze použít sérum. 

 
Poznámka: Vzorky obsahující azid sodný by se v testu neměly používat. 

Obecně je třeba se vyvarovat použití hemolytických, ikterických nebo lipemických vzorků. 

 
5.1 Sérum na odběr vzorků: 

Odeberte krev venepunkcí (např. Sarstedt Monovette pro sérum), nechte se srazit a oddělte sérum centrifugací za 
pokojová teplota. Neodstřeďujte, dokud nedojde k úplnému srážení. Pacienti užívající antikoagulační léčbu mohou 
vyžadovat delší dobu srážení. 

 
5.2 Skladování a příprava vzorků 

Vzorky by měly být uzavřeny a před vyzkoušením mohou být skladovány po dobu až 7 dnů při teplotě 2 °C až 8 °C. 

Vzorky držené po delší dobu (až 12 měsíců) by měly být před zkouškou zmrazeny pouze jednou při teplotě -20 °C. 
Rozmražené vzorky by měly být před testováním několikrát obráceny. 

 
5.3 Ředění vzorků 

Před zkoušením zřeďte každý vzorek pacienta 1 ∕ 100  ředicím pufrem. Příklad: 

Ředění 1:100: 5 μl vzorku + 495 μl ředicího pufru (důkladně promíchejte) 

 
Poznámka: Kontrola kvality je připravena k použití a nesmí se ředit! 
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6 POSTUP TESTU 

6.1 Obecné poznámky 

− Všechna činidla a vzorky musí být před použitím ponechány na pokojové teplotě. Všechna činidla musí být 
smíchána bez pěnění. 

− Jakmile je test spuštěn, měly by být všechny kroky dokončeny bez přerušení. 

− Používejte nové likvidační plastové pipetovací špičky pro každý standard, kontrolu nebo vzorek, abyste zabránili křížové 
kontaminaci. 

− Optická hustota je funkcí inkubační doby a teploty. Před zahájením testu se doporučuje, aby byly připraveny všechny 
reagencie, odstraněna víčka, zajištěny všechny potřebné jamky v držáku atd. Tím se zajistí stejná uplynulá doba pro 
každý krok pipetování bez přerušení. 

− Obecně platí, že enzymatická reakce je lineárně úměrná času a teplotě. 

 
6.2 Postup testu 

Každé spuštění musí obsahovat standardní křivku. Všechna činidla a požadovaný počet jamek by měly být před použitím 
ohřáty na pokojovou teplotu (20 °C až 26 °C). 

1. Zajistěte požadovaný počet jamek mikrotitru v držáku rámu. 

2. Dávkujte po 50 μl  vzorků Nulový standard, Standard, Kontrola kvality a zředěných vzorků s novými jednorázovými 
špičkami do vhodných jamek.  

3. Zakryjte fólií a inkubujte 60 minut při 37 °C. 

4. Jamky se 3krát  propláchnou 400 μl zředěným promývacím roztokem na jamku, pokud se používá podložka. 
 

- NEBO- 
 

Svižně vytřepejte obsah studní. 
Jamky se 3krát  propláchnou 300 μl zředěným promývacím roztokem na jamku pro ruční promytí. Ostře udeřte 
jamkami na savý papír, abyste odstranili zbytkové kapičky. 
Důležitá poznámka: 
Citlivost a přesnost tohoto testu je výrazně ovlivněna správným provedením postupu praní! 

5. Do každé jamky nadávkujte 50 μl enzymového konjugátu. 
Důkladně míchejte po dobu 10 sekund. V tomto kroku je důležité provést úplné promíchání. 

6. Zakryjte fólií a inkubujte 60 minut při 37 °C. 

7. Jamky se 5krát  propláchnou 400 μl zředěným promývacím roztokem na jamku, pokud se používá podložka. 
- NEBO- 
Svižně vytřepejte obsah studní. 
Jamky se 5krát  propláchnou 300 μl zředěným promývacím roztokem na jamku pro ruční mytí. Ostře udeřte jamkami 
na savý papír, abyste odstranili zbytkové kapičky. 

8. Do každé jamky se přidá 50 μl substrátového roztoku  . 

9. Inkubace po dobu 30 minut při pokojové teplotě. 

10. Zastavte enzymatickou reakci přidáním 100 μl Stop roztoku do každé jamky.  

11. Změřte optickou hustotu (OD) roztoku v každé jamce při 450 nm (měřicí vlnová délka) a při 620 nm nebo 630 nm 
(referenční vlnová délka pro doporučené odečítání pozadí) pomocí čtečky mikrotitračních destiček. 
Doporučuje se, aby byly jamky odečteny do 10 minut po přidání stop roztoku. 

 
6.3 Výpočet výsledků 

1. Vypočítejte průměrné hodnoty absorbance pro každou sadu standardů, kontrol a vzorků pacientů. 

2. Pomocí milimetrového papíru vytvořte standardní křivku tak, že zanesete střední absorbanci získanou z každého 
standardu v porovnání s její koncentrací s hodnotou absorbance na svislé ose (Y) a koncentrací na vodorovné ose 
(X). 

3. Pomocí střední hodnoty absorbance pro každý vzorek určete odpovídající koncentraci ze standardní křivky. 

4. Automatizovaná metoda: Výsledky v návodu k použití byly vypočítány automaticky pomocí proložení křivky se  
4 parametry. (Preferované metody jsou 4 Parametr Rodbard nebo 4 Parametr Marquardt.) Jiné funkce redukce dat 
mohou poskytovat mírně odlišné výsledky. 

5. Koncentrace vzorků může být odečtena přímo z této standardní křivky. 

6. Standardy jsou již předem naředěné, proto se při konečném výpočtu koncentrací vzorků nesmí brát v úvahu  
ředění 1 ∕ 100. 
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6.3.1 Příklad typické standardní křivky 

Následující údaje slouží pouze pro demonstraci a nelze je použít místo generování dat v době analýzy. 

Standard Optické jednotky (450 nm) 

Nulový standard 0.03 

Standard 1 0.42 

Standard 2 1.08 

Standard 3 1.69 

Standard 4 2.40 

 
7 OČEKÁVANÉ NORMÁLNÍ HODNOTY 

Důrazně se doporučuje, aby si každá laboratoř určila své vlastní normální a abnormální hodnoty. 

 
Normální hodnoty 0 - 10 U/ml 

Zvýšené hodnoty > 10 U/ml 

 
Samotné výsledky by neměly být jediným důvodem pro jakékoli terapeutické důsledky. Výsledky by měly být 
korelovány s jinými klinickými pozorováními a diagnostickými testy. 

 
8 KONTROLA KVALITY 

Správná laboratorní praxe vyžaduje, aby kontroly byly prováděny s každou standardní křivkou. Ke stanovení středních 
hodnot a přijatelných rozsahů pro zajištění správné výkonnosti by měl být proveden statisticky významný počet kontrol. 

Doporučuje se používat kontrolní vzorky v souladu se státními a federálními předpisy. Použití kontrolních vzorků se 
doporučuje pro zajištění každodenní platnosti výsledků. Používejte kontroly na normální i patologické úrovni. 

Kontroly a odpovídající výsledky laboratoře QC jsou uvedeny v certifikátu QC přiloženém k sadě. Hodnoty a rozsahy 
uvedené v QC listu se vždy vztahují k aktuální šarži kitu a měly by být použity pro přímé srovnání výsledků. 

Používat vhodné statistické metody pro analýzu kontrolních hodnot a trendů. Pokud výsledky testu neodpovídají 
stanoveným přijatelným rozsahům kontrolních materiálů, měly by být výsledky pacienta považovány za neplatné. 

V takovém případě zkontrolujte následující technické oblasti: Pipetovací a časovací zařízení; fotometr, datum exspirace 
činidel, podmínky skladování a inkubace, metody aspirace a promývání. 

Po kontrole výše uvedených položek, aniž byste našli jakoukoli chybu, kontaktujte přímo svého distributora nebo DRG. 

 
9 VÝKONOVÉ CHARAKTERISTIKY 

 
9.1 Detekční schopnost 

Vypočteno podle směrnice CLSI EP17-A2:2012. 

Limit slepého vzorku (LoB) 0,097 U/ml 

Mez detekce (LoD) 4,170 U/ml 

Mez stanovitelnosti (LoQ) 15,878 U/ml 
 

Měřicí rozsah 4,170 \u2012 100 U/ml 

 
9.2 Opakovatelnost 

Pro stanovení opakovatelnosti (v rámci série) bylo použito 6 kitů ze 6 různých šarží (vyrobených v různých dnech). Jeden 
vzorek pacienta (OD > 1,0) byl aplikován 96krát na testovací proceduru. 

 
Průměrná CV: 6,8 % (rozmezí od 5,1 % do 7,9 %) 

 
9.3 Reprodukovatelnost (přesnost mezi sériemi) 

Pro stanovení reprodukovatelnosti (mezi sériemi) byl použit po jednom pásu po 12 soupravách pocházejících ze 6 různých 
šarží (vyrobených v různých dnech). Jeden vzorek pacienta (OD > 1,0) byl aplikován 72krát na jeden testovací postup. 

 
Průměrná odchylka: 7,2 % (rozmezí od 5,5 % do 9,0 %) 
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10 OMEZENÍ POUŽITÍ 

Spolehlivých a reprodukovatelných výsledků se dosáhne, když je postup testu proveden s úplným porozuměním pokynům 
v příbalovém letáku a při dodržování správné laboratorní praxe. 

Jakákoli nesprávná manipulace se vzorky nebo úprava tohoto testu může ovlivnit výsledky. 

 
10.1 Rušivé látky 

Těžce hemolytická nebo lipemická séra nebo séra od pacientů s onemocněním jater by se neměla používat. 

Výsledky mohou být nepříznivě ovlivněny určitými patologickými stavy, jako jsou poly- a monoklonální gamapatie, 
autoimunitní onemocnění nebo změněným imunitním stavem. 

 
11 PRÁVNÍ ASPEKTY 

11.1 Spolehlivost výsledků 

Test musí být proveden přesně podle návodu výrobce k použití. Kromě toho musí uživatel přísně dodržovat pravidla GLP 
(Good Laboratory Practice) nebo jiné platné národní normy a/nebo zákony. To je zvláště důležité pro použití kontrolních 
činidel. Je důležité, aby byl do zkušebního postupu vždy zahrnut dostatečný počet kontrolních mechanismů pro ověření 
přesnosti a preciznosti zkoušky. 

Výsledky testu jsou platné pouze v případě, že všechny kontroly jsou ve specifikovaném rozsahu a pokud jsou všechny 
ostatní parametry testu také v rámci daných specifikací testu. V případě jakýchkoli pochybností nebo obav kontaktujte DRG. 

 
11.2 Terapeutické důsledky 

Terapeutické důsledky by nikdy neměly být založeny pouze na laboratorních výsledcích, a to ani v případě, že jsou 
všechny výsledky testů v souladu s položkami uvedenými v bodě 11.1. Jakýkoli laboratorní výsledek je pouze částí 
celkového klinického obrazu pacienta. 

Terapeutické důsledky by měly být odvozeny pouze v případech, kdy jsou laboratorní výsledky v přijatelné shodě s 
celkovým klinickým obrazem pacienta. 

Samotný výsledek testu by nikdy neměl být jediným určujícím faktorem pro odvození jakýchkoli terapeutických důsledků. 

 
11.3 Odpovědnost 

Jakákoli změna testovací soupravy a/nebo výměna nebo směs jakýchkoli součástí různých šarží z jedné testovací soupravy 
do druhé by mohla negativně ovlivnit zamýšlené výsledky a platnost celkového testu. Taková změna a/nebo výměna ruší 
platnost jakéhokoli nároku na výměnu. 

Neplatné jsou také nároky uplatněné z důvodu nesprávné interpretace laboratorních výsledků zákazníkem podle bodu 11.2. 
Bez ohledu na to, v případě jakékoli reklamace odpovědnost výrobce nepřekročí hodnotu testovací sady. Za jakékoli 
poškození testovací sady během přepravy nenese odpovědnost výrobce. 
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12 SYMBOLY 
 

Symbol Význam 

 

 Evropská shoda 

 

 Viz návod k použití  

 

 

 
Diagnostický zdravotnický  
prostředek in vitro  

 

 Katalogové číslo  
 

 Kód výrobní série  

 

 
Obsahuje dostatečné množství 

pro <n> testů 
 

 
Teplotní limit 

 

 Datum spotřeby  

 Výrobce 

 Distributor 
 

 Datum výroby  

 Biologická rizika  
 

 Upozornění  

 

 Jedinečný identifikátor zařízení  

 
RUO Pouze pro výzkumné účely 

 


