) k\ IFU-MPK03-HU

10-as verzio

d U Na b |0 Utolso feliilvizsgalat: 2022/05

MucoPAP-F

PAP-tesztkészlet a cisztas fibrozis ujsziildttkori szliréséhez

INSERM szabadalom

Idéfelbontasu fluorimmunoanalizis
Hasznalati utasitas ¢és reagensek 96 teszthez

Gyarto :

DYNABIO S.A.

Luminy Biotech Entreprises

Case 922 - 163, avenue de Luminy
13288 Marseille cedex 9

France

Tel: +33 (0)4 86 94 85 04
www.dynabio.com

REF| MPKoO3

IVD C €




IVD

LOT

v
m
M

SZIMBOLOK

In vitro diagnosztikai felhasznalasra

Tételszam

Katalogusszam

rrrrr

+2°C és +8°C kozott tarolando

96 vizsgalathoz sziikséges reagenseket tartalmaz

Megjegyzés: Olvassa el a hasznalati utasitast

Gyartd

2/14



OSSZEFOGLALO

BEVEZETES 4
AZ ADAGOLAS ELVE 4
AZ ADAGOLASHOZ SZUKSEGES, NEM SZALLITOTT BERENDEZESEK ES TERMEKEK ......ccevveveueernsenne 4
A KESZLET OSSZETETELE 5
A REAGENSEK LEIRASA 6
MINTAVETEL ES FELDOLGOZAS 6
FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK 7
HASZNALATI AJANLASOK 7
MINTA- ES STANDARD ELOKESZITES 8
REAGENSEK ELOKESZITESE 8
AZ ADAGOLAS ELVEGZESE 8
AZ EREDMENYEK KISZAMITASA 9
Kalibralas 9
Minéségellendrzés 10
Az tujsziilottkori mintak eredményeinek elemzése 10
ADAGOLASI KORLATOZASOK 10
AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE 10
TELJESITMENY 11
ANALITIKAI JELLEMZOK 11
GARANCIA 12
HIVATKOZASOK 13
AZ ADAGOLAS OSSZEFOGLALASA 13

3/14



BEVEZETES

A hasnyalmirigy-asszocialt fehérjét (PAP, mas néven Reg3A) a hasnyalmirigy szintetizalja a hasnyalmirigy szenvedése
soran. A cisztas fibrozisban a hasnyalmirigy mar meéhen beliil karosodik, és PAP-ot termel. Szamos tanulmany kimutatta,
hogy a PAP koncentracidja emelkedett az érintett 0jsziilottek vérében (1, 2, 3, 4, 5).

A kalibralt szlir6kartydk PAP-mintaja tehat képes azonositani azokat az ujsziildtteket, akiknél valdsziniileg cisztas
fibrozis van.

AZ ADAGOLAS ELVE

A MucoPAP-F kit a PAP mennyiségi meghatarozasara szolgdl kalibralt és jovahagyott szlirdkartyadkon elhelyezett
Ujsziilottkori vérmintakban. Ez egy szendvics-immunproba, amely az idéfelbontasos fluoreszcencia (TRF) technikéat
alkalmazza. Az analizis referencia tartomanya €s a belsé kontrollok vérfoltokként vannak feltiintetve a kalibralt
sztir6kartyakon, csaktigy, mint a vizsgalandé mintak.

A mikrotiterlemez mélyedései anti-PAP antitestekkel vannak bevonva. A vérfoltok eludtumait a lyukakba helyezik, és a
benniik 1évé PAP kotodik a specifikus antitestekhez. A nem ko6tddo fehérjéket mosassal tavolitjak el. Ezutan biotin-jeldlt
anti-PAP antitesteket adunk a lyukakba, amelyek kotddnek az immobilizalt PAP-hoz. Mosés utdn az antigén-antitest
komplexet sztrepttavidin-europium komplexszel detektaljuk. Egy tovabbi mosasi 1épést kovetden a fluoreszcenciat
fejlesztd oldat hozzaadasaval a sztreptavidin és az europium kozotti kotés felszakad, és a felszabaduld eurdpiumot erésen
fluoreszkalo kelatokban rogzitik. Ezek a kelatok 337 nm-es gerjesztés utan 620 nm-en emittalnak. A kibocsatott
fluoreszcencia intenzitasa aranyos a kiindulasi eludtumban 1évé PAP mennyiségével.

AZ ADAGOLASHOZ SZUKSEGES, NEM SZALLITOTT BERENDEZESEK ES TERMEKEK

Anyag:
- Vortex rdzogép
- Tanyérrazo (orbitalis / 300 rpm = percenkénti fordulatszam)
- Lemezmoso (automata vagy félautomata)
- Spektrofluorométer mikrolemezekhez, 337 nm-es gerjesztd szlrvel és 620 nm-es emisszids szlrével
felszerelve
- Az eredmények elemzéséhez az olvasdval dsszekapesolt szamitogép
- Automatikus egy- és tobbcsatornas mikropipettak
- 1 literes tartaly (mosopufferhez)
- Kézi vagy automatikus lyukasztd 3 mm atmérdji szir6papir korongok vagasahoz
- Két liter desztillalt viz

Egyszer hasznalatos berendezések :
- 96 lyukd, kerek alju lemez (a vérfoltok elualasahoz)
- Tippek a mikropipettakhoz
- 10 ml-es milanyag pipettak
- Négy eldobhato reagensgyiijto tartaly (reagensenként egy): PBS, biotinilalt antitestek, sztreptavidin-europium és
fejlesztéoldat
- Ujsziiléttkori vérfoltok kalibralt, hatosag altal jovahagyott sziirkartyakon

4/14



A KESZLET OSSZETETELE

Minden készlet 96 vizsgalathoz sziikséges reagenseket tartalmaz. A szavatossagi id6 minden készlet cimkéjén fel van

tliintetve.

A mikrotiterlemez kivehetd csikokban van elhelyezve, igy a vizsgalat a vizsgalandd mintdk szamahoz igazithato.
Minden egyes vizsgalatnak azonban tartalmaznia kell egy referenciatartomanyt €s belsé kontrollokat.

0 CONSERVATION
REAGENSEK %()Yl\ll"iilg‘];i’f)l"[(‘)'llﬁ TULAJ%(;ESAGOK A M!j]GNY!ITAST
KOVETOEN
Mikrotiterlemez PAP-cllenes antitestekkel
(96 furat 8 x 12 furatbol allo Sotétben, eredeti bevonva. A mellékelt
vizszintes csikokban) csomagolasban Hasznalatra kész. kiszaritott
tarolja tasakokban +2°C és

PAP referenciatartomanya

+2°C és +8°C kozott
a szavatossagi id6

A kalibralt szlir6papiron 1év6
vérfoltokat ki kell lyukasztani

+8°C kozott
tarolhatd, legfeljebb

lejartaig. ¢és 150 pl PBS-ben egy 30 napig.
Bels6 ellendrzések ¢jszakdn at (16 6ra) +2°C és
+8°C kozott elualni kell.
A liofilizatumot 6vatosan 11
Biotinilalt anti-PAP antitestek m : deszt.l.llalt .Vl.ZbeI%’, 20 C,_OH 30’nap1g
kozvetleniil az injekcios tarolhato.
iivegbe kell felvenni.
15 ml-es iiveg.
., s Hasznalja a sztreptavidin- Legfeljebb 30 napig
Konjugdtum higitési puffer europium konjugatum 1:1000 tarolhatd +2°C és
aranyu higitasahoz. +8°C kozott.
Higitsuk 1:1000 aranyban a o
Streptavidin-europium konjugatum higitasi Ne tamlj}? az ,1 :1000-
konjugatum A lejérati idéig +2°C pufferben. B S
és +8°C kozott stabil. Készitse el a sziikséges igitoputierben.
mennyiséget rogtonzéssel.
Fluoreszcencia fejlesztési 2 db, egyenként 11 ml-es Legfeljebb 30 napig

megoldas
(kdzzétételi megoldas)

PBS tabletta

Tween 20 oldat

injekcids liveg.
Hasznalatra kész.

tarolhato +2°C és
+8°C kozott.

Oldjuk fel 1 liter desztillalt
vizben.
Tegyen félre 20 ml-t a

srer

Adja hozza a maradék 980 ml
PBS-hez, hogy elkésziiljon a
mosopuffer.

Az elkészitett
mosopuffert -20°C-
on tarolja 30 napig.

Ilyen feltételek mellett a készlet a felbontastol szamitott 30 napon beliil felhasznalhato.

A Dynabio S.A. altal szallitott MucoPAP-F assay kit nem automatizalt.
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A REAGENSEK LEiRASA

REAGENSEK LEIRAS A HATOANYAG
KONCENTRACIOJA
Mikrotiter lemez Specialisan PAP ellenes egér
(96 furat vizszintes 8 x 12 furatbdl monoklonalis antitestekkel bevont 4 pg/mL
allé csikokban) kutak
0 ug PAP/L vér

PAP referenciatartomanya

Sziirépapir, amely 2 készlet 6 szaritott
vérfoltot tartalmaz, PAP-mal
kiegészitve

0,39 ug PAP/L vér
0,78 ug PAP/L vér
1,56 pg PAP/L vér
3,13 ug PAP/L vér
6,25 ng PAP/L vér

Bels6 ellendrzések

Sztir6papir, amely 2 készlet 3 szaritott
vérfoltot tartalmaz, PAP-val
kiegészitve

Low: 1 pg PAP/L vér
Medium: 2 ug PAP/L vér
High: 3 pg PAP/L vér

Biotinilalt anti-PAP antitestek

PAP-specifikus egér monoklonalis
antitestek,
biotinnal dsszekapcsolva, foszfat
pufferben
véddanyagokat tartalmazo

0,25 pg/ml

Konjugatum higitasi puffer

Tris-HCI puffer alapu s6oldat, amely
szarvasmarhafehérjéket,
detergenseket és antibakterialis szert
tartalmaz.

Streptavidin-europium konjugatum

Europium-streptavidin komplex, Tris-
HCI puffer sdoldatban, amely védo-
és antibakterialis hatéanyagokat
tartalmaz

0,1 mg/ml

Fluoreszcencia fejlesztési megoldas

Ecetsavat, mosdszert és kelatort
tartalmaz6 oldat

2-NTA 15 uM
TOPO 50 uM

PBS tabletta

S¢6 foszfat puffer

/

Tween 20

Koncentralt mososzeroldat

10%

MINTAVETEL ES FELDOLGOZAS

A vérmintakat sarokszurassal kell venni, és kdzvetleniil jovahagyott szlirOpapirra kell gytijteni (referencia-mddszer). Ha
a mintdt nem lehet kozvetleniil a sziirdpapirra felvinni, ne hasznaljon olyan vért, amelyet europium kelatképzo
antikoagulans reagensek (EDTA, citrat) jelenlétében gytijtottek, mert ez befolyasolja a vizsgalati eredményeket.

A modszernek és a teljes mintavételi eszkdznek meg kell felelnie az elirdsoknak.

Javasoljuk, hogy az aktualis 0jsziilott-szlirési programnak megfelelden konzultaljon a sziikséges minta tipusara és a
mintavétel megfeleld id6tartamara vonatkozd eléirasokkal. Ez utobbi meghatarozza a PAP-vizsgalat idokeretét is a
mintavételt kovetoen.

A szaritott vérmintakon alapuld vizsgalatok eredményei kozvetleniil fliggnek a mintak gyQjtése, kezelése, atadasa és
tarolasa soran tanusitott gondossagtol. A dokumentacio (6) pontosan leirja a mintavétel modszereit €s a vércseppek vagy
aliquotak standardizalt sziirbpapirra torténd felvitelének elfogadhatd technikdit. Emellett utasitisokat ad a mintak
megfeleld kezelésére, szallitasara és tarolasara vonatkozdan, hogy biztositsa a mindségi eredményeket az jsziilottkori
szlirGvizsgalatok soran.
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FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

Ezt a készletet in vitro diagnosztikai célokra csak specidlisan képzett, megfeleld védofelszereléssel rendelkezd
személyzet hasznalhatja.

A szaritott beteg-, tartomany- és kontrollvérfoltok és biotinilalt antitestek emberi vagy allati eredetli vérelemeket
tartalmaznak: potencialisan fertézének kell tekinteni Oket, és a felhasznald védelme érdekében a sziikséges

ovintézkedésekkel kell kezelni.

Az artalmatlanitassal kapcsolatban olvassa el a késziilék biztonsagi adatlapjat. A hulladékot a felhasznalas helye szerinti
orszagban érvényes eldirasoknak megfeleléen kell artalmatlanitani.

Ne pipettazzon a szajba.

Ne egyen, ne igyon és ne dohanyozzon kezelés kozben.

A kovetkez6 reagensek mérgezoek vagy irritaldak lehetnek: PBS, higitasi puffer, sztreptavidin-europium konjugatum és
fluoreszcencia fejleszté oldat. Kertilje a borrel, szemmel és nyalkahartyaval valo érintkezést. Véletlen érintkezés esetén

alaposan oblitse le vizzel.

Az eszkozzel kapcsolatos minden sulyos eseményrél értesiteni kell a gyartot és annak a tagallamnak az illetékes
hatdsagat, amelyben a felhasznald és/vagy a beteg letelepedett.

HASZNALATI AJANLASOK

Allitson 6ssze egy gondosan kovetendd lemezelrendezést, amely meghatirozza a tartomany, a vak, a kontroll és az
0jsziilott mintdk mélyedéseiben torténd lerakodas sorrendjét, hogy elkeriilje a lyukak felcserélését.

Keriilje a mintak biologiai vagy kémiai szennyez6dését.

Ne hasznaljon lejart szavatossagl reagenseket.

Ne keverje 0ssze a kiilonbozo tételekbodl szarmazo reagenseket.

Minden reagenseket szobahdmérsékletre (+19°C és +22°C kozott) kell kiegyenliteni, és hasznalat el6tt fel kell razni.

Keriilje el a kiilonboz6 reagensek kozotti keresztszennyezddést: hasznaljon minden reagenshez kiilon tartalyokat (a
tartalyok nem tartozék).

Szigortan tartsa be az egyes 1épéseknél megadott inkubacios idot.
A mosasokat dvatosan kell elvégezni, hogy elkeriilhetd legyen a hattérzaj novekedése.
Soha ne hagyja kiszaradni a lemezt, mert ez befolyasolja az eredmények mindségét.

A liofilizalt biotinilalt antitestet legalabb 10 perccel korabban kell elkésziteni a reagens teljes feloldodasanak és
homogenitasanak biztositasa érdekében.

A fluoreszcens fejlesztdoldat hoallo reagens, és +2°C és +8°C kozott kell tarolni.

A készlet szallitas kdzbeni sériilése esetén (kiomlott és/vagy torott fiolak, ujra felfjt aluminiumzacskok), kérjiik, vegye
fel a kapcsolatot a Dynabio S. A. a info@dynabio.com e-mail cimen vagy a +33 (0)4 86 94 85 04 telefonszamon.
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MINTA- ES STANDARD ELOKESZITES

Az adagolas el6tti napon :

Oldja fel a mellékelt PBS tablettat 1 liter desztillalt vizben. A teljes homogenizalas utan 20 ml-t hasznaljon fel a

ey

elkészitéséhez.

Vizsgdlandoé mintak : Vagjon ki egy 3 mm atmérdju pelletet a kartonbol egy olyan teriileten, ahol a vér teljesen atjarta a
kartont, tilterhelés vagy kettds lerakodas nélkiil. Helyezze a parnat egy 96 lyuku, kerek alju lemez egyik mélyedésébe (a
készletben nem szerepel). A duplikalt vizsgalathoz lyukassza ki ugyanazt a vérfoltot 2 kiilonbdzé helyen. Adjunk 150 ul
PBS puffert minden egyes mélyedésbe. Legalabb 16 d6ran at (egy éjszakan at) eludljon +2°C és +8°C kozott.

Referenciatartomdany: Az adagolandd mintdkhoz hasonléan vagjon ki egy 3 mm atmérdjii lapocskat a
tartomanykartyakbol, feltétleniil a folt peremén. A hat tavolsagi pontot két példanyban kell lyukasztani. Helyezzen
minden egyes betétet egy 96 lyuku, kerek alju lemez (a készletben nem szerepel) egy mélyedésébe. Adjunk hozza 150 pl
PBS puffert mélyedésenként. Legalabb 16 oran at (egy ¢jszakan at) elualjon +2 és +8 °C kozott. Hat tartomanypontot
kaptunk: 6,25 /3,13 /1,56 /0,78 /0,39 és 0 pg/L.

Belsd kontrollok: A tartomanyhoz hasonléan a harom belsé kontrollt is két példanyban kell kivagni a készlethez
mellékelt kalibralt kartonbol, feltétleniil a folt peremén (3 mm atmérdji pelletek). Helyezzen minden egyes betétet egy
96 lyukt, kerek alju lemez (a készletben nem szerepel) egy mélyedésébe. Adjunk hozza 150 pl PBS puffert
mélyedésenként. Legalabb 16 o6ran at (egy éjszakan at) elualjon +2 és +8 °C kozott. A PAP koncentracidja a harom
kontrollban 1 pg/l (Low control), 2 ng/l (Medium control) és 3 pg/l (High control).

REAGENSEK ELOKESZITESE

A vizsgalat napjan: Az éjszakai inkubacié utan az Osszes eluatumot homogenizalni kell aszpiralassal és kiszoritassal,
amikor a vizsgaland6 100 pl-t veszik. A mikropipettak hegyét a homogenizalt tartomany, a kontroll vagy az jsziil6ttkori
vérmintak minden egyes lerakasa kozott ki kell cserélni.

Adagololemez: A vakuum alatt 1év6 lemezt szobahdmérsékleten kell kiegyenstlyozni, mieldtt kiveszik az aluminium
csomagolasbol. A felbontas utdn a felhaszndlonak azonositania kell a lemezt, hogy ne lehessen Gsszetéveszteni egy
masik, ugyanazon a napon feldolgozott lemezzel. Az egyes lemezek Osszes csikjat azonositani kell (A-tol H-ig), hogy
elkertilhet6 legyen a csikok felcserélése, ha a mosasi 1épések soran levalnanak a keretiikrol.

Mosdopuffer (PBS-0,1% Tween): Az el6z6 nap feloldott maradék PBS-hez (980 ml) adjuk hozza a mellékelt Tween 20
(10%) tiveg tartalmat, és jol keverjiik 0ssze.

Biotinilalt antitestek : A liofilizatumot ovatosan 11 ml desztillalt vizzel, kozvetleniil az injekcios tivegbe kell felvenni.
Teljes feloldas és homogenizalas utan felhasznaldsra kész.

Konjugdatum higito puffer: A homogenizalds utan ezt a puffert a sztreptavidin-europium konjugatum 1:1000-es
higitasanak elkészitéséhez kell hasznalni (1asd alabb).

Streptavidin-Europium-konjugdtum (0,1 mg/ml): higitsa ezt a konjugatumot 1:1000 aranyban higitopufferben 0,1
ng/ml koncentraciora. Az elkészitendd higitott konjugatum mennyisége az adott napon hasznalt kutak szamatol fiigg. Ezt
a higitast a biotinilalt ellenanyagnak a lyukakban torténd inkubalasakor kell elkésziteni.

Fejlesztési oldat: homogenizalas utan azonnal felhasznalhato.

AZ ADAGOLAS ELVEGZESE

A készletben talalhato hat standard koncentracié PBS-ben torténd elucidja utan PAP tartomanyt kapunk. 6,25 / 3,13 /

s

Minden egyes, két példanyban elualt tartomanypontot a homogenizalas utan az analizislemezbe helyeziink (100 pl/lyuk).
A mikropipettak hegyét minden egyes homogenizalt tartomanypont k6zott ki kell cserélni. Azt a két kutat, amelybe 100
pl 0 pg/L-es pont kertil, a vizsgalat hatterének értékelésére hasznaljak.
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Az ujszilottkori foltok eluatumait és a belsé kontrollok eluatumait a homogenizalds utan kétszeresen adjuk az
analizislemezhez (100 pl/lyuk). A mikropipettak hegyét minden egyes homogenizalt kontroll- vagy ujsziiléttminta kozott
ki kell cserélni.

Ezeket a lerakddasokat 3 oran at szobahdmérsékleten (+19 °C és +22 °C kozott), kevergetés mellett (300 fordulat/perc
fordulatszamon) inkubaljuk, a lemezt el6z6leg ragasztoval lefedve.

Ezutan a lyukakat 6tszor mossuk az alabbiak szerint, az el6z6leg elkészitett 0,1%-os PBS/Tween mosopufferrel:

e Szivja le a kutak tartalmat,

e Toltsiink minden egyes mélyedésbe ~300 pl mosopuffert.

e I[smételje meg ezt az elsd két 1épést 4-szer,

e Az utols6 mosas utan tavolitsa el a maradék folyadékot a tanyér erdteljes megforditasaval (mosogatoban vagy
folyadékhulladék-tartalyban), majd papirtorlore koppintva.

Megjegyzés: ajanlott automata vagy félautomata mosogép hasznalata.

A Dbiotinilalt antitestoldatot azonnal fel kell vinni (100 pl/lyuk), és 30 percig kell inkubalni szobahdmérsékleten,
kevergetés mellett (orbitalis mozgatas 300 rpm-nél), a lemezt pedig le kell fedni ragasztoval.

A lemezt a fent leirtak szerint 6tszor mossuk.

A 0,1 pg/ml-re higitott sztreptavidin-europium-konjugatum oldatot higitopufferben azonnal hozzaadjuk (100 pl/lyuk), és
30 percig szobahdémérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis 300 fordulat/perc) inkubaljuk, mikézben a lemezt
ragasztoval fedjiik le.

A lemezt 6tszOr mossuk a fent leirtak szerint.

Ezutan hozzaadjuk a fejleszt6oldatot (200 pl/lyuk). Ne fedje le a lemezt a ragasztoval, mert ez kiolthatja a jelzést.

Legalabb 30 perces inkubalas utan, kevergetés mellett (300 fordulat/perc fordulatszamon) a fluoreszcenciat
spektrofluorométerrel olvassuk le, 337 nm-es hullamhosszon gerjesztve és 620 nm-en mérve az emissziot. A stabil és
pontos jel csak akkor garantalhato, ha a lemez leolvasasa legalabb 30 perccel a fejlesztdoldat hozzaadasa utan torténik.
Megjegyzés: az ebben a protokollban javasolt reveldacios oldat minimalis inkubdcios idejét egy Fluostar Omega olvason
(BMG Labtech) hataroztuk meg: lasd a kesziilek konfiguraciojanak részleteit az "ANALITIKAI JELLEMZOK" cimii
fejezetben.

AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

Kalibralas

Minden egyes elvégzett vizsgalathoz standard gorbét kell hasznalni. Ha a napi vizsgalat tobb lemezbdl all, a tartomanyt
minden egyes lemezre fel kell helyezni.

E gorbe eldallitasahoz elészor ki kell szamitani a vizsgalat hatterét a vakpontra (0 pg/L pont) kapott értékek atlagaként,
majd ki kell vonni az 6sszes tartomanypontra kapott nyers eredményekbdl.

Ezt a hatteret is le kell vonni az egyes kontroll- és mintaismétlések jelébol, mieldtt a két ismétlés atlagat kiszamitjuk.

Példa egy referencia tartomanyra kapott eredményekre, 4125 atlagos hattérszamlalassal (jelzésként megadva):

Fluoreszcencia
PAP . . Vilasz 1 Vailasz 2 0
(ng/L) Vilasz 1 Vilasz 2 - atlagos hattérzaj - atlagos hattérzaj Atlagos
0 4200 4050

0,39 10617 11169 6492 7044 6768
0,78 20409 16023 16284 11898 14091
1,56 33079 32551 28954 28426 28690
3,13 58947 63764 54822 59639 57231
6,25 118902 116993 114777 112868 113823
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A standard gorbét a [PAP] = f(atlagos fluoreszcencia-intenzitds) fliggvény szerint allitottuk Ossze, az egyes
tartomanypontok atlagos fluoreszcenciajanak az elméleti koncentracidhoz valo illesztésével és linedris regresszid
alkalmazasaval. A referencia-tartomany értékeibdl e fliggvény kiszamitasahoz szamitdogépes program hasznalata ajanlott.
A foltok (kontrollok és mintak) eluatumaiban 1évé PAP-koncentraciot az igy kialakitott gérbe egyenletének segitségével
szamoljuk ki.

Mindoségellenorzés

Az eredmények érvényességének biztositasa érdekében belsd ellendrzések alkalmazasa ajanlott. A kontrollokat
ugyanugy kell kezelni, mint a mintdkat. A készlet harom kontrollt tartalmaz, amelyek megfelelnek a PAP novekvo
koncentracioinak (low, medium, high). Ezeket a kontrollokat minden egyes vizsgalatban szerepeltetni kell: ha a napi
vizsgalat tobb lemezbdl 4ll, a kontrollokat minden egyes lemezen el kell helyezni.

Ajanlatos, hogy az ellendrzések ne térjenek el tobb mint +/-20%-kal az elméleti koncentraciotol:

Ellenérzés - EIméleti koncentracio Alz}csron’y Magas hatarérték
hatarérték
Low - 1 ng/L 0,8 ng/L 1,2 ug/L
Medium - 2 pg/L 1,6 ug/L 2,4 png/L
High - 3 pg/L 2,4 pg/L 3,6 ug/L

A mintaeredményeket csak akkor kell validalni, ha az adott vizsgalat kontrolleredményei megfelelnek az elfogadhatosagi
kritériumoknak.

Ismétlddoé problémak vagy a vizsgalat teljesitményének megvaltozasa esetén kérjiik, 1épjen kapcsolatba a Dynabio S.A. a
info@dynabio.com e-mail cimen vagy a +33 (0)4 86 94 85 04 telefonszamon.

Az ujsziilottkori mintak eredményeinek elemzése

Az ujsziilottek vérében 1évé PAP-koncentracid kiszamitasa: Ha a fent leirt protokollt szigorian kovetik, és a mintak 3

s

kozvetleniil meg lehet kapni a tartomanygorbe egyenletével [PAP] = f(atlagos fluoreszcencia-intenzitas).
ADAGOLASI KORLATOZASOK

A MucoPAP-F készlettel kapott PAP-tesztre vonatkozd informdacidkat a cisztas fibrozis sziirésének részeként végzett
egyéb vizsgalatok és tesztek (pl. IRT-teszt) kiegészitéseként kell hasznalni. Ezt a rendelkezésre allo egyéb klinikai
informaciok fényében kell értelmezni.

Olyan kortilmények, amelyek rendellenes analitikai eredményekhez vezethetnek :
e atesztkartya nem telitddik egyenletesen vérrel,

a mintat tul kozel vagtak a mintavételi teriilet széléhez,

a mintat a periféria helyett a folt kdzepén vagtak,

a mintat helyteleniil gy(jtotték vagy szaritottak,

a mintat hdnek vagy nedvességnek tették ki,

a karton tiriilékkel szennyezett.

A vérminta nem tartalmazhat EDTA-t vagy citratot, amelyek az europium kelatorait képezik.
Lasd még a "Figyelmeztetések és ovintézkedések" és a "Felhasznalasi javaslatok" cimii szakaszokat.

AZ EREDMENYEK ERTELMEZESE

azonositasara hasznaljak. A jelenlegi stratégiak altalaban harom 1épésbol allnak. Az elsé 1épésben az immunreaktiv
tripszinogént (IRT) minden Ujsziilottnél meghatarozzak. A masodikban a PAP értékét magas TIR-rel rendelkezd
ujszilotteknél mérik. A magas TIR- és PAP-értékkel rendelkez6 0jsziilotteknél a harmadik 1épés vagy egy diagnosztikus
vizsgalat, a verejtékvizsgalat, vagy a CFTR-gén mutacioinak keresése, amelyet esetleg verejtékvizsgalat kovet az ilyen
mutaciokkal rendelkezd ujsziildtteknél.
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A jelenleg alkalmazott stratégidk teljesitményének kimeritd feliilvizsgalatat a Haute Autorité de Santé végezte el, és
2015-ben tette kozzé. A kozlemény "Place de la stratégie couplplant les assages de la TIR et de la PAP dans le
dépistage systematique de la mucoviscidose en France" cimmel a kdvetkez6 cimen érhet el
http://www.has-sante.fr/portail/jcms/c_1739994/ft/.

Ajanlott, hogy erre az elemzésre hivatkozzanak, mieldtt a PAP-tesztet tartalmazd ujsziilottkori cisztas fibrozis szlirést
bevezetnék.

TELJESITMENY

Az emelkedett TIR-értékkel (> 50 pg/L) rendelkezod ujsziilotteknél minden cisztas fibrozisban szenvedd gyermek PAP-
érteke > 1,75 ng/L (kivéve a frusztralt formakat és a meconium ileusban szenvedd csecsemoéket). Az érintett Ujsziilottek
az emelkedett TIR-értékkel és > 1,75 pg/L PAP-értékkel rendelkezd ujsziildttek mintegy 25%-at teszik ki. Az ebbe a
csoportba tartozd6 nem érintett Ujsziilottek kozé tartoznak a korasziilottek, a Down-szindromasok és a sulyos GI-
fertézésben szenvedod csecsemdk (4, 7).

ANALITIKAI JELLEMZOK

Az alabbiakban bemutatott 6sszes adatot a BMG Labtech Fluostar Omega késziilékével nyertiik, amelynek jellemzdi a
kovetkezok

- Leolvasasi mod: TRF (Time Resolved Fluorescence)

- Hiperérzékeny lehet,

- gerjesztd szlir6: 337 nm / emisszios szird: 620 nm

- Integracio: 60 ps

- Idétartam: 400 ps

- Alejatszas megkezdése el6tti sziinet ideje: 0,2 masodperc

- Villanasok szama katonként: 200

Standard gorbe: A MucoPAP-F késziilék tipikus standard gorbéje az alabbi abran lathato. Ezt Gigy hataroztak meg,
hogy négy kiilonbozo tételt hasznaltak, ¢s minden tételben kilencszer {it6tték ki a hat tartomanypontot.

MucoPAP-F segitségével kapott standard girbe

120000 -

90000 -+

60000

Fluoreszcencia intenzitas

30000 4

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
[PAP] pg/L
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Pontossagi profil: A MucoPAP-F késziilék pontossagi profiljat négy kiilonbozo tétel felhasznaldsaval hataroztuk meg,
és minden tételben kilencszer lyukasztottuk ki a hat tartomanypontot. Ezt az alabbi grafikon mutatja be.

MucoPAP-F késziilekkel kapott pontossagi profil
100 -

90 +
80 4
70 ~

60 -

CV (%)

50
40 |
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10 ¥ * *

T T T T T T 1
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
[PAP] pg/L

Ismételhetdség és reprodukalhatésag: A MucoPAP-F késziilék ismételhetdségét és reprodukalhatdsagat 6t kiilonbozo
készlet tételeinek felhasznalasaval és az egyes készletekben talalhaté harom belsé kontroll mindegyikének tizenegyszeri
lyukasztasaval hataroztdk meg. A megismételhetdség a tételen beliili eltérést (n = 11), a reprodukalhatosdg pedig a
tételek kozotti eltérést (n = 5) jelenti.

Varhato ellenorzési -y Ismételhetésé Reprodukalhatésa
érték (ng/L) Kapott érték (ng/L) (CcV %-ban)g p(CV %-ban) i
1 0,990 11,5 13,9
2 2,100 9,8 9,7
3 3,150 8,0 10,2

Kimutatasi és mennyiségi hatarértékek: A MucoPAP-F vizsgalat kimutatasi és mennyiségi hatarértéke (mikrogramm
PAP per liter vérben kifejezve) 0,24 pg/L, illetve 0,32 pg/L, feltételezve, hogy :

- a kimutatasi hatarértéket a nulla standard mérések atlaga feletti 3 standard eltérésként hatarozzak meg.

- a mennyiségi meghatarozas hatarat a nulla standard mérések atlaga feletti 10 standard eltérésként hatarozzak meg.

Keresztreakcié: A MucoPAP-F teszt soran nem volt keresztreakcié az IL2, IL6, IFN, TNF és Escherichia coli
fehérjékkel.

Horgas hatas: 1000 ng/L PAP-koncentracioig nincs horgas hatas, mikrogramm PAP per liter vérben kifejezve.
GARANCIA

A gyart6 altal ajanlott eljaras barmilyen modositasa vagy modositasa befolyasolhatja az eredményeket. Ebben az esetben
a Dynabio S.A. kizar minden kifejezett, hallgatolagos vagy torvény altal megallapitott felelosséget, beleértve a termék

értékesitésébdl vagy szallitasabol eredd feleldsséget a termék hasznalataért. Ebben az esetben a Dynabio S.A. nem véllal
felelGsséget az ebbdl eredd kozvetlen vagy kozvetett karokért.
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AZ ADAGOLAS OSSZEFOGLALASA

N —

e

e

Ne feledje, hogy a vérfolt eluatumokat 150 nl PBS/lyukban kell elkésziteni.
a vizsgalatot megel6z6 napon egy kerek alju lemezben (a készletben nem szerepel)

Hozza az analizis és az eltcids lemezeket szobahdmérsékletre.

A szobahdmérsékleten torténd egyensulyozas utan vegyiik ki az analitikai lemezt a tokbodl, és homogenizalas utan
adjuk hozza a tartomanyfoltok, a harom kontroll és a mintak eluatjait (100 pl/lyuk).

Inkubaljuk 3 6ran at szobahémérsékleten, kevergetés mellett (300 fordulat/perc korforgassal).

Fejezze be a mosopuffer elkészitését (adjon Tween-t az el6z6 nap elkészitett PBS-hez).

A 3 oras inkubacid végén végezzen el 5 PBS/Tween mosast, Uiritse ki a lemezt, és torolje szarazra.

Adagoljon biotinilalt ellenanyagot (100 pl/lyuk).

Inkubaljuk 30 percig szobahdmérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis forgatas 300 rpm).

Végezzen el 5 PBS/Tween mosast, liritse ki a lemezt, torolje szarazra.

Adagoljon sztreptavidin-europium konjugatumot (100 pl/lyuk).

. Inkubaljuk 30 percig szobahdémérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis forgatas 300 rpm).
11.
12.
13.
14.

Végezzen el 5 PBS/Tween mosast, liritse ki a lemezt, torolje szarazra.

Adagolja ki a fejlesztéoldatot (200 pl/lyuk).

Inkubaljuk 30 percig szobahdmérsékleten, kevergetés mellett (orbitalis forgatas 300 rpm).
A 337 nm-es gerjesztés utan olvassa le a fluoreszcenciat 620 nm-en.
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MEGJEGYZESEK
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