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DRG Mycoplasma pneumoniae IgM ELISA EIA-3500

1. WPROWADZENIE
1.1. Zastosowanie

Zestaw DRG Mycoplasma pneumoniae IgM ELISA dostarcza materiaty do jakosciowego i pétilosciowego
oznaczania przeciwciat klasy 1gG Mycoplasma pneumoniae w surowicy.
Zestaw przeznaczony jest tylko do diagnostyki In vitro.

2. ZASADA OZNACZENIA

Zestaw DRG Mycoplasma pneumoniae IgM jest testem immunoenzymatycznym (ELISA) statej fazy.

Mikrostudzienki jako faza stata sg pokryte antygenem Mycoplasma pneumoniae. Rozcienczone prébki
pacjentow i gotowe do uzycia kontrole sg pipetowane do studzienek. Podczas inkubacji przeciwciata
swoiste dla Mycoplasma pneumoniae obecne w dodatnich prébkach i kontrolach wigzg sie ze
zwigzanymi antygenami. Po zakonczeniu etapu ptukania przeprowadzanego w celu usuniecia
niezwigzanych elementdw prébki i kontroli, do studzienek dodawane sg przeciwciata przeciwko ludzkim
IgM sprzezone z peroksydazg chrzanowgq. Podczas drugiej inkubacji koniugat anty-IgM wigze sie
swoiscie z przeciwciatami IgM, prowadzgc do utworzenia komplekséw immunologicznych zwigzanych z
enzymem. Po drugim etapie ptukania przeprowadzanym w celu usuniecia niezwigzanego koniugatu
powstate kompleksy immunologiczne (w przypadku dodatnich wynikéw) sg wykrywane przez inkubacje
z substratem TMB i powstaje niebieski kolor. Kolor niebieski zmienia sie w z6tty po zatrzymaniu
enzymatycznej reakcji kwasem siarkowym. Natezenie jest wprost proporcjonalne do ilosci przeciwciat
IgM swoistych dla Mycoplasma pneumoniae w prébce pobranej od pacjenta.

Absorbancje odczytuje sie przy uzyciu czytnika mikroptytek ELISA, przy diugosci fali 450 nm.

3. OSTRZEZENIA | SRODKI OSTROZNOSCI

Zestaw ten stuzy jedynie do diagnostyki in vitro. Tylko do profesjonalnego uzytku.
Wszystkie odczynniki zestawu, ktére zawierajg ludzka surowice badz osocze zostaty przetestowane i
potwierdzone jako negatywne pod wzgledem obecnosci HIV I/11, HBsAg przez metody
zaaprobowane przez FDA. Jednakze wszystkie odczynniki powinny byé traktowane jako potencjalnie
zakazne.

3. Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy doktadnie i uwaznie przeczytaé niniejszy protokét. Stosowacé
dostepng wersje dotgczong do zestawu. Nalezy sie upewnié czy wszystko jest zrozumiate.

4. Mikroptytka zawiera odtamywane paski. Niezuzyte paski muszg by¢ przechowywane w
temperaturze 2-8°C w zamknietej torebce aluminiowe;j.

5. Pipetowanie prébek i odczynnikdéw powinno byé przeprowadzone tak szybkojak tomozliwe i zawsze
w tej samej kolejnosci dla kazdego etapu.

6. Nalezy stosowac pojemniki tylko na pojedyncze odczynniki. Dotyczy to szczegdlnie pojemnikdw na
substrat. Uzycie pojemnika do rozpipetowania roztworu substratu, ktéry wczesniej byt uzywany do
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roztworu konjugatu, moze spowodowacd zabarwienie roztworu. Nie umieszcza¢ odczynnikéw
ponownie we fiolkach, poniewaz moze dojs¢ do zanieczyszczenia.

Mieszaé doktadnie zawartosc¢ studzienek, aby otrzymac prawidtowe wyniki. Nie uzywac ponownie
studzienek.

Nie dopusci¢ do wyschniecia studzienek podczas oznaczen , dodawaé niezwtocznie odczynniki po
zakonczeniu ptukania.

Doprowadzi¢ odczynniki do temperatury pokojowej (21-26 °C)przed przystgpieniem do oznaczen.
Temperatura wptywa na wartosci absorbancji. Jednakze nie wptywa to wartosci prébek pacjentow .
Nigdy nie pipetowac ustami oraz unikaé¢ kontaktu odczynnikéw ze skorg i btonami sluzowymi.

Nie pali¢, nie pi¢, nie jes¢ w obszarach pracy z zestawem.

Nosi¢ rekawice ochronne podczas pracy z probkami i odczynnikami. Zanieczyszczenie
mikrobiologiczne moze dawac fatszywe wyniki.

Obchodzenie sie z probkami powinno by¢ zgodne z odpowiednimi wytycznymi bezpieczenstwa
pracy z materiatem biologicznym.

Nie stosowac odczynnikédw po uptywie daty waznos$ci umieszczonej na naklejkach.

Wszystkie objetosci muszg by¢ zgodne z protokotem. Optymalne wyniki uzyskiwane sg wtedy, gdy
stosowane sg skalibrowane pipety i czytnik mikroptytek.

Nie miesza¢ odczynnikdéw z zestawdw o réznych numerach LOT. Zalecane jest aby nie wymieniaé
ptytek pomiedzy zestawami, nawet jesli maja ten sam numer LOT. Zestawy te mogty by¢
transportowane i przechowywane w réznych warunkach, a wigzgce wtasciwosci ptytek mogg sie
delikatnie réznic.

Unikac¢ kontaktu z Roztworem Stopujgcym zawierajgcym 0,5 M H2S04. Moze powodowacd
podraznienia skéry i oparzenia.

Niektore odczynniki zawierajg Proclin 300, BND i/lub MIT jako konserwant. W przypadku kontaktu z
oczami badz skérg, sptukac natychmiast woda.

Substrat TMB ma wfasciwosci draznigce na skére i btony Sluzowe. W przypadku kontaktu przemy¢
czy obfitg iloscig wodym a skoére obfita iloscig wody mydtem. Umy¢ zanieczyszczone przedmioty
przed ponownym uzyciem. W przypadku inhalacji nalezy wyprowadzié¢ osobe na swieze powietrze.
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4. MATERIALY

4.1. Odczynniki zawarte w zestawie
e Studzienki opfaszczone (IgM): 12 x 8 odtamywanych paskéw optaszczonych antygenem
Mycoplasma pneumoniae; w zamykanej aluminiowej folii
e Rozcieniczalnik Prébek *: 1 butelka zawierajgca 100 ml buforu do rozciericzania prébek; pH
7,2+0,2; zabarwiony na zéito; gotowy do uzycia
e Sorbent IgG-RF*, 1 butelka, 6,5 ml, gotowa do uzycia, zabarwiona na z6tto
Zawiera ludzkie przeciwciata aty-1gG
e Kontrola dodatnia* 1 butelka 1 ml; gotowa do uzycia, zabarwiona na zétto, czerwona
nakretka
e Kontrola ujemna*, 1 butelka 1 ml;, zabarwiona na z6tto, z6tta nakretka
e Kontrola Cut-off *,1 butelka 1 ml; gotowa do uzycia, zabarwiona na z6tto, czarna nakretka
e Konjugat Enzymu*, 1 butelka, 20 ml,gotowa do uzycia, zabarwiona na czerwono,
przeciwciata IgM sprzezone z peroksydazg chrzanowg
e Roztwdr Substratu TMB: 1 butelka zawierajgca 14 ml, gotowy do uzycia;
e Roztwor Stopujacy, 1 butelka, 14 ml, gotowa do uzycia, zawiera 0,2 mol/L H2S04
Unika¢ kontaktu z roztworem. Moze powodowac podraznienia i oparzenia skory.
e Roztwor Ptuczacy (stezony 20x)*: 1 butla zawierajgca 30 ml 20-ktornie stezonego buforu (pH
6,5+0,1), do ptukania studzienek

4.1.1. Materiaty zalecane, nie zawarte w zestawie

e Czytnik mikroptytek ELISA z mozliwoscig odczytu przy dt. Fali 450/620 nm
e Inkubator37C

e Manualna lub automatyczna ptuczka

e Pipety; zakres 101000 ul

e Vortex lub mikser

e Dejonizowana lub swiezo destylowana woda

e Jednorazowe probowki

e Timer

e Papier pochtaniajgcy wilgo¢ (bibuta)
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4.2. Przechowywanie i stabilnos¢ zestawu

Odczynniki sg stabilne do daty waznosci, gdy przechowywane sg w temperaturze 2-8 C.

Nie stosowac¢ odczynnikéw po uptynieciu daty waznosci!

Otwarte odczynniki muszg by¢ przechowywane w temperaturze 2-8 C. Paski z mikrostudzienkami
powinny by¢ przechowywane w temperaturze 2-8 C. Od momentu pierwszego otwarcia foliowej
torebki, nalezy zawsze j3 szczelnie zamykac.

Otwarty zestaw zostaje aktywny przez 2 miesigce jezeli jest przechowywany jak opisano powyze;.

4.3. Przygotowanie odczynnikow

Bardzo wazne jest, aby przed oznaczeniem doprowadzi¢ wszystkie odczynniki, prébki i kontrolki do
temperatury pokojowej (20-25 C)!

Roztwdr Ptuczacy

Nalezy rozcienczy¢ roztwoér ptuczacy w stosunku 1 + 19 (np. 10 ml + 190 ml) Swiezg i wolng od
mikroorganizméw wodg podwadjnie destylowang; zuzycie ~ 5 ml na oznaczenie. Krysztaty w roztworze
znikajg przy ogrzaniu roztworu do temperatury 37°C w tazni wodnej. Stabilno$¢ po rozcienczeniu: 4
tygodnie w temperaturze 2 to 8 °C.

4.4. Utylizacja Zestawu

Utylizacja musi by¢ przeprowadzona zgodnie z przepisami krajowymi . Informacje na ten temat mozna
znalez¢ w Kartach Charakterystyki Substancji

4.5, Uszkodzenia zestawu

W przypadku jakichkolwiek uszkodzen sktadnikéw zestawu, DRG powinno by¢ poinformowane
pisemnie, ostatecznie do tygodnia od momentu otrzymania zestawu. Ciezko uszkodzone pojedyncze
sktadniki zestawu nie powinny by¢ uzywane w oznaczeniach. Powinny by¢ przechowywane az do
momentu znalezienia rozwigzania. Po tym okresie powinny by¢ zutylizowane zgodnie z wytycznymi.
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5. PROBKI

Do oznaczenia nalezy stosowac ludzka surowice

Nie stosowac probek hemolitycznych, zéttaczkowych i lipemicznych.

Uwaga: Prébki zawierajace azydki sodu nie powinny by¢ stosowane w oznaczeniu.
5.1. Zbieranie Prébek

Surowica:

Pobra¢ krew poprzez naktucie zyty fokciowej do prébdéwki na skrzep. Pozwoli¢ na wyrzepienie i oddzieli¢
surowice poprzez wirowanie w temp. Pokojowej. Nie wirowaé przed catkowitym wyrzepieniem.
Pacjenci w trakcie terapii antykoagulantami mogg wymagac¢ dtuzszego czasu krzepniecia.

5.2. Przechowywanie prébek

Probki powinny by¢ zamkniete korkiem i przechowywane do 3 dni w temperaturze 2-8 st. C przed
oznhaczeniem.

Probki przechowywane przez dtuzszy czas powinny by¢ zamrozone tylko raz w temperaturze -20 st. C.
Rozmrozone prébki powinny by¢ wymieszane przez kilkakrotne obrécenie probdwki.

5.3. Rozcieniczenie prébek

Przed oznaczeniem probki powinny by¢ rozcienczone przy pomocy Rozciericzalnika Prébek. W celu
pochtoniecia czynnika reumatoidalnego te wstepnie rozciericzone prébki powinny by¢ inkubowane z
sorbentem IgG-RF.

1) Rozcienczy¢ kazdg prébke pacjenta 1+50 przy pomocy Rozciericzalnika Prébek
Np. 10 ul prébki + 0,5 ml Rozcienczalnika Probek. Dobrze wymieszac.

2) Dobrze wymieszac Sorbent IgG-RF przed uzyciem

3) Rozcienczy¢ wstepnie rozciericzong probke 1+1 z Sorbentem IgG-RF
Np. 60 ul wstepnie rozciericzonej probki + 60 ul Sorbentu IgG-RF. Dobrze wymieszac.

4) Pozostawi¢ na co najmniej 15 minut w temperaturze pokojowej, dobrze wymiesza¢ lub
pozostawi¢ na noc w temp. 2-8 st. C i dokfadnie wymiesza¢ przed uzyciem.

5) Pobrac¢ 100 ul tak przygotowanych prébek do testu ELISA.

UWAGA: Kontrole sg gotowe do uzycia i nie muszg by¢ rozcienczane!
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6. PROCEDURA OZNACZENIA
6.1. Ogodlne Wskazéwki

— Wszystkie odczynniki oraz probki powinny osiggngé temperature pokojowg przed rozpoczeciem
oznaczen. Wszystkie odczynniki powinny by¢ wymieszane w taki sposéb, aby nie doszto do
spienienia

— W momencie rozpoczecia oznaczen wszystkie etapy powinny byc¢ zakoriczone bez przerywania

— Uzywac nowych wymiennych koncéwek do pipet dla kazdego standardu,kontroli i prébki aby
unikng¢ zanieczyszczenia

— Absorbancja jest funkcjg czasu inkubacji i temperatury. Przed rozpoczeciem oznaczen zalecane
jest, aby wszystkie odczynniki byty gotowe do uzycia, zakretki odkrecone, potrzebne studzienki
umieszczone w statywie itd. To zapewni jednakowy czas pipetowania bez zaktécen

— Ogdlna zasada reakcji enzymatycznej jest liniowos¢ proporcjonalna do czasu i temperatury

6.2. Procedura Testu

Przed przystgpieniem do oznaczenia, rozcieniczy¢ Roztwoér Ptuczacy, przygotowac probki pacjentéw jak
opisano w punkcie 5.3., dobrze wymieszac przez pipetowaniem i ustali¢ plan pipetowania i identyfikacji dla
probek i kontroli.

1) Wybra¢ wymagana ilo$¢ paskow i umiescic je w statywie

Przyktad:
1 studzienka (np. A1) dla prébki Slepej
1 studzienka (np. B1) dla kontroli ujemnej

2 studzienki  (np.C1+D1) dla kontroli cut-off
1 studzienka (np. E1) dla kontroli dodatniej
Od uzytkownika zalezy czy kontrole i prébki pacjentdw oznaczane bedg w duplikacie.
2) Doda¢
100 ul Kontroli Ujemnej do studzienki B1
100 ul Kontroli Cut-off do studzienki C1iD1
100 ul Kontroli Dodatniej do studzienki E1
100 ul kazdej rozciernczonej prébki przy pomocy nowe]j koncowki do pipety do odpowiednich studzienek

Zostawié studzienke A1 dla praébki Slepej!
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3) Nakry¢ studzienki folig dotagczona do opakowania. Inkubowac przez 1 godzine w temperaturze 37 st.C.
4) Energicznie wytrzasngc¢ zawartos¢ studzienek.
Przemy¢ kazdg studzienke 5 razy przy pomocy 300 ul Roztworu Ptuczgcego. Uderzy¢ studzienkami o
bibute w celu usuniecia zalegajgcych kropelek.
Uwaga: Ptukanie jest bardzo wazne! Niewystarczajgce ptukanie ma skutek w stabej precyzji i fatszywie
zawyzonych wartosciach absorbancji.
5) Doda¢ 100 ul Konjugatu Enzymu do kazdej studzienki za wyjgtkiem studzienki slepej (np. Al).
6) Inkubowac przez 30 minut w temperaturze pokojowej. Nie wystawiaé na swiatto stoneczne.
7) Energicznie wytrzasngc zawartos¢ studzienek.
Przemy¢ kazdg studzienke 5 razy przy pomocy 300 ul Roztworu Ptuczgcego. Uderzy¢ studzienkami o
bibute w celu usuniecia zalegajgcych kropelek.
8) Doda¢ 100 ul Roztworu Substratu TMB do wszystkich studzienek.
9) Inkubowaé przez doktadnie 15 minut w temperaturze pokojowej w ciemnosci.
10) Zatrzymac reakcje enzymatyczng poprzez dodanie 100 ul Roztworu Stopujgcego do kazdej studzienki
Kolor niebieski powstaty podczas inkubacji zmienia sie na z6tty.
Uwaga: Wysoce pozytywne prébki pacjentdw mogg tworzy¢ ciemne precypitaty chromogenu!
11) Zmierzy¢ absorbancje probek przez dtugosci fali 450/620 nm w ciggu 30 minut po dodaniu Roztworu

Stopujacego.

6.3. Pomiar
Wyzerowac czytnik mikroptytek wzgledem prébki Slepej Al.

Jezeli — z powodu przyczyn technicznych — czytnik ELISA nie moze by¢ wyzerowany przy uzyciu prébki
Slepej Al, nalezy odja¢ warto$¢ absorbancji studzienki A1 od innych wartosci absorbancji aby uzyskac
wiarygodne wyniki.

Zmierzy¢ absorbancje studzienek przy dtugosci fali 450 nm i zanotowac wartosci absorbancji dla kazdej
kontroli, probki pacjentéw w planie dystrybucji i identyfikacji.

Jest zalecany odczyt przy dtugosci fali 620 nm jako fali referencyjne;j.
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7. WYNIKI

7.1. Kryteria walidacji oznaczen

Aby test zostat uznany za wazny, muszg zostac spetnione nastepujgce kryteria:

e Substrat Slepy w Al wartos¢ absorbancji< 0,100
e Kontrola negatywna w B1 wartos¢ absorbancji< 0,300
e Kontrola Cut-off wCliD1 warto$¢absorbancji 0,35-0,85
e Kontrola dodatnia w E1 wartos¢ absorbancji 0,65-3,0

Jezeli kryteria te nie sg spetnione test nie jest wazny i musi by¢ powtérzony.

7.2. Obliczanie wynikéow
Srednia wartos$¢ absorbancji kontroli Cut-off [CO]
Obliczy¢ $rednig warto$é absorbancji 2 oznaczen kontroli Cut-off (np. w C1/D1)
Przyktad:
(0,49+0,51):2=0,50=CO
7.3. Interpretacja wynikow
POZYTYWNE Srednia warto$¢ absorbancji prébek pacjenta jest wyzsza niz 10 % od CO.
( Srednie ODpagjent > 1,1 x CO)
SZARA STREFA Srednie warto$ci absorbancji pacjenta wynoszg od 10% powyzej do 10% ponizej CO,
nalezy powtérzyc test 2-4 tygodni pdzniej — z nowg probka od pacjenta
(0,9 x CO < Srednie ODpagjent < 1,1 x CO)
Wyniki w drugim tescie ponownie w szarej strefie > NEGATYWNA
NEGATYWNE Srednia warto$¢ absorbancji prébek pacjenta wiecej niz 10 % ponizej CO.

( Srednie ODpacjent <0,9x CO)
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9.1.1. Wyniki w Jednostkach DRG

Srednia warto$¢ absorbanciji pacjenta x 10 = [DRG Unit = DU]

co

Przyktad: 1,580x 10 = 32 DU
0,50
Interpretacja wynikéw:
Cut-off: 10 DU
Szara strefa: 9-11 DU
Negatywny: <9 DU

Pozytywny: >11 DU

8. KONTROLA JAKOSCI

Uzywanie probek kontrolnych jest zalecane, aby zapewni¢ dzien po dniu walidacje wynikéw. Uzywa¢é
kontroli na poziomie normalnym oraz patologicznym .

Zalecane jest aby przeprowadza¢ kontrole wewnatrzlaboratoryjng oraz zewnatrzlaboratoryjng dla
wiarygodnosci wynikow.

Jezeli wartosci kontroli nie mieszczg sie w ustalonych granicach, wyniki powinny byé rozpatrzone jako
nieprawidtowe.

W tym przypadku, nalezy sprawdzié¢ nastepujgce techniczne obszary: urzgdzenia pipetujgce i czasowe;
fotometr; daty waznosci odczynnikow, warunki przechowywania i inkubacji, metody aspiracji i mycia.

Po sprawdzeniu wyzej wymienionych czynnikdw bez odnalezienia btedu nalezy skontaktowac sie
bezposrednio z DRG.
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9. CHARAKTERYSTYKA TESTU
9.1. Swoistos¢ diagnostyczna

Swoistos¢ diagnostyczna jest definiowana jako prawdopodobieistwo wynikdw negatywnych przy braku
swoistego analitu . Wynosi 100 %.

9.2. Czufosc¢ diagnostyczna

Czutos¢ diagnostyczna jest definiowana jako prawdopodobieristwo wystepowania wynikdw pozytywnych w
obecnosci swoistego analitu. Wynosi 89 %.

9.3. Zaktdcenia

Nie zaobserwowano interferencji w surowicach hemolitycznych, lipemicznych lub zéttaczkowych w
stezeniu hemoglobiny 4 mg/ml, triglicerydéw 30 mg/ml oraz bilirubiny 0,5 mg/ml.

10. ASPEKTY PRAWNE
10.1. Powtarzalnos¢ wynikow

Test musi byé przeprowadzony doktadnie wedtug instrukcji uzycia. Ponadto uzytkownik powinien
przestrzegac Zasad Dobrej Praktyki Laboratoryjnej. Jest to szczegdlnie istotne jezeli chodzi o kontrole.
Wazne jest, aby zawsze oznacza¢ wystarczajgca ilos¢ kontroli dla walidacji doktadnos$ci i precyzji testu.

Wyniki testu sg wazne tylko jezeli wszystkie kontrole mieszczg sie w granicach norm, oraz jezeli inne
parametry testu odpowiadajg specyfikacji. W razie watpliwosci nalezy skontaktowac sie z DRG.

10. 2. Terapeutyczne konsekwencje

Konsekwencje terapeutyczne nigdy nie powinny opierac sie jedynie na wynikach laboratoryjnych, nawet
jezeli wszystkie wyniki testu zgadzajg sie z zasadami zawartymi w punkcie 11.1. Jakiekolwiek wyniki badan
laboratoryjnych powinny by¢ czescig obrazu klinicznego pacjenta.

Jedynie w przypadkach gdzie wyniki laboratoryjne zgadzajg sie z obrazem klinicznym pacjenta moga by¢
podjete konsekwencje terapeutyczne.

Same wyniki nigdy nie powinny by¢ samodzielnym wyznacznikiem diagnozy.
10.3. Odpowiedzialnos¢

Jakiekolwiek modyfikacje zestawu i/lub wymiana jakiegokolwiek sktadnika na inny o innym numerze LOT-u
moze negatywnie wptyngé na wyniki testu. Takie modyfikacje i/lub zamiany uniewazniajg prawo do
wymiany.

Reklamacje zgtaszane z powodu mylnej interpretacji wynikéw laboratoryjnych przez klienta zawarte w
punkcie 11.2 sg réwniez niewazne.
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Producent nie ponosi odpowiedzialnosci za uszkodzenia zestawu powstate podczas transportu.
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