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ELISA EnzYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

Microwell Method

Rheumatoid Factor IgA

Cat. No. R97425

Pro in vitro diagnostické pouZziti

Pfribalovy |etak

ELISA souprava pro kvantitativni stanoveni IgA
revmatoidniho faktoru v lidském séru nebo plazmé

ce |IvVD

Microwell Method - 96 jamek

(12 x 8-jamek potazenych antigenem)

Odlamovaci
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ZAKLADNI INFORMACE

O Vinova délka

Zakladni filtr: 450 nm
Volitelny referencni filtr: 600 - 650 nm

O Inkubaéni €as
60 minut pfi laboratorni teploté (30/15/15)
O Enzyme Conjugate
HRP (kfenova peroxidaza)
O Substrate
TMB (3,3°,5,5 -tetrametylbenzidin)
O Vzorek
Sérum nebo plazma
O Stabilita vzorku
nefedéné: 5 dni pfi 2-8°C; az 6 mésicu pfi - 20 °C
O Kalibraéni rozmezi
0 - 500 U/ml
O Senzitivita
1.0 U/ml

O Doba pouzitelnosti a stabilita komponent

Souprava: 18 mésicl od data vyroby
Komponenty: viz datum sxspirace na Stitku
Redici pufr: 30 dni po nafedéni
Promyvaci pufr: 30 dni po nafedéni
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SLOZENi SOUPRAVY

Microwell plate

Mikrotitracni desticka

Positive Control
Pozitivni kontrola

Negative Control
Negativni kontrola

Calibrators
Kalibratory

Enzyme Conjugate
Enzym konjugat

Substrate Solution
Substrat

Stop Solution
Stopovaci roztok

Sample Diluent
Redici roztok

Wash Buffer
Promyvaci roztok

12 8 jamkové stripy s odlamovacimi jamkami potazenymi

Fc fragmenty lidskych IgG protilatek k pfimému pouziti

lahvicka, 1,5 ml, (Eervené vi¢ko), obsahujici
revmatoidni faktor v séropufrovém matrixu (PBS, BSA,
detergent, NaN3 0.09%) k pfimému pouziti.

Hodnota a rozmezi jsou uvedeny v Certifikatu kvality

lahvicka, 1,5 ml, (modré vi€ko), obsahujici revmatoidni
faktor v séropufrovém matrixu (PBS, BSA, detergent,
NaN3 0.09%) k prfimému pouziti.

Hodnota a rozmezi jsou uvedeny v Certifikatu kvality

lahviCek, kazda 1,5 ml, obsahujici revmatoidni faktor v
séropufrovém matrixu (PBS, BSA, detergent, NaN;
0.09%) k primému pouziti.

0, 15; 50; 150 and 500 U/ml

lahvic¢ka, 15ml, obsahuje anti-h IgA protilatky, znacené
HRP, PBS, BSA, detergent, konzervans ProClin 0.05%,
barevné odliSeno - rdzova, k pfimému pouziti

lahvi¢ka, 15ml, obsahuje 3,3’, 5,5'-tetramethylbenzidin,
k pfimému pouziti.

lahviC¢ka, 15ml, obsahuje kyselinu, k pfimému pouziti
lahvicka, 20 ml, obsahuje PBS, BSA, detergent,

konzervans azid sodny 0.09%, koncentrat (5x),
barevné odliSeno zluta

lahviCka, 20 ml, obsahuje Tris, konzervans azid sodny
0.09%, koncentrat (50x).
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DALSiI POTREBNY MATERIAL

e Reader mikrotitraCnich destiCek sachony méfit endpoint pfi 450 nm, volitelné,
referenéni filtr 620 nm

Software na zpracovani dat

Multikanalovy dispenzor nebo opakovaci pipeta na 100 ul

TrepacCka

Pipety 10 ul, 100 pl a 1000 pl

Laboratorni stopky

Destilovana nebo deionizovana voda

Odmérné valce na 1000 ml a 100 ml

plastova nadoba na uchovavani promyvaciho roztoku

Reader a Promyvacku Vam v Dialabu nabidneme.

SUMMARY AND EXPLANATION

Revmatoidni faktor (RF) je druh protilatky, ktera je produkovana imunitnim systémem
a namifena proti vlastnim imunoglobulinim (protilatkam), zvlasté proti IgG.
Onemocnéni, pfi kterych je ¢innost imunitniho systému zamérena proti viastnim
tkanim a organum, se nazyvaji autoimunitni. RF je produkovan hlavné lymfatickou
tkani v zanétem postizeném kloubu, dale v kostni dfeni, lymfatickych uzlinach,
sleziné a podkoznich revmatickych uzlicich (zatvrdlé bouli¢ky pod kizi, zejména na
hornich kon&etinach, vyskytujici se u revmatoidni artritidy).

ZvySené hladiny RF v krvi zjiStujeme pfedevSim u revmatoidni artritidy (autoimunitni
zanét kloub), jinych systémovych autoimunitnich onemocnéni a u dlouhodobych
jaternich onemocnéni. V nizSich hladinach se RF mlze vyskytovat u pfetrvavajicich
infekci a nadorovych onemocnéni.

PRINCIPLE OF THE PROCEDURE

Mikrotitraéni desticka je potazena vysoce purifikovanymi Fc fragmenty lidského
imunoglobulinu. Stanoveni je zalozeno na nepfimé imunitni reakci navazaného
enzymu Vv téchto krocich: protilatky, pokud jsou ve vzorku pfitomné, se navazou na
antigen na povrchu jamky a vytvofi komplex protilatka-antigen. Po inkubaci se
promytim odstrani nenavazané a nespecificky navazané molekuly. Pfidany
enzymovy konjugat se navaze na imobilizovany komplex. Promytim se po inkubaci
odstrani nenavazany konjugat. Po pfidani chromogenniho substratu dojde
k hydrolyze a vzniku zbarveni. Pfidanim kyseliny se reakce zastavi, vytvofi se Zluty
finalni produkt. Intenzita zbarveni, ktera je pfimo umérna koncentraci komplexu
protilatka-antigen, se odecte pfi 450 nm.

VZOREK — ODBER, SKLADOVANI, MANIPULACE

e K odbéru vzorku plné krve pouzivejte stanové postupy tak, abyste zabranili
hemolyze.

e Obvyklym zplsobem pfipravte sérum nebo plazmu

e Test serum should be clear and non-hemolyzed. Contamination by hemolysis or
lipemia should be avoided, but does not interfere with this assay
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Vzorky pro stanoveni se mohou uchovavat pfi 2 — 8 °C po dobu maximalné 5 dni,
po zamrazeni v -20°C az po dobu 6 mésicua.

Nezmrazujte a nerozmrazujte opakované. Mlze to ovlivnit aktivitu protilatek.
Nedoporucujeme testovani tepelné inaktivovaného séra.

SKLADOVANI A STABILITA

Reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C ve tmé.

Béhem skladovani reagencie nevystavujte reagencie horku, slune¢nimu zafeni
nebo intenzivnimu svétlu.

MikrotitraCni destiCky skladujte hermeticky uzaviené v originalnim obalu.
Neoteviena souprava je stabilni po celou dobu pouzitelnosti (18 mésicl). Viz
etikety.

Jednou nafedéné pufry jsou stabilni, pokud jsou skladovany pfi teploté 2 — 8 °C,
po dobu 30 dni.

Nejlepsi je spotfebovat je ten samy den.

UPOZORNENI A VAROVANI

Tento test je ur€en pro pouziti in-vitro

Slozky obsahujici lidské sérum byly testovany a shledany negativni na
HBsAg, HCV, HIV1 a HIV2 pomoci postupl schvalenych FDA. Zadna
zkousSka neni schopna zaruCit nepfitomnost viru a proto je se slozkami
soupravy nutno zachazet jako s latkami potencionalné infek&nimi.

Bilkovina hovéziho séra (BSA) byla otestovana a shledana negativni na BSE.
Vyvarujte se styku TMB s pokozkou. Pokud dojde k potfisnéni, omyjte
dukladné vodou a mydlem.

Vyvarujte se styku Stopovaciho roztoku s pokozkou. Pokud dojde
k potfisnéni, omyjte dikladné vodou a mydlem.

Nékteré slozky soupravy obsahuji azid sodny jako konzervaéni latku (fedici a
promyvaci pufr, kontroly. Azid sodny je v Cisté formé& vysoce toxicky a
reaktivni. PfestozZe je jeho koncentrace v soupravé pod hranici nebezpecénosti,
doporuc€ujeme dodrzovat zasady SLP.

Nékteré slozky soupravy obsahuji jako konzervacni cCinidlo Proclin 300,
v bezpecné koncentraci. Pfi likvidaci slozek nafedte odpad dostateCnym
mnozstvim vody.

manipulace s reagenciemi a vzorky dodrzujte pravidla SLP:

Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned oplachnéte vodou a
mydlem. Sejméte kontaminovany odév a boty a prfed dalSim pouzitim
vyCistéte. PFi vniknuti do oci ddkladné oplachujte pod tekouci vodou
minimalné 10 minut. Podle potfeby vyhledejte Iékafskou pomoc.

Ochranné pomucky a nouzové postupy: Dodrzujte smérnice pro bezpecnou
praci v laboratofi. Zabrante potfisnéni nebo vniknuti reagencii do ocCi.
Nepipetujte usty. V laboratofi nejezte, nepijte, nekufte a nenanasejte make-
up. Pfi vyliti nasajte inertnim materialem a zlikvidujte v souladu s pfedpisy.
Expozi¢ni limity, ochrana osob: Pfi praci pouzivejte ochranné rukavice
z nitrilové pryze nebo pfirodniho latexu. Pouzivejte ochranné bryle. Pfi
manipulaci podle zamysSleného uc€elu pouZiti nejsou znamy nebezpectné
ucinky.

Situace, kterym je tfeba pfedchazet: Substrat je citlivy na svétlo, skladujte na
tmavém misté.

Pfi likvidaci laboratorniho odpadu dodrzujte platné predpisy.
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Dodrzujte pravidla pro pouzivani kontrolnich sér pfi kontrole kvality ve zdravotnickych
laboratofich.

POZNAMKY

¢ Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouzitelnosti.

¢ Nepouzivejte reagencie ze souprav rlznych Sarzi.

o Pfgd zahajenim testu vytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu (18-
28°C).

e Prfed zahajenim testu si pfipravte vSechny reagencie a vzorky. Po zahajeni
musite provést cely test bez preruseni.

¢ DoporucCujeme pipetovat kontroly i vzorky v dubletu. Projevi se tak Iépe pfipadna

chyba v pipetovani.

VSechny kroky testu provadéjte ve stanoveném poradi.

PouzZivejte vzdy Cerstvé nafedéné vzorky.

Reagencie a vzorky pipetujte na dno jamek.

Pokazdé pouzivejte Cistou Spi¢ku, pfedejdete tak kfizové kontaminaci.

Uvédomte si, Ze promyvani je kritickym krokem testu, na jehoZ preciznim

provedeni zavisi reprodukovatelnost vysledku.

e Dodrzujte Casovani mezi jednotlivymi kroky.

e Nepouzivejte mikrotitracni destiCku opakované.

PRIPRAVA REAGENCII

Promyvaci roztok

Koncentrat nafedte (50x) na celkovy objem 1000 ml destilovanou nebo
deionizovanou vodou.

Redici roztok

Koncentrat nafedte (5x) na celkovy objem 100 ml destilovanou nebo deionizovanou
vodou.

Priprava vzorku

Naredte vzorky pacientd 1:100 v pfipraveném fedicim roztoku:
990 ul predfedéného pufru + 10 ul vzorku. Promichejte.

Kalibratory a kontroly jsou urCeny k pfimemu pouZiti, nefedi se.

POSTUP

Pfipravte si dostacujici mnozstvi janek.

1. Napipetujte 100 ul kalibratora, kontrol a pfedfedénych vzorkl do pfislusnych
jamek (v dubletu).
Inkubuijte 30 minut pfi laboratorni teploté (20-28 °C).
Obsah jamek vylijte a 3 x vyplachnéte 300 ul promyvaciho roztoku.

2. Do kazdé jamky napipetujte 100 ul konjugatu a inkubujte 15 minut pfi
laboratorni teploté.
Obsah jamek vylijte a 3 x vyplachnéte 300 ul promyvaciho roztoku.

3. Do kazdé jamky napipetujte 100 ul substratu a inkubujte 15 minut pfi
laboratorni teploté.

4. Reakci ukoncete pfidanim 100 ul stopovaciho roztoku. Dbejte na to, abyste
roztok pfidavali ve stejném poradi jako substrat. Absorbanci odectéte po cca 5
minutach pfi 450/600—-690 nm. Neodecitejte po vice nez 30 minutach.
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Priklad pipetovaciho schématu:

1 2 3 4 5 |6 8 |9 10 |11 |12

A A P2

B |B P3

c |C

D |D

E |E

F | C+

G |C-

H |P1

P1...vzorky pacientl, A-F...Kalibratory, C+, C-...Kontroly

VALIDITA

Test je validni, pokud OD pfi 450 nm pro kontroly a kalibratory odpovida rozsahim
uvedenym v Certifikatu, ktery pfilozen u kazdé soupravy. Pokud tomu tak neni, je
tfeba test opakovat.

VYPOCET VYSLEDKU

Kvantitativni vysledky: vyneste absorbance jednotlivych Kkalibratord proti jejich
koncentraci a prolozte kalibra¢ni kfivku. Interpolaci z kfivky odectéte hodnotu vzorku

pacientl. P¥i

souradnice.

pouziti softwaru doporuCujeme 4-parametrovou kfivku a lin-log

HODNOCENI FUNKCNi ZPUSOBILOSTI

Ocekavané hodnoty
Ve studii se zdravymi darci byla stanovena cut-off 20 U/ml.

Interpretace vysledki
<20 U/mL
=20 U/mL

Negativni:
Pozitivni:

Linearita

Vzorky pacientd s vysokou hladinou protilatky byly sériové zifedény a testovany.
Koncentrace byly odecteny z kalibracni kfivky. Aktivita pro kazdou diluci byla
odectena ze 4-parametrové kfivny v lin-log soufadnicich.
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Vzorek Redéni Zjisténo Ocekavano
U/mL U/mL O/E [%]

1 1:100 550.0 463.1 119
1:200 229.8 231.6 99
1:400 112.3 115.8 97
1:800 58.2 57.9 101
1:1600 25.6 28.9 89
1:3200 14.3 14.5 99

2 1:100 424.2 380.1 112
1:200 185.4 190.1 98
1:400 93.2 95.0 98
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1:800 47.3 47.5 100
1:1600 22.7 23.8 95
1:3200 12.7 11.9 107
3 1:100 239.0 240.9 99
1:200 121.2 120.5 101
1:400 60.4 60.2 100
1:800 25.6 30.1 85
1:1600 14.5 15.1 96
1:3200 6.6 7.5 88

Reprodukovatelnost
Intra-assay presnost. VariaCni koeficient (CV) byl pro kazdy ze tfi vzorkd vypocitan z
24 stanoveny v jednom cyklu. Vysledky jsou uvedeny nize.
Inter-assay presnost. Variacni koeficient (CV) byl pro kazdy ze tfi vzorkd vypocitan z
vysledkl 6 stanoveni v péti jednotlivych cyklech. Vysledky jsou uvedeny nize.

Intra-Assay Inter-Assay
Pramér 0 Pramér 0
Vzorek U/mL CV % Vzorek U/mL CV %
1 21.1 6.4 1 25.6 6.1
2 116.6 53 2 90.7 5.8
3 238.9 7.2 3 114.7 7.8
\ Interference

Nebyla pozorovana interference se séry, ktera byla hemolyticka (do 1000 mg/dl), lipemicka
(do 33,9 mmol/l triglycerid(l) nebo s obsahem bilirubinu az do 684 umol/l. Nebyly pozorovany
interference s antikoagula¢nimi Cinidly (EDTA, heparin, citrat). Pfesto doporu€ujeme vysoce
hemolyzované nebo lipemické vzorky netestovat.

Vysledky studie

Populace n npos | %
Revmatoidni nemoci 302 235 77.8
Normalni lidska séra 169 12 7.1
Klinicka diagnéza
Pos | Neg
Pos |235 |12
Neg | 67 157
302 | 169 | 471
Sensitivita 77.8 %
Specificita 92.9 %
Overall agreement 83.2%
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OMEZENI TESTU

Test je diagnostickou pomuckou. Klinicka diagnéza nemuze byt stanovena pouze na zakladé
vysledkl tohoto testu, ale musi vychazet z celkového klinického obrazu a vysledkd dalSich
testl. Kazda laboratof si podle 1ISO15189 nebo jiné vhodné metodiky musi stanovit vlastni
rozmezi normalnich a abnormalnich hodnot.
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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DIALAB Produktion und Vertrieb von chemisch — technischen Produkten
und Laborinstrumenten Gesellschaft m.b.H.
A — 2351 Wiener Neudorf, Osterreich, 1Z-NO Siid, Hondastrasse, Objekt M55
Phone: ++43 (0) 2236 660910-0, Fax: ++43 (0) 2236 660910-30, e-mail: office@dialab.at
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