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CPA IgA
ELISA test na kvantitativni stanoveni IgA protiliate
proti citrulinovanému proteinu

Katalogovécislo GD121 ( 96 teét)
Reagenty této soupravy jsolwteny pouze pro vyzkumn&ely.
020304

1. Uvod:
ELISA CPA kit je ELISA test, ktery je den pro detekci IgA protilatek proti citrulinovanarkrysimu filagrinu.
Komponenty kitu jsou @eny pouze pro vyzkumne&ély.

2. Vyznam testu:

Rheumatoidni artritida ( RA ) je primariliagnostikovana na zakkadlinickych priznalki, pricemz serologicky
prikaz byl v posledni dabomezen pouze nademi rheumatoidniho faktoru. AvSak tyto protilatie/\s/skytuji u
spousty zagtlivych onemocaini i u zdravych starSich jeditc

V posledni dob byla identifikovana nova autoprotilatka, kteratfamsi 100 % specificka pro RA (1,2).
Antigenni determinantou, kterou rozpoznavaji s RAcioované protilatky je protein obsahujici modifikoou
formu argininu zvanou citrulin (1,2). Enzym zodgdway za citrulinaci se nazyvé peptidylarginin deiéza (3).
V sowasnosti je vsasich buikdch zndmo pouze ¢kolik citrulinovanych proteif, wetrg zakladnich
myelinovych proteif, filagrinu a trychohyalinu.Posledni dobou se vidazuje, ze velmi pravgpodobré
existuje mnohem vice citrulinovanych protgimag. v synoviu (4).Jednou z moznosti je, Ztaré proteiny
mohou byt citrulinovany za patologickych podminglko je to v pipact fibrinu v synoviu (4).

3. Princip testu

Naredtné sérum je inkubovano s rekombinantnim citrulimgia proteinem fixovanym v jamkach mikrotitra
desttky.Poté co se promytim odstrani nenavazané slgiidaji se do jamek krali protilatky proti lidskym
imunoglobulilim konjugované sikenovou peroxidazou a tyto se navazi na jiz navézamwotilatky proti
citrulinovanému proteinu ve druhé inkubaci. Nenadzkonjugat se odstrani promytim aida se roztok
obsahujici 3,3°,5,5"- tetramethylbenzidin (TMB) azymovy substrat k vysledovani vazby specifickych
protilatek. Ridani Stop roztoku zastavi reakci a vyivorhodné pH pro vyvoj barevné Zny. Opticka densita
standard, kontrol a vzork je méfena pomoci readerdipt50 nm. Optick& densita jéimo Ungérna koncentraci
protilatek proti citrulinovanému proteinu ve vzorku

4. Material obsazeny v soupraw.

e Mikrotitra ¢éni destika: (96 jamek): 12 x 8 lomitelnych stfip jamky jsou pedem potazeny
rekombinantnim citrulinovanym proteinem, s drzakeedobalovém s&ku s desikantem.

« Reagencie 1:Redici roztok pro vzorky — 150mM Tris pufr, pH 7,2 , s antimikrobni sloZkou, 15 ml,
(modry), koncentrovany ( 15x)

» Reagencie 2: Promyvaci pufr 150mM Tris pufr s detergentem, pH 7,2, 75ml, koticarany (15x)

* Reagencie 3: Konjugét- krdli¢i protilatky proti lidskym IgA protilatkhim konjug@né s kenovou
peroxidazou v roztoku stabilizujicim proteiny, $iamkrobni slozkou, 12ml,derveny), k pimému pouziti

» Reagencie 4: TMB substrat vodny roztok TMB a hydrogen peroxidu, 12ml,ifpému pouziti

* Reagencie 5: Stop roztok -0,25M kyselina sirova, 12ml, Kimému pouziti

e Standardy: 0; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 U/ml, 1ml 10mM Tridrpobsahujici sérové lidské IgA protilatky
proti citrulinovanému proteinu, kifmému pouziti

e Pozitivni kontrola: 1ml 10mM Tris pufr obsahujici sérové lidské Iglofiliatky proti citrulinovanému
proteinu, k pimému pouziti

* Negativni kontrola: 1 ml 20mM Tris pufr obsahujici normalni lidskéwdér, k gimému pouZziti

* Navod k pouziti

.Ostatni potitebné vybaveni:

Zkumavky naiedni vzorkh , odngrny valec pro fipravu promyvaciho pufru,ipsné pipety a dostatek
Spikek pro objemy 1Qul, 100 ul, 1 ul., EIA promyvaka mikrotitranich destiek nebo multikanalova
pipeta nebo promyvaci lahev, destilovana nebo dmwana voda, savy papir, EIA reader s filtrem 480

a pipadré 620 nm. Fipadrg Ize pouzit vhodny automaticky systém.

2. vybaveni nastroji, tauz pgi manualni praci neboippouziti automatického systému, bylm vyhovovat
nasledujicim kritériim: pipety s min. 3%gsnosti, promywka by né€la odstranit 99% tekutin, automat by
mél minimalizovatéas mezi promyvanim aiganim dalSich reagencii.
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6.0patieni

6.1 Bezpénostni opateni

1. VSechny reagencie v tomto kitu jsoweny pouze k vyzkumu.

2. Stestem by & pracovat pouze zkuSeny laboratorni personal.updsistu musi bytipsré dodrzen.

3. VSechny fivodem lidské materialy pouzité préiravu standaid a kontrol byly testovany a zj&ty
negativni na fitomnost protilatek proti HIV, HbsAg a HCV. AvSaladny test neiize poskytnout
naprostou jistotu, Ze tato inf&k agens fitomna nejsou. Proto vSechny reagencie obsahigskd sérum
jsou potencialéinfekéni a tedy se tak s nimi musi zachazet. Obsluhadlg pouZzivat rukavice a ochranny
odkv vzdy, kdyz zachéazi se sérem padiems produkty na bazi séra.

4. Reagencie vtomto kitu obsahuji antimikrobniisadu a roztok TMB/substrat obsahuje 3,3, 5,5'-
tetrametylbenzidin. Zabiite kontaktu s &Zi a @ima. V pripad kontaktu ihned oplackite postizené misto
velkym mnoZzstvim vody.

5. Stop roztok obsahuje 0,25M kys. sirovou. Z#teakontaktu s¥zi a @ima. V pripad kontaktu ihned
oplachrete postizené misto velkym mnozstvim vody.

6. VSechny tekutiny , kteréfidly do kontaktu s potencidéninfekénim materialem museji byt uloZeny
v nadolé s desinfeknim roztokem a jejich odstrani setidi podle platné legislativy.

6.2 Technicka opateni

1. Stripy a roztoky by se nefly pouzivat, je-li plastovy s@&k poSkozen nebo jsou-li tekutiny vyteklé.

2. Pred pouzitim nechte reagencie a mikrotitiadestéku vytemperovat na pokojovou teplotu.. Nepouzité
stripy musi byt skladovany v plastovéntleas desikantem, ktery zaliitge zvlihnuti a to $ teplot 2-8°C.

3. Redici roztok vzork je 15x koncentrovany a obsahuje 0,09% azid sodk§ konzervans. fipravte si
pracovni koncentradiedidla v mnozstvi dostajicim pro vySaeni..Pokud skladujete pracovni koncentraci
fedidla déle nez 1 tyden figejte azid sodny ( 0,9 g/l ). Nepouzity koncenteitidla i pracovni koncentraci
fedidla skladujte i) 2-8°C.

4. Positivni a negativni kontrolu &dante do testu pro kontrolu stability reagencii adspého provedeni testu
pokazdé, kdyz test provadite.

5. P¥isrg dodrzujte doporéenou teplotu a dobu inkubace.

6. Pokud pracujete s automatickym systémem, weznv Uvahu nadbytek objemu pelbny k nastaveni
pristroje a mrtvy objem v hatkéch.

7. Zabraite Kizové kontaminaci mezi jamkami.Udrzujte vSechnyepip a ostatni vybaveni pouzivané pro
konjugét Uplg oddslené od TMB / substratu.

8. Pt davkovani konjugatu nebo TMB substratu pipetouni@o byt nabrano takové mnozstvi reagentu, aby
nebylo nutno Sgku pipety opakovahnarit do ampule s reagentem. Nepouzité reagencie nikdijte zpt
do originalnich lahvek.

9. Nenechte jamky mikrotitkani destéky mezi inkubacemi vyschnout.

10. Presré dodrzujte popsany postup promyvani. Nesptdprovedené promyti tZe silré ovlivnit ziskané
vysledky.

11. Zabrate pisobeni pimého slunéniho z&eni na destku a jejimu vystaveni zdriin tepla Bhem inkubace.

12. Barevi kddované uz&yry vracejte na spravne laltky, aby nedoslo ke #kené kontaminaci.

13. Je dlezité davkovat vSechny vzorky a kontroly do jamme prodlevy. Proto sergd zapoetim prace
ujistéte, Ze vSechny reagencie jsotippaveny k okamzitému pouziti. Zajise, aby byly vSechny vzorky
pripraveny k pipetovani.

7. Zivotnost soupravy a skladovaci podminky

Skladujte soupravuip2-8°C. Jednou otéena souprava je stabilni po dobu 8sii ( nebo do data exspirace,
je-li kratSi nez 3 risice). Nepouzivejte soupravu po uplynuti exgpiraloby. Nezmrazujte soupravu ani jeji
komponenty Redsny promyvaci roztok aedici roztok pro vzorky ( viz. technicka ofeti ) maji Zivotnost 3
mesice, pokud jsou skladovana v ugene lahvi pi 2-8 °C.

8. Odbér vzorka a uchovavani

Jako vzorek rize byt pouzito krevni sérum nebo plazma, které kfy mbyt pii dlouhodobém skladovani
uchovavany p -20°C. Zmrazené vzorky musi bytrgnl testem po roztati digh promichany. Opakované
zmrazovani a rozmrazovaniige poskodit vysledky. Mikrobiatnkontaminované, tepairoSetené vzorky nebo

vzorky obsahujici pevnéstice by nerly byt pouzity. Vzorky ikterické, lipemické nebdrgi hemolyzované

by rovrez nently byt pouzity.

9. Priprava reagencii
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1. Redte fedici roztok pro vzorky feagencie 1) 1:14 s destilovanou vodou. Vyttte dostat&né mnoZzstvi
fediciho roztoku pro provedeni testu.

2. Redte promyvaci roztok (reagencie 2) 1:14 s destilovanou vodou.fipravte dostatné mnoZstvi
promyvaciho roztoku pro provedeni testu.

10. Pracovni postup
1. Naedte vzorky 1:100 v n@dinémiedicim roztoku vzonk ( 10l séra plus 1 mitediciho roztoku)

2. HFipravte p@et stripi pottebny pro provedeni testu.

3. Napipetujte 10Qul kazdého standardu, negativnich a pozitivnich tabrat fedtnych vzorki do pislusnych
jamek.

4. Inkubujte30 minut g pokojové teplat.

5. Po 30 minutach slijte nebo odsajte obsah jamglomyjte jamky itikrat za pouziti automatického systému
promyvani nebo rnim promyvanim ( viz. postupfipru¢nim promyvani ) Rdivé promyvani je kiklem
k dosazeni spravnych vysladk
Nenechte jamky vyschnout !

Postup pi ruénim promyvani

Vyprazdréte jamky otéenim destiky. Pouzijte multikanadlovou pipetu nebo promyvadidv, napite jamky
promyvacim roztokem. Vyprazde jamky otéenim destiky a vysajte obsah jamky savym papirem.Tento
promyvaci postup zopakujte jegtvakrat.

6. Napipetujte 10Qul konjugatu (reagencie 3) do kazdé jamky. Nechejte inkubov&@ minut @i pokojové
teplot.

7. Po 30 minutach, odstii@ obsah jamek a plivé promyjte jamky étyiikrat promyvacim roztokem.
Zajistte, aby jamky byly prazdné, ale nenechte je vysahno

8. Napipetujte 10Q TMB/substratu reagencie 4) do kazdé jamky. Nechejte inkubovat déaiipo dobul0
minut.

9. Hidejte 100ul Stop roztoku (eagencie 5) do kazdé jamky. K zachovéani stejnsmého reakniho ¢asu,
piidavejte Stop roztok do jamek ve stejnénigath jako u TMB/substratu.

10. Odetéte optickou densitu ( OD ) kazdé jamkii 450 nm do uplynuti 10 minut. Filtr 620 nmage byt
pouzit jako refereini vinova délka.

11. Kontrola kvality

Data kontroly kvality soupravy profisluSnou vyrobni Sarzi, jsou uvedena na certifikktery je gilozen k
soupra¥.

Ucelem z#azeni pozitivniho kontroly do stanoveni je sleddyada nedo$lo k vaZnému selhani reaigent
Kazda jamka, ktera je podle spektrofotometru paazitiale nema viditelné zabarveni, by sélanz rubu vyistit,
a nela by byt znovu zréfena. Pokud by byly zji8hy hodnoty nizSi nez nula,éhy by byt zkontrolovany pouzité
vinové délky, reader by &hbyt znovu nastaven na zakladni hodnotysieni by se o zopakovat.

12. Interpretace vysledk

Kvantitativni vysledky

Vyneste do grafu hodnotu optické density kazdéandsrdu proti jeho koncentraci a sestrojte kafibir&ivku.
Z této Kivky zjistéte hodnoty neznamych vzdrkPodle vlastnich dat je koncentrace anti-citruljmh IgA
protilatek vySSi nez 5 U/ml charakteristick& pro.RAvzorki s hodnotami vySSimi nez 100 U/ml bylrbyt test
zopakovan s pouzitimgtsihoredni nagF. 1:600.

13. Limitace procedury
Kit je pouzitelny pouze pro vyzkumnéaly.
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14. Reprodukovatelnost

népsnost
Intra assay mé&nnez 7%
Inter assay ménnez 12%

Shrnuti postupu

» Nared'te séra 1:100 pomotgdiciho roztoku pro vzorkyReagencie 1
» Dévkujte 100ul Standard, pozitivni a negativni kontroly iedsnych vzorki do jamek.
* Inkubujte @i pokojové teplot po dobu30 minut.

e Promyjte fikrat.

e Umistte 100l konjugatu (Reagencie 3 do kazdé jamky.

* Inkubujte @i pokojové teplot po dobu30 minut.

*  Promyjtectyrikrét.

e Pridejte 100ul TMB substratu Reagencie 4 do kazdé jamky.

» Inkubujte @i pokojové teplot po dobul0O minut.

» Pxidejte 100ul Stop roztoku Reagencie § do kazdé jamky.

*  Zmgite optickou densituip450 nm, neboifp 450/620 nm.
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