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CPA IgM
ELISA test na kvantitativni stanoveni IgM protiléte
proti citrulinovanému proteinu

Katalogovétislo GD120 ( 96 test)
Reagenty této soupravy jsoueny pouze pro vyzkumn&ely.
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1. Uvod

CPA kit je ELISA test, ktery je den pro detekci IgM
protilatek proti citrulinovanému krysimu filagrinu.
Komponenty kitu jsou weny pouze pro vyzkumné
Gcely.

2. Vyznam testu

Rheumatoidni artritda ( RA ) je primarn
diagnostikovana na zakla#linickych piiznak, pricemz
serologicky piikaz byl v posledni dabomezen pouze na
urceni rheumatoidniho faktoru. AvSak tyto protilatkey s
vyskytuji u spousty zatlivych onemocani i u zdravych
starSich jedint.

V posledni dob byla identifikovana nova autoprotilatka,
kterd je ténst 100 % specifick& pro RA (1,2). Antigenni
determinantou, kterou rozpoznavaji s RA asociované
protilatky je protein obsahujici modifikovanou faum
argininu zvanou citrulin (1,2). Enzym zodpowy za
citrulinaci se nazyva peptidylarginin deiminaza . (3)
V souwasnosti je v sasich buikach znamo pouzeskolik
citrulinovanych proteif, véetrg zakladnich myelinovych
proteini, filagrinu a trychohyalinu. Posledni dobou se
vSak ukazuje, Zze velmi pragpodobré existuje mnohem
vice citrulinovanych protein nag. v synoviu (4).
Jednou z moznosti je, Zeskteré proteiny mohou byt
citrulinovany za patologickych podminek, jako je to
v pripack fibrinu v synoviu (4).

3. Princip testu

Nafedtné sérum je inkubovano s rekombinantnim
citrulinovanym  proteinem  fixovanym v jamkach
mikrotitraéni destéky. Poté co se promytim odstrani
nenavazané slozkyfigaji se do jamek kréi protilatky
proti lidskym imunoglobuliim konjugované siienovou
peroxidazou a tyto se navazi na jiz navazanélatiofi
proti citrulinovanému proteinu ve druhé inkubaci.
Nenavazany konjugat se odstrani promytim adgpse
roztok obsahuijici 3,3°,5,5"- tetramethylbenzidiM@) a
enzymovy substrat k vysledovani vazby specifickych
protilatek. Ridani Stop roztoku zastavi reakci a wytivo
vhodné pH pro vyvoj barevné zZmy. Opticka densita
standard, kontrol a vzork je méfena pomoci readerdip
450 nm. Opticka densita jefimo Umérna koncentraci
protilatek proti citrulinovanému proteinu ve vzorku

4. Material obsazeny v soupra¥
* Mikrotitra éni destiéka: (96 jamek): 12 x 8
lomitelnych strii, jamky jsou pedem potazeny
rekombinantnim citrulinovanym proteinem,
s drzakem v alobalovémda s desikantem.
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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, koncentrovany (15x)
Reagencie 3: Konjugat - kréli¢i protilatky proti
lidskym IgM protilatkhkm konjugované sdnovou
peroxiddzou v roztoku stabilizujicim  proteiny,
s antimikrobni slozkou, 12mlcérveny), k pimému
pouziti

Reagencie 4: TMB substrat- vodny roztok TMB a
hydrogen peroxidu, 12ml, kfmmému pouZziti
Reagencie 5: Stop roztok - 0,25M kyselina sirova,
12ml, k gimému pouziti

Standardy: 0; 6,25; 12,5; 25; 50 a 100 U/ml, 1mi
10mM Tris pufr obsahujici sérové lidské IgM
protilatky proti citrulinovanému proteinu, Kimému
pouziti

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

Negativni kontrola: 1 ml 20mM Tris pufr obsahujici
normalni lidské sérum, kifmému pouziti

Navod k pouziti

. Ostatni po¥ebné vybaveni:

Zkumavky naftedéni vzorki , odn¥rny valec pro
piipravu promyvaciho pufru,igsné pipety a dostatek
Spikek pro objemy 10pul, 100 pl, 1ul, EIA
promyvaka mikrotitranich destiek nebo
multikanalovad pipeta nebo promyvaci lahev,
destilovana nebo deionizovana voda, savy papir, EIA
reader s filtrem 450 nm a&ipadré 620 nm. Fipadré
Ize pouzit vhodny automaticky systém.

vybaveni nastroji, tauz @i manualni praci neboip
pouziti automatického systému, byélm vyhovovat
nasledujicim kritériim: pipety s min. 3%igsnosti,
promyvaka by n€la odstranit 99% tekutin, automat
by mg&l minimalizovat ¢as mezi promyvanim a
piidanim dalSich reagencii.

6. Opatieni
6.1 Bezpénostni opateni

1.

2.

3.

VSechny reagencie vtomto kitu jsoucemy pouze

k vyzkumu.

S testem by ® pracovat pouze zkuSeny laboratorni
persondl. Postup testu musi biggE dodrzen.
V8echny fvodem lidské materialy pouZité
pro pipravu standard a kontrol byly testovany a
zjiStény negativni na fitomnost protilatek proti HIV,
HbsAg a HCV. AvSak Zadny test néae poskytnout
naprostou jistotu, Ze tato infék agens ftomna
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nejsou. Proto vSechny reagencie obsahujici lidskeé
sérum jsou potenci&nnfekéni a tedy se tak s nimi
musi zachazet. Obsluha byla pouzivat rukavice a
ochranny odv vzdy, kdyz zachazi se sérem padient
a s produkty na bazi séra.

Reagencie vtomto kitu obsahuji antimikrobni
piisadu a roztok TMB/substrat obsahuje 3,3", 5,5"-
tetrametylbenzidin. Zabiite kontaktu s¥&i a
otima. V pipad kontaktu ihned oplackie
postizené misto velkym mnoZzstvim vody.

Stop roztok obsahuje 0,25M kys. sirovou. Zétga
kontaktu s kzi a @&ima. V gipact kontaktu ihned
oplachrite postizené misto velkym mnozstvim
vody.

VSechny tekutiny , které i@ly do kontaktu

s potencialsd infekéinim materidlem museji byt
uloZzeny v nadob s desinfeknim roztokem a jejich
odstrarni sefidi podle platné legislativy.

6.2 Technicka opateni

1.

10.

11.

12.

Stripy a roztoky by se neily pouzivat, je-li
plastovy s&ek poskozen nebo jsou-li tekutiny
vyteklé.

Pred pouzitim nechte reagencie a mikrotitria
desttku vytemperovat na pokojovou teplotu..
Nepouzité stripy musi byt skladovany v plastovém
s&ku s desikantem, ktery zalitge zvlihnuti a to p
teplog 2-8°C.

Redici roztok vzork je 15x koncentrovany a
obsahuje 0,09% azid sodny jako konzervans.
Pripravte si pracovni koncentrai@didla v mnozstvi
dost&ujicim pro vySeeni. Pokud skladujete
pracovni koncentraciedidla déle nez 1 tyden ,
pridejte azid sodny ( 0,9 g/l ). Nepouzity koncentrat
fedidla i pracovni koncentrat¢edidla skladujte
2-8°C.

Positivni a negativni kontrolu Zatite do testu pro
kontrolu stability reagencii a spravného provedeni
testu pokazdé, kdyz test provadite.

Prisré dodrzujte doportenou teplotu a dobu
inkubace.

Pokud pracujete s automatickym systémem, ¥em
v Gvahu nadbytek objemu gebny k nastaveni
pristroje a mrtvy objem v hatkach.

Zabraite kizove kontaminaci mezi
jamkami.UdrZujte vSechny pipety a ostatni
vybaveni pouzivané pro konjugat Gploddtlené od
TMB / substratu.

Pfi davkovani konjugatu nebo TMB substratu
pipetou by mnilo byt nabrano takové mnozstvi
reagentu, aby nebylo nutno & pipety opakovah
noiit do ampule s reagentem. NepouZité reagencie
nikdy nelijte zgt do originalnich lahwiek.

Nenechte jamky mikrotitkai destéky meazi
inkubacemi vyschnout.

Presrt dodrZujte popsany postup promyvani.
Nesprave provedené promyti fize silré ovlivnit
ziskané vysledky.

Zabrate pisobeni pimého slunéniho zd&eni na
desttku a jejimu vystaveni zdnn tepla Bhem
inkubace.

Bareve koédované uzayry vracejte na spravné
lahvicky, aby nedoSlo ke ¥Zené kontaminaci.
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13. Je dlezité davkovat vSechny vzorky a kontroly do
jamek bez prodlevy. Proto séepd zapoetim prace
ujistéte, Zze vSechny reagencie jsoutippaveny
k okamzitému pouziti. Zajiste, aby byly vSechny
vzorky fipraveny k pipetovani.

7. Zivotnost soupravy a skladovaci podminky

Skladujte soupravuip2-8°C. Jednou otéena souprava je
stabilni po dobu 3 #sic1 ( nebo do data exspirace, je-li
kratSi nez 3 rsice). Nepouzivejte soupravu po uplynuti
exspir&gni doby. Nezmrazujte soupravu ani jeji
komponentyRedsny promyvaci roztok #edici roztok pro
vzorky ( viz. technicka op#&ni ) maji zivotnost 3 ssice,
pokud jsou skladovana v uzané lahvi pi 2-8 °C.

8. Odbér vzorka a uchovavani

Jako vzorek rize byt pouzito krevni sérum nebo plazma,
které by mdly byt pfi dlouhodobém skladovani
uchovavany p -20°C. Zmrazené vzorky musi bytqul
testem po roztdti daéb promichany. Opakované
zmrazovani a rozmrazovani ige poskodit vysledky.
Mikrobiélné kontaminované, tepeiroSetené vzorky nebo
vzorky obsahujici pevnéastice by nerly byt pouzity.
Vzorky ikterické, lipemické nebo séinhemolyzované by
rovréz nengly byt pouzity.

9. Priprava reagencii

1. Redte fedici roztok pro vzorky (eagencie 1) 1:14
s destilovanou vodou. Vytite dostaténé mnozstvi
fediciho roztoku pro provedeni testu.

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

. Pracovni postup

1. Naedte vzorky 1:100 v n@dném redicim roztoku
vzorki ( 10l séra plus 1 mitediciho roztoku)

2. Hipravte p&et stripi pottebny pro provedeni testu.

3. Napipetujte 10Qu kazdého standardu, negativnich a

pozitivnich kontrol afednych vzorki do gislusnych

jamek.

Inkubujte30 minut @i pokojové teplot.

Po 30 minutach slijte nebo odsajte obsah jamek a

promyjte jamky tikrat za pouziti automatického

systému promyvani nebo dnim promyvanim ( viz.

postup i rucnim promyvani ) R#ivé promyvani je

klicem k dosazeni spravnych vyslédk

Nenechte jamky vyschnout !

o s

Postup pi ruénim promyvani

Vyprazdréte jamky otéenim destiky. PouZijte

multikanalovou pipetu nebo promyvaci lahev, népl
jamky promyvacim roztokem. Vyprazéte jamky

ototenim destiky a vysajte obsah jamky savym
papirem.Tento promyvaci postup zopakujtesje$akrat.

6. Napipetujte 10Qul konjugéatu (reagencie 3) do kazdé
jamky. Nechejte inkubovaB0 minut @i pokojové
teplog.

7. Po 30 minutach, odstie obsah jamek a {Plevé
promyjte jamky &tyfikrat  promyvacim roztokem.
Zajistte, aby jamky byly prazdné, ale nenechte je
vyschnout.
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8. Napipetujte 10Qul TMB/substratu( reagencie 4)
do kazdé jamky. Nechejte inkubovat désti po
dobu10 minut.
9. HFidejte 100pul Stop roztoku (reagencie 5) do
kazdé jamky. K zachovani stejndmého reakniho
¢asu, pidavejte Stop roztok do jamek ve stejném
poradi jako u TMB/substratu.
Odetéte optickou densitu ( OD ) kazdé jamkyi p
450 nm do uplynuti 10 minut. Filtr 620 nmize byt
pouzit jako referetni vinova délka.

10.

11. Kontrola kvality

Data kontroly kvality soupravy profisluSnou vyrobni
Sarzi, jsou uvedena na certifikatu, ktery jélgzen k
souprae.

Ucelem z#azeni pozitivniho kontroly do stanoveni je
sledovani, zda nedoSlo k vaznému selhani reagent
Kazda jamka, ktera je podle spektrofotometru poaziti
ale nema viditelné zabarveni, by sélarz rubu vyistit,
a nela by byt znovu zrfena. Pokud by byly zji§hy
hodnoty nizSi nez nula, &y by byt zkontrolovany
pouzité vinové délky, reader byeéhbyt znovu nastaven
na zakladni hodnoty adifeni by se lo zopakovat.

12. Interpretace vysledk
Kvantitativni vysledky

Vyneste do grafu hodnotu optické density kazdého

standardu proti jeho koncentraci a sestrojte kalifir
kiivku. Z této Kivky zjistéte hodnoty neznamych vzdrk
Podle vlastnich dat je koncentrace anti-citrulingdvy
IgM protilatek vyssSi nez 15 U/ml charakteristickéop
RA. Vzorky shodnotami mezi 13-15 U/ml jsou
dubiézni. U vzork s hodnotami vyS$Simi nez 100 U/ml
by mél byt test zopakovan s pouzitimétgiho redni
nag. 1:600.

13. Limitace procedury
Kit je pouzitelny pouze pro vyzkumnéely.

14. Reprodukovatelnost

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

Shrnuti postupu

 Naredte séra 1:100 pomodiediciho roztoku prg
vzorky (Reagencie L

» Déavkujte 100l Standard, pozitivni a negativn
kontroly aredénych vzorki do jamek.

* Inkubujte @i pokojové teplot po dobu30 minut.

e Promyjte fikrat.

* Umistte 100ul 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.

e Pridejte 100pul Stop roztoku (Reagencie 5) do
kazdé jamky.

* Zmgite optickou densitu ip 450 nm, nebo i
450/620 nm.

3/3

15. Literatura

1.

Schellekens, GA et al: Citrulline is an essanti
constituent of antigenic determinants recognized
by rheumatoid arthritis-specific autoantibodies. J
Clin Invest 1998, 101:23-281

Schellekens, GA et al: The diagnostic properties
of rheumatoid arthritis antibodies recognising a
cyclic citrullinated peptide.
Arthritis Rheum 2000, 43: 155-163
Tarcsa, E et al: Protein
peptidylarginine deiminase.

J Biol Chem 1996, 271: 30709 - 30716
Masson-Bessiere et al: Synovial target antigéns
antifilaggrin autoantibodies are deiminated forms
of fibrin alpha and beta chains. Rev Rheum 1999,
66: 754

Slack S L, Mannik M and Dale B A. Diagnostic
value of antibodies to filaggrin in rheumatoid
arthritis. J Rheumatol. 25 (5): 847-851 (1998).
Vincent C., et al: Detection of antibodies to
deiminated recombinant rat filaggrin by ELISA.
A highly effective test for the diagnosis of
rheumatoid arthritis Arthritis and Rheumatism
Vol 46 Nr 8 2051 — 2058

unfolding by

16. Kontakty:

Vyrobce: Genesis Diagnostics Ltd.
Eden Research Park, Henry Crabb Road, Littleport,
Cambridgeshire,CB6 1SE, United Kingdom
Tel: 01353 862220 Fax: 01353 863330
Distributor: LABOSERV s.r.o0.
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