ELILH.A RF

llosciowe oznaczanie reumatoidalnego czynnika surowicy
metoda hemaglutynacji posredniej

220 testy
(nr ref. 04115)

8000180-PL-2025-07
Wytgcznie do uzytku diagnostycznego in vitro, wylacznie do uzytku profesjonalnego.
Testy jednorazowego uzytku.

Ce

ELI.LHA RF umozliwia iloSciowe oznaczenie reumatoidalnego czynnika surowicy typu IgM (4, 5) przez
posrednig hemaglutynacije (10, 11).
Zestaw pozwala na wykonanie 220 testéw lub 20 reakcji na 11 rozcienczen.

2 - WPROWADZENIE

Czynnik reumatoidalny jest markerem biologicznym o duzym znaczeniu diagnostycznym w przebiegu
reumatoidalnego zapalenia wielostawowego u dorostych (5).

3 - ZASADA

ELI.HA RF opiera sie na specyficznych wiasciwosciach hemaglutynacyjnych czynnika reumatoidalnego,
stosowany w reakcjach typu Waalera-Rose (1, 2, 8). Odczynnik R1 sktada si¢ z czerwonych krwinek
owiec uczulonych przez frakcje gamma globulin z krdliczej surowicy przeciw czerwonym krwinkom.
Obecnos¢ reumatoidalnego czynnika surowicy powoduje hemaglutynacje odczynnika R1 co skutkuje
czerwong/brazowg zasnéwka pokrywajacg kopute. W przypadku braku czynnika reumatoidalnego te
czerwone krwinki osadzajg sie na dnie osklepka w postaci znaku punktowego.

Odczynnik R2, skiadajacy sie z zawiesiny nieuwrazliwionych krwinek czerwonych owcy, zapewnia
specyficznos$¢ reakcji i eliminuje interferencje naturalnych aglutynin owczych (heteroprzeciwciata
Frossmana, przeciwciata mononukleozy zakaznej i inne makroglobuliny).

Reakcja zachodzi na ptytce mikromiareczkowej w ksztatcie litery V.

Postepowanie jest szybkie i fatwe. Wyniki sg uzyskiwane w ciggu 2 godzin.

4 - ODCZYNNIKI | MATERIALY

Opis Liczba

R1 : fiolka 4,4 ml z odczynnikiem wskaznikowym

R2 : fiolka 1ml odczynnika kontrolnego

BUF: fiolka 55 ml buforu fosforanowego pH 7,2

R3 : fiolka 2 ml adsorbentu

CONTROL + : fiolka 0,5 ml miareczkowanej kontroli pozytywnej
CONTROL - : fiolka 0,5 ml z kontrolg ujemna.

MICROPLATE: plytka mikromiareczkowa w ksztatcie litery V

DROPPER: specjalna pipeta
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- SRODKI OSTROZNOSCI DOTYCZACE STOSOWANIA

- Odczynniki przeznaczone sg do diagnostyki in vitro i powinny by¢ obstugiwana przez upowazniony
personel.

- Testy sg do jednorazowego uzytku.

- Wszystkie odczynniki z wyjatkiem odczynnika BUF, zawierajg substancje pochodzenia zwierzecego
i nalezy sie z nimi obchodzi¢ ostroznie.

- Prébki sg potencjalnie zakazne. Nalezy sig¢ z nimi obchodzi¢ z zachowaniem zwyktych $rodkéw
ostroznosci i zgodnie z zasadami higieny obowigzujgcymi w kraju uzytkowania.

- Odczynnik R1 zawiera substancje pochodzenia ludzkiego, dla ktérych testy na przeciwciata HIV,
przeciwciata HCV i Ag Hbs byly negatywne, ale powinny by¢ traktowane jako produkt potencjalnie
zakazny.

- Odczynniki zawierajg azydek sodu (stezenie < 0.1%). Azydek sodu zawarty w odczynnikach moze
reagowa¢ z metalami ciezkimi w rurach, tworzac zwigzki wybuchowe. Dlatego zaleca sig, aby nie
wyrzucaé¢ odczynnikéw do zlewu i postgpowac zgodnie z zaleceniami i przepisami dotyczgcymi
utylizacji odpadéw.

- Nie uzywaj odczynnikéw po uptywie terminu waznos$ci.

- Nie uzywaj odczynnikéw z réznych partii.

- Poczekaj, az surowica i odczynniki osiggng temperature pokojowa.

- Ostroznie wstrza$nij odczynnikami R1 oraz R2 przed uzyciem.

- Podczas podawania odczynnikéw R1 oraz R2 nalezy upewni¢ sig, ze kroplomierz jest idealnie
pionowy. Sprawdz, czy w kroplach nie ma pecherzykéw powietrza, aby dostarczane objgtosci byty
state.

6 - POBIERANIE | PRZETWARZANIE PROBEK

Uzyj $wiezych surowic lub surowic przechowywanych w temperaturze -20°C, ktére nie wykazujg metnej
hemolizy ani zanieczyszczenia.

Prébki surowicy powinny by¢ przechowywane w temperaturze +2-8°C przez okres 72 godzin. Jesli
surowice nie zostang zbadane w ciggu 72 godzin od ich pobrania, nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -
20°C.

Unikaj wielokrotnego zamrazania i rozmrazania.

Nigdy nie dekompresuj surowicy.
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PRZECHOWYWANIE | PRZYGOTOWYWANIE ODCZYNNIKOW

Odczynniki sa gotowe do uzycia.

Wszystkie odczynniki przechowywane w temperaturze 2-8°C sg stabilne do daty waznosci podanej na
opakowaniu. Nie wolno ich zamrazac.
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9

MATERIAL WYMAGANY, ALE NIE DOSTARCZONY

Pipety automatyczne o objetosci pipetowania dostosowanej do mierzonej ilosci;
pojemniki na skazone odpady;

wiréwka;

probéwki do hemolizy.

- METODA

Przed uzyciem odczynniki powinny osiagna¢ temperature pokojowa.

9.1 - Przygotowanie prébki
Rozciencz testowang surowice do 1/20:

« 50 pl surowicy;
* 950 pL odczynnika BUF.

9.2 - Wykonanie testu na plytce mikromiareczkowej

Za pomocg mikropipety wielokanatowej odmierz 50 pl odczynnika BUF w 12 basenikach ptytki
mikromiareczkowej.

Za pomocg mikropipety przenies$ 50 pl rozcieficzonej surowicy do 1 basenika.

Wymieszaj z odczynnikiem BUF i natéz, najlepiej przy uzyciu mikrorozcienczalnika (,tulipan”), 50 pl z
1 baseniku do 2 baseniku, z 2 baseniku do 3i tak dalej az do 10 baseniku dobrze, z czego 50 L
nalezy usung¢ z 10 baseniku.

W ten sposob uzyskuje sie rozciericzenia od 1/40 do 1/20480.

Przenies$ 50 pl rozcienczonej surowicy do 11 baseniku.

Wymieszaj z odczynnikiem BUF i usun 50 pl.

To rozcienczenie (1/40) stanowi kontrole surowicy, ktdrej zadaniem jest wykrycie naturalnych
aglutynin antyseptycznych, ktére mogg zawieraé niektére surowice.

Ostroznie wstrzg$nij odczynnikami R1 oraz R2 przed uzyciem.
« Natéz 1 krople odczynnika R1 w pierwszych 10 basenikach.
« Umiesc¢ 1 krople odczynnika R2 w 11 baseniku (kontrola surowicy).
« Natéz 1 krople odczynnika R1 w 12 baseniku (kontrola odczynnika), ktérego zadaniem jest
sprawdzenie waznosci odczynnika BUF i odczynnika R1.

Uwaga: przeprowadz tylko jedng kontrole odczynnika na serig.

Homogenizuj zawarto$¢ basenikéw bardzo ostroznie recznie, stukajac w boki ptasko umieszczonej
ptytki mikromiareczkowe;j.

Nastepnie pozostaw ptytke nieruchomg i catkowicie wolng od wibracji.

Odczytaj odpowiedz 2 godziny pdzniej.

9.3 - Adsorpcja naturalnych antyaglutynin_antyseptycznych w_przypadku aglutynacji kontroli
surowicy

Ostroznie wstrzasnij odczynnikiem R3.
Umies$¢ go w probéwce i wymieszaj:
+ 0,1 ml surowicy;
+ 0,3 ml odczynnika R3.
Inkubuj przez 60 min w temperaturze pokojowe;j.
Wiruj przy 2000 obr./min przez 15 min.
Zbierz supernatant; surowica jest nastgpnie rozcienczana do 1/4.
Rozciencz supernatant do 1/5 w odczynniku BUF w celu uzyskania zaadsorbowanego rozcienczenia
macierzystego (1/20).
Powtdrzy protokét ,Przeprowadzanie testu na ptytce mikromiareczkowej”
macierzyste zaadsorbowanym rozcienczeniem macierzystym.

i zastgp rozcienczenie

10 - ODCZYT | INTERPRETACJA WYNIKOW

Negatywna reakcja:

Pozytywna reakcja:

Brak hemaglutynacji.
Obecnos¢ znakéw punktowych na spodzie osklepka.

Obecnos¢ hemaglutynaciji
Obecnos¢ czerwono-brgzowej zasnéwki zakrywajacej osklepek.

Przyktad: dla progu czutosci 0,2 j.m./ml otrzymujemy:

Rozcienc
zenia 1/40 1/80 1/160 1/320 1/640 @ @
j.om./ml 128
Kontrola  Kontrola
Odczyn
Surowica nik
Rozciencz
enia 1/1280 1/2560 1/5120 1/10240 1/20480
j.om./ml 256 512 1024 2048 4096

% Surowica dodatnia przy 1/1280

Miano okresla si¢ na podstawie ostatniego rozcienczenia wykazujaceg

nacje.

Miano w j.m./ml jest réowne odwrotnosci tego rozciericzenia granicznego pomnozonej przez prog
czutosci odczynnika w zestawie.

Przykiad : jesli surowica jest dodatnia w rozciericzeniu 1/1280, a prég czutosci wynosi 0,2 j.m./ml, miano
tej surowicy 1280 x 0,2 = 256 j.m./ml.

11 - WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

Odczynniki CONTROL+ oraz CONTROL- powinny by¢ traktowane jak surowice podczas analizy. Miano
odczynnika CONTROL+ powinno byé réwne mianu podanemu na etykiecie fiolki przy + jednym
rozcienczeniu. Odczynnik CONTROL- musi wykazywac brak hemaglutynacji. W przeciwnym razie test
jest niewazny.

12 -

PRZYCZYNY uDOW | OGRANICZENIA TESTU

Nieprawidiowo przechowywane serum.

Zte przechowywanie odczynnikéw po otwarciu.

Uzywaj wytgcznie kroplomierzy dostarczonych w zestawie.

Nie wymieniaj kroplomierzy migedzy odczynnikami R1 oraz R2.

Jesdli reakcja jest dodatnia w pierwszych 10 basenikach, nalezy kontynuowa¢ rozcienczenia w celu
znalezienia granicznego miana hemaglutynacii.

Kontrola surowicy powinna da¢ reakcje ujemng (znak punktowy). W przypadku hemaglutynaciji tej
kontroli, test nalezy powtérzy¢ po usunigciu z surowicy przez adsorpcje naturalnych antyaglutynin
antyseptycznych.

Kontrola odczynnika powinna dac¢ reakcje ujemng (znak punktowy). W przypadku hemaglutynaciji tej
kontroli odczynnik ELI.H.A RF nie nadaje si¢ do uzytku.

Niektére surowice, w ktdrych stezenia przeciwciat sg bardzo wysokie, moga powodowa¢ zjawisko
strefy (z cofaniem sig zasnéwki) przy pierwszych rozcieficzeniach, ktére znika przy kolejnych
rozcienczeniach.

Czynnik reumatoidalny jest markerem biologicznym o duzym znaczeniu diagnostycznym w przebiegu
reumatoidalnego zapalenia wielostawowego u dorostych. Jednak czynnik reumatoidalny nie jest
specyficzny dla reumatoidalnego zapalenia wielostawowego i generalnie mozna go znalez¢ w niskim
stezeniu u zdrowych osob (osoby powyzej 70. roku zycia) lub w chorobach tacznych (zespdt
Gougerota Sjogrena, toczen rumieniowaty uktadowy, stwardnienie mieszane...).

Z drugiej strony stabe miana mozna zaobserwowa¢ na poczatku choroby lub u leczonych pacjentéw.
Ogélnie uwaza sie, ze poziom czynnika reumatoidalnego jest znaczacy, gdy przekracza okoto 12
IU/ml (6), chociaz prawdopodobienistwo jest wigksze, gdy miano jest wyzsze (na ogét od 30 [U/ml)
(7). Prég czutosci wyrazony w j.m./ml (okreslony w odniesieniu do standardu WHO) jest podawany
dla kazdej partii w zestawie (6).

Ponadto zaleca sie stosowanie WAALER-ROSE Bicolor, co umozliwia badanie przesiewowe pod
katem czynnika reumatoidalnego w ciggu 2 minut za pomocg reakcji Waalera-Rose'a na szkietku.
Jakos¢ odczynnikéw pozwala na przeprowadzenie reakcji wieczorem i odczyt nastepnego dnia rano,
pod warunkiem, Zze ptytka mikromiareczkowa nie jest poruszana i jest chroniona przed wibracjami.
We wszystkich przypadkach, przed postawieniem ostatecznej diagnozy, nalezy przeprowadzi¢
interpretacje testu z uwzglednieniem wszystkich danych klinicznych, epidemiologicznych i
biologicznych oraz wynikéw innych testow.

13 - WYNIKI
Wyniki ocen z testu ELI.H.A RF wykazujg czuto$¢ 97,6% i doktadno$c¢ 97,4%.

14 - UTYLIZACJA ODPADOW
Odpady nalezy usuwaé¢ zgodnie z zasadami higieny i przepisami obowigzujgcymi w kraju uzytkowania
tego typu produktu.

w

przypadku przypadkowego rozlania odczynnika BUF: oczy$ci¢ powierzchnie roboczg papierem

chtonnym i spluka¢ wodg. W przypadku rozlania surowicy lub innego odczynnika nalezy wyczysci¢
wybielaczem i papierem chtonnym.
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