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SERODIA-RA

(Pro In Vitro Diagnostiku)

Casticovy aglutinaéni test
pro detekci revmatoidniho faktoru
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1. Princip testu a vyhody

In vitro diagnosticka souprava SERODIA-RA (RAPA) je zaloZena na principu pasivni
aglutinace nosnych Zzelatinovych &astic, které jsou senzitizované denaturovanymi
kralicimi IgG protilatkami. Tato souprava se vyuziva pro sérodiagnostiku revmatoidni
artritidy na zakladé detekce revmatoidniho faktoru (RF) v lidském séru. Princip, ktery
vyuziva souprava SERODIA-RA, je v souladu s principem Waaler-Rosova testu &i
jeho modifikace (Hellerova modifikace), které byly tradi€né pouzivany pro detekci RF.

Souprava SERODIA-RA je zalozena na mikrotitracnich technikach a ma nasledujici
vyhody:

1. Senzitivita, specificita a detekéni rozmezi testu SERODIA-RA odpovidaji
konvenénimu RAHA testu, ktery byl plvodné zalozen na makrotitracni

technice.

Ve snaze eliminovat co nejvice nespecifickych reakci, které jsou zapficinény
pouzitim erytrocytll jako nosnych &astic, pouziva souprava SERODIA-RA jako
nosi¢e uméle vyrobené Zelatinové Castice.

3. Jelikoz souprava SERODIA-RA vyuziva barvené, uméle vyrobené, zelatinové
¢astice, umoznuje dosazeni jasnéjSich a Iépe Citelnych aglutinacnich nalezu
v porovnani s nalezy hemaglutinacnimi.

Vysledky testu SERODIA-RA jsou odecitany po 3 hodinové inkubaci. Vysledky
je téZ mozné odecitat po inkubaci, ktera probiha pres noc, bez jakychkoliv
zmén, které by negativné ovliviiovaly odecitani vysledka.

2. Soucasti soupravy

Souprava SERODIA-RA obsahuje nasledujici reagencie a pfislusenstvi.

Reagencie
Bedici roztok Roztok k Senzitizované | Nesenzitizované Pozitivni
fedéni vzorku ¥z ot Xz o kontrola
] , tice Céstice
Baleni kapaln ¢ cas il 4
(kapainy) (kapalny) (lyofilizované) (lyofilizované) (lyofilizovana)

Stesti x5 |12mLx 1 viaka |12 mLx 1 viaka |1,5 mLx 5 vialek [0,5 mLx 3 viaky |0.5 mL" x 1 vialka
20testti x5 |44 mL x 1 viaka |50 mL x 1 viaka |6,0 mL'x 5 vialek [1,5 mLx 3 viaky |0.5mL" x 1 vialka

* Po naredéni




A: Redici roztok (Kapalny)
Pro nafedéni senzitizovanych, nesenzitizovanych ¢astic a pozitivni kontroly.

B: Roztok k fedéni vzorkd (Kapalny)
Pro naredéni vzorkd.

C: Senzitizované &astice (Lyofilizované)

Lyofilizovany  pfipravek s obsahem  Zelatinovych  &astic  senzitizovanych
denaturovanymi krali€¢imi IgG protilatkami. PFi jeho pouziti pfidejte predepsané
mnozstvi fediciho roztoku. Rekonstituovana reagencie obsahuje 0,9% Zelatinovych
¢astic senzitizovanych denaturovanymi krali¢imi IgG protilatkami.

D: Nesenzitizované ¢astice (Lyofilizované)
Lyofilizovany pfipravek tepelné upravenych Zzelatinovych ¢&astic. Zredte pfidanim
predepsaného mnozstvi fediciho roztoku.

E: Pozitivni kontrola (Lyofilizovand)

Lyofilizovany pfipravek kozich, anti-krali€ich IgG protilatek. Pfi pouziti pfidejte
predepsané mnozstvi fediciho roztoku. Kontrola poskytuje end point titr 1:160 pfi
finalnim fedéni, pokud je testovana podle postupu pro testovani pozitivnich kontrol
(viz tabulka 2).

Prislusenstvi
Kapatka (25 uL): 2 kusy

Kapatka jsou pouzivana vyhradné za ucelem davkovani nafedénych senzitizovanych
a nesenzitizovanych &astic.

3. Pouziti

Souprava SERODIA-RA je uréena pro detekci revmatoidnich faktord (RF). Test musi
byt provadén u vzorkl sér.

4. Procesni opatreni

1. Erytrocyty a jiné viditelné komponenty, pfitomné ve vzorcich séra, by mély byt
pred testovanim preventivné odstranény centrifugaci z ddvodu eliminace
mozné interference. Ujistéte se, Ze je pred testovanim provedena inaktivace
vzorkd.

2. Rekonstituované senzitizované a nesenzitizované c&astice pred pouzitim
dikladné promichejte.

3. Po pfidani senzitizovanych a nesenzitizovanych ¢astic do jamek mikrotitracni
destiCky tuto desticku i s obsahem ddkladné promichejte.



4. Po dobu inkubace desti¢ku prikryjte a nevystavuite ji vlivu vibraci

5. Potifebny material, ktery neni soucasti soupravy
Pfed provedenim testu si pfipravte nasledujici laboratorni vybaveni:
1. Vybaveni vyzadované pro mikrotitracni techniku:

1) Mikrotitracni desticky Fastec s ,U" jamkami

2) Rozfedovace (pro fedénivzorkd) 25 L (0,025 mL)

3) Kalibrovana pipetovaci kapatka* 25 uL (0,025 mL)

* Kapatka dodavana v soupraveé jsou pouzivana vyhradné k davkovani
senzitizovanych a nesenzitizovanych &astic. Pouzijte jina kalibrovana
kapatka pro roztok k fedéni vzorka.

4) Zafizeni na promichani destiCek (automaticky vibracni tfepac)*-volitelné
5) Zafizeni na vyhodnocovani desti¢ek — volitelné

2. Pipety
1) 25 pL a 50 uL mikropipety se SpiCkami pro davkovani a fedéni vzorku.

2) 1,0 ml a 5,0 ml pipety pro absorpcni postupy a rekonstituovani lyofilizovanych
reagencii.

3. Zkumavky

6. Pracovni postupy
1. Priprava reagencii

30 minut pred testovanim rekonstituujte senzitizované ¢astice, nesenzitizované
¢astice a pozitivni kontrolu pfedepsanym mnozstvim fediciho roztoku.

2. Kvantitativni test (viz tabulka 1)

1) PfFipravte si mikrotitracni desti¢ku s ,U“ jamkami (8 x 12 jamek). Pouzivejte
jednu Ffadu (12 jamek) pro kazdy vzorek.

2) Za vyuziti mikropipety nebo kalibrovaného kapatka kapnéte 4 kapky (100 uL)
roztoku k fedéni vzorkd do jamky €. 1 a 1 kapku (25 pL) do jamek €. 2 az 12.

3) Za pouziti mikropipety* pfidejte 25 uL vzorku do jamky €. 1.
4) Za vyuziti mikropipety pfipravte dvojkové fedéni od jamky €. 1 k jamce €. 12.

*Postup bez mikropipety



Za pouziti rozfedovace nadavkujte presné 25 pL vzorku do jamky €. 1 a
provedte fedéni od jamky & 1 kjamce & 12. Alternativné za vyuziti
roziedovaCe nadavkujte 25 pL pfedem pfipraveného a nafedéného vzorku
v poméru 1:5 (napf. smés 0,2 ml roztoku k Fedéni vzorkd a 50 uL vzorku séra
pipetované do malé zkumavky) do jamky €. 2. Poté provedte fedéni za vyuziti
roziedovace. VZdy je nutné dukladné promichat obsah jamky (jamka €. 1 nebo
jamka ¢&. 2), a poté prfenést pozadovany objem smési do jamky nasledujici (viz
tab. 1). Tento postup opakujte az k jamce ¢&. 12.

5) Kapnéte 1 kapku (25 pL) roztoku nesenzitizovanych ¢astic do jamky €. 2 a 1
kapku (25 pL) roztoku senzitizovanych &astic do jamky €. 3 az 12 za pouziti
kapatek dodavanych v souprave.

6) Dudkladné promichejte obsah jamek (po dobu cca 30 sekund) intenzivnim
michanim za pouZiti zafizeni na promichani desti¢ek (dejte pozor, aby nedoslo
k vyliti obsahu jamek). Desticku pfikryjte a ponechejte ji v klidu stat pfi
pokojoveé teploté (15— 30 C) po dobu 3 hodin, a poté odecitejte vysledky.

3. Kontrolni test

1) Ovéfte, zda kazdy vzorek reaguje negativné (pfi finalnim Fedéni 1:20)
s nesenzitizovanymi ¢asticemi.

2) Ovéfte, zda roztok k Fedéni vzorkd reaguje negativné jak se senzitizovanymi,
tak s nesenzitizovanymi ¢asticemi pfi kazdém testovani (reagenéni kontrola).

3) Podle postupu, ktery je uveden vtabulce & 2 ovéfte, ze je pro kazdou
soupravu titr pozitivni kontroly 1:160 pfi finalnim Fedéni.

Pozitivni kontrola je predfedéna v poméru 1:10. Pipetujte 25 pL roztoku
k Fedéni vzorkd do jamek €. 3 az €. 12. Poté pfidejte 50 uL pozitivni kontroly do
jamky €. 2 a provedte test za vyuziti stejného pracovniho postupu, ktery je
platny pro kvantitativni analyzu.

Tabulka €. 1 Kvantitativni analyza

Jamka ¢islo 1 2 3 4 5 6 12
Roztok k fed. vzorkd (uL) | 100 nebo 25 25 25 25 25 25 (odstranit)
Vzorek (uL) 25(1:5) | 25zjamky 1 | 25zjamky 2 | 25z jamky 3 | 25z jamky 4 | 25 z jamky 5 25 z jamky 11 25 uL
Redéni vzorku 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1.160 1:10240
Nesenzitizované ¢astice
25
) (“L) 7 vz .
Senzitizované ¢astice o5 o5 o5 o5 o5
(Wl)
Finélni fedéni 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:20480
Promichejte obsah za vyuziti zafizeni na promichani desti¢ek, desticku pfikryjte a inkubujte 3 hodiny
Interpretace




Tabulka €. 2 Kontrolni test s pozitivni kontrolou

Jamka ¢islo 1 2 3 4 5 6 12
Roztok k Fed. vzorkd (uL) 25 25 25 25 25 (odstranit)
Pozitivni kontrola (L) 50 25zjamky 2 | 25zjamky 3 | 25z jamky 4 | 25z jamky 5 25 z jamky 11 25 uL
Redéni vzorku 1:10 1:20 1:40 1:80 1.160 1:10240
Nesenzitizované ¢astice
25
) (“L) 7 vz .
Senzitizované ¢astice o5 o5 o5 o5 o5
(Wb)
Finalni fedéni 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:20480
Promichejte obsah za vyuziti zafizeni na promichani desti¢ek, desticku pfikryjte a inkubujte 3 hodiny
Interpretace

7. Interpretace

1. Vyhodnoceni vysledkii

Opatrné umistéte mikrotitrani desticku do zafizeni na vyhodnocovani desticek a
porovnejte aglutinaéni nalezy s reagencnimi kontrolami a vysledky interpretujte podle
kritérii uvedenych v tabulce €. 3.

Mozné nalezy Hodnoceni

Castice koncentrované ve tvaru tecky s hladkym, kulatym,
(-)

vnéjSim okrajem ve stfedu jamky

Castice koncentrované ve tvaru malého kompaktniho prstence

s hladkym, kulatym, vnéjSim okrajem

Rozlehly prstenec s aglutinovanymi ¢asticemi rozsifenymi

v celém jeho prostoru

Aglutinované ¢astice uniformé rozprostreny na
(++)

celém dné jamky

2. Kiritéria pro interpretaci
Pozitivni

Pokud vzorek vykazuje negativitu ( - ) s nesenzitizovanymi ¢asticemi (finalni fedéni
1:20) a zaroven vykazuje pozitivitu ( + ) se senzitizovanymi ¢asticemi (finalni fedéni
1:40 nebo vice), je hodnocen jako POZITIVNI. End point titr je uréen jako finalni
fedéni, které jesté vykazuje viditelny pozitivni ( + ) nalez.

Negativni

Vzorek je hodnocen jako NEGATIVNI, pokud vykazuje negativitu ( - )
s nesenzitizovanymi ¢asticemi a zaroven vykazuje negativitu ( - ) se senzitizovanymi
casticemi (finalni fedéni 1:40).




Hraniéni

Vzorek, ktery vykazuje negativitu ( - ) s nesenzitizovanymi ¢asticemi (finalni fedéni
1:20) a zaroven vykazuje vysledky hrani¢ni ( ) se senzitizovanymi ¢asticemi (finélni
Fedéni 1:40), je hodnocen jako HRANICNI. Vzorky, které vykazuji hraniéni vysledky,
by mély byt konfirmovany dalSimi metodami (napf. EIA atd.).

8. Absorp¢ni procedura

Vzacné mlze dochazet ke vzniku aglutinace vzorku s nesenzitizovanymi ¢asticemi.
Pokud vzorek vykazuje aglutinaci jak s nesenzitizovanymi ¢asticemi, tak i s ¢asticemi
senzitizovanymi nebo pokud vykazuje hrani¢ni vysledky, mél by byt znovu
analyzovan po nasledujici absorpéni procedure:

1) Pipetujte 450 pL nafedénych nesenzitizovanych €astic do zkumavky.

2) Poté do zkumavky pfidejte 50 pL vzorku a dukladné promichejte. Nasledné
inkubujte pfi pokojové teploté (15 — 30 C) po dobu 30 minut.

3) Provedte centrifugaci pfi 2000 rpm po dobu 5 minut. Poté opatrné odeberte
supernatant (absorbovany vzorek nafedény 1:10) a nasledné pipetujte 50 pL
do jamky ¢&. 2 v mikrotitraéni desticce. Kapnéte 1 kapku (25 pL) roztoku
k fedéni vzorkl do jamek €. 3 az 12. Za pouziti mikropipety pfipravte sériové
dvojité fedéni od jamky €. 2 az k jamce €. 12.

4) Képnéte 1 kapku (25 pL) roztoku nesenzitizovanych &astic do jamky ¢. 2 a 1
kapku (25 pL) roztoku senzitizovanych ¢astic do jamky €. 3 az 12 za pouziti
kapatek dodavanych v soupraveé.

5) Dukladné promichejte obsah jamek (po dobu cca 30 sekund) za pouziti
zafizeni na promichani destiCek (dejte pozor, aby nedoslo k vyliti obsahu
jamek). DestiCku prikryjte a ponechejte ji v klidu stat pfi pokojové teploté
(15 —-30C) po dobu 3 hodin, a poté odecitejte vysledky.

9. Chovani testu
1. Specificita

Pfi testovani in-house referennich vzorkud dle prfedepsanych postupld vykazovaly
negativni referenéni vzorky NEGATIVNI vysledky a pozitivni referenéni vzorky
vykazovaly POZITIVNI vysledky.

2. Senzitivita

Pfi testovani pozitivni kontroly, ktera je dodavana v soupravé, dle pfedepsanych
postupd, byl indikovan titr 1:160 pfi findlnim fedéni (+ 1 fedéni).



3. Reprodukovatelnost

Pokud jsou vzorky analyzovany podle pfedepsaného pracovniho postupu 5x za
sebou, jsou v8echny vysledky v rozmezi + 1 dvojitého fedéni.

10. Korelace

Pfi testovani 88 vzorkl soupravou SERODIA-RA a jinou latexovou aglutinaéni
soupravou byly ziskany nasledujici vysledky:

Latexovy aglutinacni test
o ~ —— Celkem
Pozitivni | Hrani¢ni | Negativni
. .| 100% 100% 0%
Pozitivni 77
(61) (16) )
i 0% 0% 0%
SERODIA-RA | Hraniéni 0
(0) (0) (0)
o 0% 0% 100%
Negativni 11
(0) (0) (11)
100% 100% 100%
Celkem 88
(61) (16) (11)

Pocet testovanych vzorku n=_88

Pozitivni shoda 100% (61/61)
Negativni shoda 100% (11/11)
Celkovéa shoda 81.8% [(61 + 11)/88]

11. Upozornéni

1.

U pacientd, jejichz vzorky vykazuji pozitivni vysledky v testu SERODIA-RA, by
meélo byt provedeno komplexni posouzeni jejich stavu, které zahrnuje dukladnou
analyzu klinickych symptomud a interpretaci vysledkd jinych dostupnych testl
vztahujicich se k danému onemocnéni.

Vzorky pacientd trpicich revmatoidni arthritidou mohou vykazovat v testu
SERODIA-RA negativni vysledky. Pokud je u pacienta podezfeni na toto
onemocnéni a jeho vzorek vykazuje negativni vysledky v testu SERODIA-RA, je
doporuceno vzorek opétovné testovat v riznych ¢asovych intervalech a mélo by
byt provedeno komplexni posouzeni jeho stavu, které zahrnuje dukladnou
analyzu klinickych symptomU a interpretaci vysledka jinych dostupnych testl
vztahujicich se k tomuto onemocnéni.

Je nutné si uvédomit, Zze nékteré vzorky s velmi vysokym titrem protilatek mohou
poskytovat tzv. prozénovy efekt pfi nizSich Fedénich.



4. Se v8emi vzorky by mélo byt zachazeno jako s potencialné biologicky
nebezpecnym materidlem, ktery muze obsahovat infekéni agens, jako napfiklad
HBV, HCV, HIV nebo jiné nebezpecné mikroorganismy. S komponenty a
prisluSenstvim (napf. pipety, zkumavky, vodné roztoky, Spicky, papir atd.) by
mélo byt manipulovano s velkou opatrnosti a po pouziti by mély byt fadné
zlikvidovany. Dekontaminace muze byt provedena chlornanem sodnym (efektivni
koncentrace chléru 1,000 ppm po dobu delSi nez 60 minut), 2% roztokem
glutaraldehydu (po dobu del8i nez 60 minut), autoklavovanim pfi 121 C po dobu
del§i nez 60 minut nebo spalenim.

5. Jako konzervant je pouZzit azid sodny. Azid sodny muze vytvaret vybus$né
slouc¢eniny s olovem a médi v odpadnim potrubi. Pfi odstrafiovani roztokud
s obsahem azidu sodného do vylevky je tfeba tyto roztoky nafedit velkym
mnozstvim vody, aby bylo zabranéno vzniku azidovych vybusnych sloucenin.
MnozZstvi azidu sodného v jednotlivych reagenciich:

Redici roztok: 0.10%

Roztok k fedéni vzorkd: 0.10%

Senzitizované €astice: 0.12% (po nafedéni)
Nesenzitizované ¢astice: 0.12% (po naredéni)
Pozitivni kontrola: 0.20% (po nafedéni)

6. Zabezpeceni kvality je dano pro kazdou vyrobni Sarzi. Nepouzivejte reagencie
v kombinaci se soupravami s jinou vyrobni Sarzi.

7. Souprava SERODIA-RA je urena pro pouziti s destickami Fastec s ,U* jamkami.

8. Pokud spole¢né se soupravou SERODIA-RA pouZivate jakékoliv pfistroje ¢i
zafizeni, fidte se pfi jejich pouzivani pfilozenymi navody.

9. P likvidaci reagencii je nutné je oddélit od ostatniho odpadu v souladu
s lékafskymi nebo pramyslovymi pfedpisy o odpadech.

10.V pfipadé, Ze se reagencie dostanou do kontakiu s oclima nebo s usty,
provedte ddkladné proplachnuti vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc nebo
oSetfeni v pfipadé potieby.

11.Lyofilizované reagencie by mély byt pouzity v den, kdy byly rekonstituovany.
Pokud jsou rekonstituované reagencie skladovany pfi teploté 2 — 10 'C, mohou
byt senzitizované <&astice pouzivany do 5 dnu od rekonstituovani a
nesenzitizované c¢astice do 14 dnd od rekonstituovani. V tomto pfipadé je
doporuceno pred jejich pouzitim provést kontrolni analyzu pro ovéreni jejich
kvality. Rekonstituované senzitizované a nesenzitizované ¢astice v nadobkach

10



by mély byt pfi skladovani z davodu zabranéni kontaminace prekryty ochrannou
folii.

12.Reagencie obsazené v kitu nezmrazujte.
12. Skladovani

Reagencie SERODIA-RA skladujte pfi teploté 2 - 10 TC.

13. Doba pouzitelnosti

Doba pouzitelnosti je vyznacena jako datum expirace na obalu soupravy nebo na
Stitcich umisténych na lahvi¢kach.

14. Baleni

5testu x5

20 testti x 5
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