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TNF-a-ELISA

l. INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Tumor Necrosis Factor o
(TNF-a) in serum.

Il. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource TNF-o -ELISA Kit
B. Catalogue number : KAP1751 : 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological activities

Human Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) also named cachectin, is a 157 A.A. unglycosylated polypeptide
cytokine mainly produced by activated macrophages (monocytes). Lipopolysaccharide (LPS), the cell-wall
component of gram-negative bacteria (endotoxin), is a potent stimulus for TNF-a production by macrophages and
TNF-a is an important mediator of the well-known in vivo effects of LPS such as tumour hemorrhagic necrosis,
fever, shock and activation of neutrophils. The various biological activities of TNF-a may be classified as :

- Antitumoral and growth regulatory activities : TNF-a displays a selective toxicity for tumor and virus-infected
cells. Conversely, it is angiogenic and stimulates the growth of cultured fibroblasts.

- Immunomodulatory and proinflammatory activities : TNF-a activates macrophages, neutrophils and eosinophils,
as well as endothelial cells (which display procoagulant activity). It regulates the production of antibodies by B
cells and stimulates cytotoxic T cells. It induces the production of several other inflammatory mediators such as
IL-1, IL-6, colony stimulating factors, prostaglandins, platelet-activating factor (PAF), collagenases, etc.

- Metabolic activities : TNF-a strongly inhibits lipoprotein lipase and adipocyte gene expression.

B. Clinical application

TNF-a has a major pathogenic role : in cachexia associated with chronic infectious or cancerous diseases ; in septic
shock where the neutralization of TNF-a protects against the associated acute lethality ; in graft rejection and graft-
versus-host disease ; and in parasitic infections where TNF-o may provide some protection but also favours more
severe forms of the disease (e.g. the cerebral form of malaria). TNF-o often in combination with other cytokines,
has also been involved in several autoimmune diseases and even in the pathogenesis of arteriosclerosis. Abnormal
high levels of serum TNF-a have been described in septic shock, graft rejection, parasitic infections, cancer, post
hemofiltrations, during in vivo cytokine (IL-2) therapy, etc. Besides an insight into pathogenesis, these
determinations might provide an aid in diagnosis (e.g. in graft rejection) and have prognostic value (e.g. in
systemic infections).



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource TNF-o -ELISA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplate. The assay uses monoclonal
antibodies (MAbs) directed against distinct epitopes of TNF-a. Calibrators and
samples react with the capture monoclonal antibody (MAb 1) coated on
microtiter well and with a monoclonal antibody (MAb 2) labelled with
horseradish peroxidase (HRP). After an incubation period allowing the formation
of a sandwich: coated MAb 1 — human TNF-a — MAb 2 — HRP, the
microtiterplate is washed to remove unbound enzyme labelled antibody. Bound
enzyme-labelled antibody is measured through a chromogenic reaction.
Chromogenic solution (TMB) is added and incubated. The reaction is stopped
with the addition of Stop Solution and the microtiterplate is then read at the
appropriate wavelength. The amount of substrate turnover is determined
colourimetrically by measuring the absorbance, which is proportional to the TNF-
a concentration.

A calibration curve is plotted and TNF-a concentration in samples is determined
by interpolation from the calibration curve. The use of the ELISA reader
(linearity up to 3 OD units) and a sophisticated data reduction method
(polychromatic data reduction) result in a high sensitivity in the low range and in
an extended calibration range.

V. REAGENTS PROVIDED

VI

SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the Kit:

1.
2.

Nook,w

VII.

High quality distilled water

Pipettes for delivery of: 50 pl, 200 pul, 1 ml and 10 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Horizontal microtiterplate shaker capable of 700 rpm + 100 rpm

Washer for microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm, 490 nm and 650 nm
(in case of polychromatic reading) or capable of reading at 450 nm and
650 nm (bichromatic reading)

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the zero calibrator to the volume specified on
the vial label with distilled water and the other calibrators with 2 ml
distilled water.

Controls : Reconstitute the controls with 2 ml distilled water.

Conjugate Solution : following the number of wells to be used, dilute the
concentrated conjugate with the conjugate buffer in a clean glass vial : see
below table for the volumes to pipette. Extemporaneous preparation is
recommended. Diluted conjugate is stable for max. 1 week at 2-8°C.

TABLE CONJUGATE DILUTION

Number of wells Concentrated Conjugate buffer Working volume
conjugate
8 50 ul 500 ul 550 ul
16 100 ul 1000 pl 1100 pl
24 150 ul 1500 pl 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 ul 3000 pl 3300 pl
96 600 pl 6000 pl 6600 pl

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Microtiterplate with 96
anti TNF-a (monoclonal 96 wells blue Ready for use
antibodies) coated wells
| Ab | HRP |CONC |
: Add conjugate
. i 1 vial -
Conjugate: HRP labelled anti-TNF-a 0.75 ml red buffer (see section
(monoclonal antibodies) in TRIS-Maleate Vi)
buffer with bovine serum albumin and
thymol
n Add distilled water
- - 2 vials I (see on the label for
Zero calibrator in human plasma, lyophil. yellow the exact volume)
benzamidin and thymol
]
_ ottty | yellow | Add 2 ml distilled
Calibrator N=1t05 yophil. water
(see exact values on vial labels) in
human plasma, benzamidin and thymol
CONJ BUF
. 1 vial red Ready for use
Conjugate buffer: TRIS-Maleate buffer 6ml
with bovine serum albumin, EDTA and
thymol
INC BUF
] 1 vial black Ready for use
Incubation buffer: TRIS-Maleate buffer 6ml
with bovine serum albumin, EDTA and
thymol
Dilute 200 x with
| WASH | SOLN |CONc | 1 vial brown distilled water (use
Wash Solution (Tris-HCI) 10ml a magnetic stirrer).
-
: 2vials 1 Guer | Add 2 mi distilled
Controls - N =1 or 2 in human plasma lyophil. water
and thymol
| CHROM | T™MB |
1 vial Ready for use
Chromogen TMB 12ml brown
(Tetramethylbenzydine)
STOP SOLN .
1 vial . Ready for use
12 mi white
Stopping solution: HCI 1.0N

Note: 1. Use the zero calibrator for sample dilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 40 mlU of the
NIBSC IS 87/650.

VIII.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the vial label, if kept at 2 to 8°C.

Unused strips must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.

After reconstitution, calibrators and controls are stable for 4 days at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C for maximum 2 months. Avoid successive freeze thaw cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at 18 - 25°C until expiration
date.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, the conjugate is stable until expiry date, if kept in the
original well-closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum must be removed as soon as possible from the clot of red cells after
clotting and centrifugation, and kept at 4°C. If the samples are not used
immediately, they must be kept at -20°C for maximum 2 months, and at -
70°C for longer storage (maximum one year).

Avoid subsequent freeze thaw cycles.

Prior to use, all samples should be at 18 - 25°C. It is recommended to
vortex the samples before use.

Sampling conditions can affect values, therefore, strict precautions have to
be taken during sampling to avoid impurities contained in sampling
materials that would stimulate TNF-a production by blood cells and thus
falsely increase serum TNF-a values.

Collection tubes must be pyrogen-free.
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PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to 18 - 25°C prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

For the dispensing of the Revelation Solution and the Stop Solution avoid
pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the
last sample must be limited to the time mentioned in section XIII
paragraph E (Time delay).

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

The Revelation Solution should be colourless. If a blue colour develops
within a few minutes after preparation, this indicates that the reagent is
unusable, and must be discarded.

Dispense the Revelation Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Revelation Solution, avoid direct sunlight on the
microtiterplate.

Procedure

Select the required number of strips for the run. The unused strips should
be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

Secure the strips into the holding frame.

Pipette 50 pl of incubation buffer into all the wells

Pipette 200 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

Incubate for 2 hours at 18 - 25°C on a horizontal shaker set at 700 rpm *
100 rpm.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

= Aspirating the content of each well

Pipette 100 pl of zero calibrator into all the wells

Pipette 50 pl of anti- TNF-o -HRP conjugate into all the wells.

Incubate for 2 hours at 18 - 25°C on a horizontal shaker set at 700 rpm *
100 rpm.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times by:

= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well

= Aspirating the content of each well

Pipette 100 pl of the revelation solution into each well within 15 minutes
following the washing step.

Incubate the microtiterplate for 15 minutes at 18 - 25°C on a horizontal
shaker set at 700 rpm + 100 rpm, avoid direct sunlight.

Pipette 100 pl of Stop solution into each well.

Read the absorbencies at 450 nm and 490 nm (reference filter 630 nm or
650 nm) within 30 minutes and calculate the results as described in section
XI.

CALCULATION OF RESULTS

Polychromatic Reading:

In this case, the software will do the data processing.

The plate is first read at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or

630 nm).

A second reading is performed at 490 nm against the same reference

filter.

The Software will drive the reader automatically and will integrate both

readings into a polychromatic model. This technique can generate OD’s

up to 10.

The principle of polychromatic data processing is as follows:

. Xi = 0D at 450 nm

= Yi=0Dat490 nm

. Using a standard unweighted linear regression, the parameters A &
B are calculated : Y = A*X + B

. If Xi < 3 OD units, then X calculated = Xi

. If Xi > 3 OD units, then X calculated = (Yi-B)/A

= A 4 parameter logistic curve fitting is used to build up the calibration
curve.

=

XIL

= The TNF-a concentration in samples is determined by interpolation
on the calibration curve.

Bichromatic Reading

Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator against the corresponding concentration of TNF-a
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is used, a 4 parameter logistic function curve
fitting is recommended.

TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
the real time calibration curve.

TNF-a -ELISA OD units Polychromatic

model

Calibrator 0 pg/ml 0.045
6.8 pg/ml 0.120

18 pg/ml 0.259

52 pg/ml 0.619

176 pg/ml 1.435

518 pg/ml 3.237

X1

A.

I. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

Detection Limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators. The
detection limit, defined as the apparent concentration two standard deviations
above the average OD at zero binding, was 0.7 pg/ml.

B.

Specificity

No significant cross-reaction was observed in presence of 50 ng of IL-1a, IL-1f,
IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TGF-B,
GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1p, LIF, MCP-1, G-CSF and RANTES. This
TNF-a assay is specific for human natural and recombinant TNF-a.

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD CcVv Serum N <X>+SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6.6 A 24 122 £5 4.5
B 20 526 + 33 6.3 B 24 431+ 14 3.3
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added TNF-a Recovered TNF-a Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1 0 6.2 -
38.4 433 97
83.9 90.0 100
188.3 192.5 99
408.2 376.2 91
Serum 2 0 3.8 -
38.4 455 108
83.9 91.2 104
188.3 162.2 84
408.2 379.2 92




DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 1 - 436.5
2 218.3 212.4
4 109.1 104.8
8 54.6 59.5
16 27.3 317
Serum 2 1 - 420.2
2 2101 211.2
4 105.0 98
8 52.5 58.3
16 26.3 30.7

Samples were diluted with zero calibrator.

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated wells.

TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

. If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

L] If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

L] Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises
. It is recommended that controls be routinely assayed as unknown samples

to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the controls.
. It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

For guidance, the results of 30 serum samples from apparently healthy persons
with low CRP levels, ranged between 4.6 and 12.4 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with local safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains HCI. In case of
contact, wash thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIIl.  SUMMARY OF THE PROTOCOL

SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(H) (11
Incubation buffer 50 50
Calibrators (0-5) 200 -
Samples, Controls - 200

Incubate for 2 hours at 18 - 25°C with continuous shaking at 700 rpm.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Zero Calibrator 100 100
Anti-TNF-a -HRP conjugate 50 50

Incubate for 2 hours at 18 - 25°C with continuous shaking at 700 rpm.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic solution 100 100

Incubate for 15 min at 18 - 25°C with continuous shaking at 700 rpm.

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well at 450 nm
(and 490 nm) versus 630 (or 650 nm)

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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TNF-a-ELISA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immuno-enzymatique pour la mesure quantitative in vitro du Facteur de Nécrose
Tumorale o humain (TNF-o) dans le sérum.

1.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource TNF-a-ELISA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1751: 96 tests

C. Fabriqué par: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activités biologiques

Le Facteur de Nécrose Tumorale Alpha (TNF-o), également appelé cachectine, est une cytokine polypeptidique
non glycosylée de 157 acides aminés produite principalement par les macrophages activés (monocytes). Le
lipopolysaccharide (LPS), composant de la paroi cellulaire des bactéries gram négatives (endotoxine), est un
puissant stimulus de la production du TNF-a par les macrophages et le TNF-a est un médiateur important des
effets in vivo bien connus du LPS: par exemple, nécrose tumorale hémorragique, fiévre, choc et activations des
neutrophiles. Les différentes activités biologiques du TNF-o peuvent se classifier de la maniére suivante :

. Activités antitumorales et de régulation de croissance : le TNF-o montre une toxicité sélective pour les tumeurs
et les cellules infectées par un virus. Inversement, il est angiogénique et stimule la croissance des fibroblastes mis
en culture.

. Activités immunorégulatrices et pro-inflammatoires : le TNF-a active les macrophages, les neutrophiles et les
éosinophiles, ainsi que les cellules endothéliales (qui montrent une activité procoagulante). 1l régule la production
des anticorps par les cellules B et stimule les cellules T cytotoxiques. Il induit la production de plusieurs autres
médiateurs de l'inflammation comme les IL-1, IL-6, facteurs stimulant de colonies, prostaglandines, facteur
d'activation des plaquettes (PAF), collagénases, etc.

. Activités métaboliques : le TNF-a inhibe fortement la lipoprotéine lipase et I'expression des génes des adipocytes.

B. Applications cliniques

Le TNF-a a un rdle pathogénique majeur : dans les cachexies associées aux infections chroniques ou aux cancers ;
dans le choc septique ou la neutralisation du TNF-a protége contre la létalité aigué qui y est associée ; dans le rejet
de greffe et la maladie greffon contre hdte ; et dans les infections parasitaires ot le TNF-a peut procurer une
certaine protection, mais favorise également des formes plus sévéres de la maladie (par ex. la forme cérébrale de la
malaria). Le TNF-o, souvent en combinaison avec d'autres cytokines, a également été impliqué dans plusieurs
maladies auto-immunes et méme dans la pathogenése de I'artériosclérose. Des taux anormalement élevés du TNF-
o sérique ont été décrits dans le choc septique, le rejet de greffe, les infections parasitaires, le cancer, aprés une
hémofiltration, pendant un traitement in vivo par la cytokine (IL-2), etc. En plus de donner un apercu de la
pathogenese, ces déterminations peuvent procurer une aide au diagnostic (par ex. dans le rejet de greffe) et ont une
valeur pronostique (par ex. dans les infections systémiques).



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

Le kit DIAsource TNF-o-ELISA est un «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectué sur des microplaques. L’analyse utilise
des anticorps monoclonaux (AcM) dirigés contre des épitopes distincts de I’ TNF-
o. Les calibrateurs et les échantillons réagissent avec l’anticorps de capture
monoclonal (AcM 1) recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM
2) marqué avec la peroxydase (HRP). Aprés une période d’incubation permettant
la formation d’un sandwich: AcM 1 recouvert — TNF-a — AcM 2 — HRP, la
microplaque est lavée afin d’enlever I’anticorps libre marqué enzymatiquement.
L’anticorps li¢ marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction
chromogénique. Une solution chromogénique (TMB — H,0,) est ajoutée et
incubée. La réaction est arrétée avec 1’addition de Solution d’arrét et la
microplaque est alors lue a la longueur d’onde appropriée. La quantité de
remplacement de substrat est déterminée colorimétriquement par la mesure de
I’absorbance, qui est proportionnelle a la concentration en TNF-a.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en TNF-o dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.
L’utilisation du lecteur ELISA (linéarité jusque 3 unités de DO) et une méthode
de réduction de données sophistiquée (réduction de données polychromatique)
résultent en une haute sensitivité dans la portée basse et en une portée de
calibration étendue.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution

Kit Couleur

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1. Eau distillée d’une haute qualité

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 200 pl, 1 ml et 10 ml (I’utilisation de
pipettes précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de microplaques horizontal capable de 700 rpm + 100 rpm
Laveur de microplaques

Lecteur de microplaques capable de lire a 450 nm, 490 nm et 650 nm (en
cas de lecture polychromatique) ou capable de lire & 450 nm et 650 nm
(lecture monochromatique)

Nookw

VII. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer le Calibrateur zéro avec le volume d’eau
distillée spécifié sur 1’étiquette du flacon et les autres calibrateurs avec 2 ml
d’eau distillée.

B. Contrdles : Reconstituer les contrles avec 2 ml d’eau distillée.

C. Solution du conjugué : en fonction du nombre de puits a utiliser, diluer le
conjugué concentré avec le tampon du conjugué dans un flacon en verre
propre : voir le tableau ci-dessous pour connaitre les volumes a pipeter. Il
est recommandé de réaliser la préparation au moment de lutiliser. Le
conjugué dilué est stable au maximum une semaine entre 2 et 8°C.

TABLEAU DE DILUTION DU CONJUGUE

Microplaque de titration
avec 96 puits recouvert

d’anti TNF-a. (anticorps

monoclonal)

96 puits bleu Prét a ’emploi

| Ab | HRP |CONC

Rouge Ajouter le tampon du

Conjugué: anti-TNF-a marqué avec 1 flacon uter e tal _
de 'HRP (anticorps monoclonal) 0,75 ml conjugué (voir section
dans un tampon TRIS-maléate avec Vi)

de I'albumine bovine et du thymol

Nombre de puits Conjugué Tampon du Volume de travail
concentré conjugué
8 50 ul 500 ul 550 ul
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
24 150 pl 1500 pl 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 pl 3000 pl 3300 pl
9 600 pl 6000 pl 6600 ul

Ajouter de I’eau
2 flacons distillée (voir le

o]0

Calibrateur zéro dans du plasma lyophilisés Jaune volume exact sur
humain avec de la benzamidine et du I*étiquette)
thymol
o ] 0]
5 flacons : s
Calibrateur N=1a5 lyophilisés Jaune AJOUI;;’Séligéd cau
(cfr. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du plasma humain avec
de la benzamidine et du thymol
CONJ BUF
—— 1 flacon Rouge Prét a ’emploi
Tampon conjugué: Tampon TRIS- 6ml
maléate avec de I'albumine bovine,
EDTA et du thymol
BUF 1 flacon Noi Prétal’ loi
Tampon d’incubation: Tampon TRIS- 6ml oIr reta 'emplor
maléate avec de I'albumine bovine,
EDTA et du thymol

Diluer 200 x avec de
1 flacon I’eau distillée (utiliser
Brun .
un agitateur
magnétique).

|WASH| SOLN |CONC|

Solution de Lavage 10 ml
(Tris-HCI)

2 flacons

Contrdles - N = 1 ou 2 dans du lyophilisés Gris Ajouter 2 ml d’eau
plasma humain avec du thymol distillée

CHROM | T™MB | CONC | . )
| 1 flacon Vert Prét a ’emploi
Chromogéne TMB 12 ml €
(Tetramethylbenzydine)

1 flacon
e préta Penploi
Blanc

Solution d’arrét: HCI 1.0N

Note: 1. Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 40 mU du IS
NIBSC 87/650.

D. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée & la fin de la journée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

. Avant ’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur I’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

. Des barrettes inutilisées doivent étre gardées, a 2-8°C, dans un sachet
cacheté contenant un dessiccant jusqu’a la date d’expiration.

= Apreés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont stables pendant 4
jours entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquotes devront étre réalisées et celles-ci seront gardées a —20°C pendant 2
mois. Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

L] La Solution de Lavage concentrée est stable & 18 - 25°C jusqu’a la date
d’expiration.

L] La Solution de Lavage préparée doit étre utilisée le jour méme.

= Aprés la premiére utilisation, le conjugué est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

. Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer une instabilité ou une détérioration.

IX. PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

. Le sérum doit étre débarrassé le plus rapidement possible du caillot de
globules rouges apres coagulation et centrifugation. Il doit étre conservé a
4°C. Si les échantillons ne sont pas tout de suite utilisés, ils doivent étre
conservés & -70°C, au maximum pendant 1 an.

. Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

. Avant D’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre amenés a 18 -
25°C. On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.

. Les conditions de la prise d’échantillon pouvant affecter les résultats, il faut
prendre de strictes précautions pendant la prise d’échantillon afin d’éviter
que des impuretés contenues dans le matériel de prélevement ne stimulent la
production d’TNF-a par les cellules sanguines et ne fassent faussement
augmenter les taux sériques d’TNF-a.

. Les tubes de prélevement doivent étre pyrogen-free.
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MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration.

Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous les réactifs a 18 - 25°C avant utilisation.

Mélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Tester les calibrateurs, les controles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.

Utiliser un récipient en plastique propre pour préparer la Solution de
Lavage.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour 1’addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la distribution de la Solution Chromogénique et de la Solution
d’arrét, éviter des pipettes avec des parties en métal.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision.

Respecter les temps d’incubation.

Afin d’éviter des anomalies, le délai entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon doit étre limité au délai indiqué a
la section X111 paragraphe E (Délai).

Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la Solution Chromogénique dans les 15 minutes aprés le lavage
de la microplaque de titration.

Eviter I'exposition & la lumiere du soleil lors de I’incubation avec la
Solution Chromogénique.

série

Mode opératoire

Sélectionner le nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent étre cachetées de nouveau dans le sachet avec un
dessiccatif et gardées a 2-8°C.

Placer les barrettes dans le support.

Pipeter 50 pl du tampon d’incubation dans tous les puits.

Pipeter 200 pl de chaque Calibrateur, Contrdle et Echantillon dans les
puits appropriés.

Incuber pendant 2 heures a 18 - 25°C dans un agitateur horizontal mis a
700 rpm % 100 rpm.

Aspirer le liquide de chaque puits.

Laver la plaque 3 fois en:

= distribuant 0.4 ml de la Solution de Lavage dans chaque puits

= aspirant le contenu de chaque puits

Pipeter 100 pl du calibrateur zéro dans tous les puits.

Pipeter 50 pl du conjugué anti-TNF-a-HRP dans tous les puits.

Incuber pendant 2 heures a 18 - 25°C dans un agitateur horizontal mis a
700 rpm = 100 rpm.

Aspirer le liquide de chaque puits.

Laver la plaque 3 fois en:

. distribuant 0.4 ml de la Solution de Lavage dans chaque puits

= aspirant le contenu de chaque puits

Pipeter 100 pl de la Solution Chromogénique dans chaque puits dans les
15 minutes aprés la phase de lavage.

Incuber la microplaque pendant 15 minutes a 18 - 25°C dans un agitateur
horizontal mis a 700 rpm + 100 rpm, éviter I'exposition a la lumiere du
soleil.

Pipeter 100 pl de la Solution d’arrét dans chaque puits.

Lire les absorbances a 450 nm et 490 nm (filtre de référence 630 nm ou
650 nm) dans 30 minutes et calculer les résultats comme décrits dans la
section XI.

CALCUL DES RESULTATS

Lecture polychromatique:

En ce cas, le software fera le traitement des données.

La plaque est lue d’abord a 450 nm contre un filtre de référence mis a 650

nm (ou 630 nm).

Une seconde lecture est effectuée & 490 nm contre le méme filtre de

référence.

Le software manceuvrera le lecteur automatiquement et intégrera les deux

lectures dans un modéle polychromatique. Cette technique peut générer

des DO jusqu’a 10.

Le principe du traitement de données polychromatique est le suivant:

= Xi=DOa450 nm

. Yi=DO a490 nm

L] Utilisant une régression linéaire non pondérée standard, les
paramétres A & B sont calculés : Y = A*X + B

= Si Xi<3unités DO, X calculé = Xi

= Si Xi>3unités DO, X calculé = (Yi-B)/A

L] Un lissage de courbes « 4 paramétres » est utilisé pour la courbe de
calibration.

=@

X1

L] La concentration en TNF-a des échantillons est déterminée par
interpolation sur la courbe de calibration.

Lecture bichromatique

Lire la plaque & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les DO
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en TNF-o (abscisses) et dessiner une courbe de calibration
a ’aide des points de calibration, en connectant les points avec des lignes
droites.

Lire la concentration pour chaque controle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systeme
d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé¢ d’utiliser la fonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.

DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent

jamais étre utilisées a la place d’une courbe d’étalonnage.

TNF-a-ELISA Unités DO modeéle
polychromatique

Calibrateur 0 pg/ml 0,045

6,8 pg/ml 0,120

18 pg/ml 0,259

52 pg/ml 0,619

176 pg/ml 1,435

518 pg/ml 3,237

X1

A.

PERFORMANCE ET LIMITES

Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment d’autres
calibrateurs. La limite de détection, définie comme la concentration apparente
située 2 déviations standards au-dessus de la moyenne DO déterminée a la

fixati

B.

on zéro, était de 0,7 pg/ml.

Spécificité

On n’a pas constaté¢ de réaction croisée significative en présence de 50
ng IL-1o, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a,
IFN-B, IFN-y, TGF-, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1,
G-CSF et RANTES. Ce dosage de 'TNF-a est spécifique de 'TNF-a
humaine naturelle et recombinante.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122 +5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+ 14 33

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

Echantillon TNF-a ajoutée TNF-a Récupération
(pg/ml) récupérée (%)
(pg/ml)
Sérum 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Sérum 2 0 3,8 -
38,4 455 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92




TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)
Sérum 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Sérum 2 1 - 420,2
2 210,1 2112
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

Les échantillons ont été dilués avec le calibrateur zéro.

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme quand un

échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur ait été ajouté aux

puits.

DELAI
TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

= Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I’intervalle spécifié sur I’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas étre
utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la non-
conformité.

. Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des contrdles qui
contiennent de 1’azoture influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

= Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs en double des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

. On recommande que les contrbles soient testés de fagon routiniere comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contrdle de qualité des controles.

. On recommande de vérifier visuellement le lissage de la courbe sélectionnée
par I’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
propres fourchettes de valeurs normales.

A titre indicatif, les résultats de 30 échantillons de sérum de personnes
apparemment saines avec de faibles niveaux de CRP se situaient entre 4,6 et 12,4
pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, 'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
complete que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devra étre conforme aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs. La Solution d’arrét contient de
I’HCI. En cas de contact, laver avec beaucoup d’eau.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et
des gants a usage unique.
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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
(1) CONTROLES
(1)
Tampon d’incubation 50 50
Calibrateurs (0-5) 200 R
Echantillons, Contréles - 200

Incuber pendant 2 heures a 18 - 25°C avec agitation continue a 700 rpm.
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Calibrateur zéro 100 100
Conjugué Anti-TNF-a-HRP 50 50

Incuber pendant 2 heures a 18 - 25°C avec agitation continue a 700 rpm.
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Solution de chromogéne 100 100

Incuber pendant 15 min a 18 - 25°C avec agitation continue a 700 rpm.

Solution d’arrét 100 100

Lire sur un lecteur de microplaques et enregistrer I’absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm) et 490 nm (contre 630 ou 650 nm)
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

TNF-a-ELISA

l.  VERWENDUNGSZWECK

Ein immunenzymetrisches Assay fir die quantitative in vitro Bestimmung des humanen Tumor-
Nekrose-Faktors o (TNF-a) in Serum.

Il. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource TNF-a-ELISA Kit
B. Katalognummer : KAP1751: 96 Tests

C. Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

I11. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitat

Der humane Tumor-Nekrose-Faktor Alpha (TNF-o) auch Cachectin genannt, ist ein 157 A.A. unglykosyliertes
Polypeptid-Zytokin  was hauptséchlich von aktivierten Makrophagen (Monozyten) hergestellt wird.
Lipopolysaccharid (LPS), die Zellwand-Komponente gramnegativer Bakterien (Endotoxin), ist ein potenter
Stimulus fir die TNF-a Produktion durch Makrophagen und TNF-o stellt einen wichtigen Mediator des
wohlbekannten in vivo Effekts von LPS wie z.B. der Tumor h&morrhagischer Nekrose, Fieber, Schock und
Aktivierung der Neutrophile. Die verschiedenen biologischen Aktivititen von TNF-a kdnnen folgendermalien
charakterisiert werden :

- Antitumoral und wachstumsregulierende Aktivitdten : TNF-a zeigt eine selektive Toxizitat fir Tumore und
Virus-infizierte Zellen. Umgekehrt wirkt es angiogenisch und stimuliert das Wachstum geziichteter Fibroblasten

- Immunomodulatorische und proinflammatorische Aktivitaten : TNF-a aktiviert Makrophagen, Neutrophile und
Eosinophile genau so wie endotheliale Zellen (die die prokoagulative Aktivitat anzeigen). Es reguliert die
Produktion von Antikdrpern durch B-Zellen und stimuliert die zytotoxischen T-Zellen. Es induziert die Produktion
verschiedener anderer inflammatorischer Mediatoren wie [L-1, IL-6, Kolonie-stimulierende Faktoren,
Prostaglandine, Platelet-Activating Factor (PAF), Kollagenasen etc.

- MetabolscheAktivitdten : TNF-o hemmt stark die Lipoproteinlipase und die genetische Expression von
Adipozyten

B. Klinische Anwendungen

TNF-a spielt eine groBe pathogene Rolle : bei der Kachexie einhergehend mit chronischen Infektionen oder
karzinogenen Erkrankungen, beim septischen Schock, wobei die Neutralisation von TNF-a gegen eine drohende
akute Lethalitdt schitzt, bei der Abstoflung von Tranplantaten sowie der GVH-Erkrankung und bei parasitéren
Erkrankungen, wobei TNF-a einen gewissen Schutz bietet, aber auch schwerere Formen der Krankheit férdern
kann (z.B. die zerebrale Form der Malaria). TNF-a, das oft in Kombination mit anderen Zytokinen auftritt, ist
ebenso in verschiedene Autoimmunerkrankungen und sogar in der Pathogenese der Arteriosklerose involviert.
Abnormal hohe Serumwerte von TNF-a wurden beim septischen Schock, bei der AbstoRung von Transplantaten,
Infektionen durch Parasiten, Krebs, nach Hamofiltration und wahrend der in vivo Therapie mit Zytokinen (IL-2)
usw. beschrieben. Neben eines Verstandnisses fiir die Pathogenese konnen diese Bestimmungen Hilfe bei der
Diagnose leisten (z.B. bei der AbstoBung von Transplantaten) und haben eine prognostische Bedeutung (z.B. bei
systemischen Infektionen).



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource TNF-a-ELISA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (ELISA) im Mikrotiterplattenformat. Derr Assay benutzt
monoklonale Antikorper (MAbs), die gegen verschiedene Epitope von TNF-a
gerichtet ~ sind. Kalibratoren und Proben reagieren mit dem priméren
monoklonalen Antikdrper (MAK 1), mit dem die Wells der Mikrotiterplatte
beschichtet sind, und mit einem monoklonalen Antikérper (MAK 2), der mit
Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach einer Inkubationsphase bildet
sich ein Sandwich-Komplex: MAKk 1 - TNF-a - MAK 2 - MRP; nicht gebundene
enzymbeschriftete Antikdrper werden durch Waschen der Mikrotiterplatte
entfernt. Gebundene enzymbeschriftete Antikdrper werden durch eine
Farbreaktion gemessen. Farblésung (TMB — H,0,) wird hinzugefiigt und
inkubiert. Die Reaktion wird durch Hinzufiigen einer Stopplésung beendet und
die Mikrotiterplatte wird bei adéquater Wellenldnge ausgewertet. Die Menge an
Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung der Absorption bestimmt, die
proportional zur TNF-o -Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die TNF-a -Konzentration in den
Proben wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt. Die
Verwendung des ELISA-Lesegerats (Linearitat bis zu 3 OD-Einheiten) und eine
komplexe Datenreduktionsmethode (polychromatische Datenreduktion) ergeben
eine hohe Sensibilitat im niedrigen Bereich und einen breiten Kalibrationsbereich.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Tests Farb- Rekonstitution

Kit Code

- Mikrotiterplatte mit
96 anti TNF-0. - 96 Wells Blau
beschichtete Wells
(monoklonale
Antikdrper)

gebrauchsfertig

2. 1 pg der Kalibratorzubereitung ist &quivalent zu 40 mU des
NIBSC IS 87/650.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird benétigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1. Hochwertiges destilliertes Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 200 pl, 1 ml und 10 ml (Verwendung von
Préazisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

Horizontaler Schuttler fur Mikrotiterplatte Kap. 700 rpm + 100 rpm
Waschgerat flr Mikrotiterplatten

Mikrotiterplatten-Lesegerat zur Auswertung bei 450 nm, 490 nm und 650
nm (bei polychromatischer Auswertung) oder zur Auswertung bei 450 nm
und 650 nm (monochromatische Auswertung)

Nookw

VII. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Null-Kalibrator bis zu dem genau
auf dem Ettikett des Flaschchens angegebenen Volumen mit dest. Wasser
und die anderen Kalibratoren mit 2 ml dest. Wasser.

B. Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.

C. Konjugatlésung der Anzahl der benutzten Vertiefungen folgend,
verdiinnen sie das konzentrierte Konjugat mit dem Konjugatpuffer in einem
sauberen Glasréhrchen: die zu pipettierenden Volumina entnehmen sie
unten stehender Tabelle. Frisch herstellen wird empfohlen Das verdiinnte
Konjugat ist maximal eine Woche bei 2-8°C stabil.

TABELLE KONJUGATVERDUNNUNG

| Ab | HRP |CONC|

Rot Konjugatpuffer
zugeben (beachten sie
Abschnitt VII)

Konjugat: MRP beschriftete Anti- 1 GeféaRl
TNF-a (monoklonale Antikorper) 0,75 ml
in TRIS-Maleatpuffer mit

Rinderserumalbumin und Thymol

Dest. Wasser zugeben
(das exakte Volumen
bitte dem Etikett
entnehmen)

o 1o

Null-Kalibrator in Humanplasma
mit Benzamidin und Thymol

2 Gefale Gelb
lyophilisiert

Anzahl der Konzentriertes Konjugatpuffer Arbeitsvolumen
Vertiefungen Konjugat

8 50 pl 500 pl 550 wl

16 100 pl 1000 pl 1100 pl

24 150 pl 1500 ul 1650 ul

32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 pl 3000 ul 3300 ul

96 600 pl 6000 pl 6600 ul

Kalibrator - N = 1 bis 5 5 Gefale Gelb 2 ml dest. Wasser

(genaue Werte auf Gefal- Iyophilisiert zugeben
Etiketten) in Humanplasma mit
Benzamidin und Thymol
CONJ BUF )
1 Geféal Rot
. 6 ml 0 gebrauchsfertig
Konjugatpuffer: TRIS-
Maleatpuffer mit
Rinderserumalbumin, EDTA und
Thymol
INC BUF
" Schwarz .
Inkubationspuffer: TRIS- 1 Gefal gebrauchsfertig
’ 6 ml

Maleatpuffer mit
Rinderserumalbumin, EDTA und

Thymol
|WASH | SOLN |CONC | 200 x mit dest. Wasser
1 Geféall verdiinnen
“ ; 10 ml Braun (Magnetrihrer
Waschlésung (Tris-HCI) g
benutzen).
2 GeféaRe Silber 2 ml dest. Wasser

Kontrollen - N = 1 oder 2

lyophilisiert zugeben
Humanplasma mit Thymol

1 Gefa

Chromogenes TMB 12 ml
(Tetramethylbenzydin)

Braun gebrauchsfertig

gebrauchsfertig

sToP 1 GefiR Wei

12 ml
Stoppldsung: HCI 1,0N

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

D. Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlésung aus
einem Anteil Waschlésung (200x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichméaRigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschldsung am Ende des Tages weg.

VIII. AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

. Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C
stabil.

L] Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in
der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.

L] Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C 4 Tage stabil. Aliquots mussen bei langerer Aufbewahrung bei -20°C
eingefroren werden, dann sind Sie 2 Monate haltbar. Vermeiden Sie
wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

L] Die konzentrierte Waschlosung ist bei 18 - 25°C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

. Frisch zubereitete Waschlgsung sollte am selben Tag benutzt werden.

L] Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im
OriginalgefaR und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.

. Verdanderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

IX.  PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

. Das Serum muss so schnell wie mdglich vom Blutgerinnsell der roten
Zellen nach Gerinnung und Zentifugation getrennt und bei 4°C aufbewahrt
werden. Werden die Proben nicht direkt benutzt, mussen sie bei -70°C fir
maximal 1 Jahr gelagert werden.

= Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

. Vor Gebrauch missen alle Proben 18 - 25°C erreichen. Vortexmischen der
Proben wird vor Gebrauch empfohlen.

. Die Bedingungen der Probennahme kdnnen Werte beeinflussen, weshalb
strenge Vorsichtsmalnahmen wéhrend des Sammelns ergriffen werden
missen, um Unreinheiten im gesammelten Material, die die TNF-a
Produktion durch Blutzellen stimulieren und somit Serum TNF-a Werte
falschlich steigerrn kdnnten, zu vermeiden.

. Sammelréhrchen diirfen kein Pyrogen enthalten.
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DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf 18 - 25°C.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren.

Fihren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.

Verwenden  Sie zur  Zubereitung  der
Kunststoffbehlter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der Substratlésung und der Stopplésung
keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhdhen die
Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Zur Vermeidung von Drift muss die Zeit zwischen dem Pipettieren des
ersten Kalibrators und der letzten Probe auf die Zeit beschrankt werden,
die in Abschnitt XIII Absatz E (Zeitverzogerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friiheren Durchléufen.

Pipettieren Sie die Substratldsung innerhalb von 15 Minuten nach dem
Waschen der Mikrotiterplatte.

Wahrend der Inkubation mit der Substratldsung ist die Mikrotiterplatte vor
direktem Sonnenlicht zu schiitzen.

Waschlgsung  reinen

Durchfiihrung

Wabhlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fiir den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.

Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.

Pipettieren Sie 50 pl Inkubationspuffer in alle Wells.

Pipettieren Sie jeweils 200 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die
entsprechenden Wells.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei 18 - 25°C auf horizontalem Schttler bei 700
rpm = 100 rpm.

Saugen Sie die Flussigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

= pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well

= saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab

Pipettieren Sie 100 pl Null-Kalibrator in alle Wells.

Pipettieren Sie 50 pl Anti- TNF-o -MRP-Konjugat in alle Wells.
Inkubieren Sie 2 Stunden bei 18 - 25°C auf horizontalem Schiittler bei 700
rpm = 100 rpm.

Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.

Waschen Sie die Platte dreimal:

= pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well

= saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab

Pipettieren Sie 100 pl der Substratlésung innerhalb von 15 Minuten nach
dem Waschvorgang in jeden Well.

Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 15 Minuten bei 18 - 25°C auf
horizontalem Schuttler bei 700 rpm + 100 rpm; vermeiden Sie direktes
Sonnenlicht.

Pipettieren Sie 100 pl der Stoppldsung in jeden Well.

Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm und 490 nm (Referenzfilter 630
nm oder 650 nm) innerhalb 30 Minuten aus und berechnen Sie die
Resultate wie in Abschnitt X1 beschrieben.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Polychromatische Auswertung:

In diesem Fall werden die Daten durch die Software verarbeitet.

Die Platte wird zunéchst bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650
nm (oder 630 nm) ausgewertet.

Eine zweite Auswertung erfolgt bei
Referenzfilter.

Die Software steuert das Lesegerdt automatisch und integriert beide
Auswertungen in ein polychromatisches Modell. Diese Technik kann ODs
bis 10 erstellen.

Das Prinzip der polychromatischen Datenauswertung funktioniert wie
folgt:

490 nm gegen denselben

Xi = OD bei 450 nm

L] Yi = 0D bei 490 nm

= Standard nicht gewichtet lineare Regression, Parameter A & B
werden berechnet: Y = A*X + B

L] Wenn Xi < 3 OD Einheiten, dann X berechnet = Xi

XI1.

. Wenn Xi >3 OD Einheiten, dann X berechnet = (Yi-B)/A

. Die Kalibrationskurve wird unter Verwendung einer 4 Parameter
logistischen Kurve erstellt.

. Die TNF-o -Konzentration in den Proben wird durch Interpolation
auf der Kalibrationskurve bestimmt.

Bichromatische Auswertung:

Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm
(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fur jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration TNF-o (Abszisse) und zeichnen Sie eine Kalibrationskurve
durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die eingetragenen Punkte durch
gerade Linien verbinden.

Berechnen Sie die Konzentration fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.

Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter”-Kurvenfunktion.

TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

TNF-a -ELISA OD Einheiten
Polychromatisches Modell
Kalibrator 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120
18 pg/ml 0,259
52 pg/ml 0,619
176 pg/ml 1,435
518 pg/ml 3,237

X1

A.

LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei

Standardabweichungen  Uber dem

gemessenen  Durchschnittswert  bei

Nullbindung, entsprach 0,7 pg/ml.

B.
Es

wurde

Spezifitat

keine signifikante Kreuzreaktion beobachtet beim

Vorhandensein von 50 ng von IL-1a, IL-1f, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM ,
MIP-1a, MIP-1f, LIF, MCP-1, G-CSF und RANTES. Dieses TNF-a
Assay ist spezifisch flir humanes natirliches und rekombinantes TNF-a.

C. Prazision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD CcVv Serum N <X>+SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/mi) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122+5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+ 14 33
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. TNF-a | Wiedergef. TNF-0.| Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Serum 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Serum 2 0 38 -
38,4 45,5 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92




VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(pg/ml) (pg/ml)
Serum 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Serum 2 1 - 420,2
2 210,1 2112
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewahrleistet ist, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten R6hrchen zugegeben wird.

ZEITDIFFERENCE

TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV  INTERNE QUALITATSKONTROLLE

. Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

L] Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stéren die Enzymreaktion und
kénnen nicht verwendet werden.

= Akzeptanzkriterien fir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

L] Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemafig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitdtskontrollkarten der Kontrollen Uberpriift
werden.

L] Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewéhlte Kurvenanpassung
visuell zu tberprifen.

XV. REFERENZ INTERVALLE

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Zur Orientierung: Die Ergebnisse von 30 Serumproben augenscheinlich gesunder
Personen mit niedrigen CRP Werten, liegen innerhalb der Bandbreite von 4,6 und
12,4 pg/ml.

XI1. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dartiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektids betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien; Stoppldsung enthalt HCI, Bei
Kontakt griindlich mit Wasser splen.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIIL.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

KALIBRATOREN PROBE(N)
() KONTROLLEN
()
Inkubationspuffer 50 50
Kalibratoren (0-5) 200 -
Proben, Kontrollen - 200

2 Stunden bei 18 - 25°C unter stdndigem Schitteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschldsung waschen und absaugen.

Null-Kalibrator 100 100
Anti- TNF-0 -MRP Konjugat 50 50

2 Stunden bei 18 - 25°C unter stdndigem Schutteln bei 700 rpm inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschlésung waschen und absaugen.

chromogene Ldsung 100 100

30 min. bei 18 - 25°C unter standigem Schiitteln bei 700 rpm inkubieren.

Stoppldsung 100 100

Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerat auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm) und 490 nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

TNF-a-ELISA

I. USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro del Fattore di Necrosi Tumorale o
umana (TNF-a) in siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource TNF-a ELISA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1751 : 96 tests
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

Il Fattore di Necrosi Tumorale Alfa (TNF-a), altrimenti detto cachectina, & una citochina costituita da un polipeptide non-
glicosilato di 157 aa, prodotto principalmente da macrofagi attivati (monociti). La componente lipopolisaccaridica (LPS)
della parete cellulare di batteri gram-negativi (endotossina) agisce come potente stimolo alla produzione di TNF-a da parte
dei macrofagi, inoltre il TNF-a & un importante mediatore dei ben noti effetti in vivo dell’LPS, quali necrosi emorragica dei
tumori, febbre, shock e attivazione dei neutrofili. Le varie attivita biologiche del TNF-a possono essere classificate come
segue:

* Attivita antitumorali e regolatorie della crescita: il TNF-o. mostra una tossicita selettiva per cellule tumorali o infettate da
virus. Per contro, ha effetto angiogenico e stimola la crescita di fibroblasti in coltura.

* Attivita immunomodulatorie e proinfiammatorie: Il TNF-o attiva macrofagi, neutrofili ed eosinofili, nonché le cellule
entoteliali (con attivita procoagulante). Regola la produzione anticorpale dei linfociti B e stimola i linfociti T citotossici.
Induce la produzione di molti altri mediatori dell’infiammazione, quali IL-1, IL-6, fattori stimolanti le colonie,
prostaglandine, fattore attivante le piastrine (PAF), collagenasi ecc.

* Attivita metaboliche: Il TNF-a inibisce fortemente la lipoproteina lipasi e 1’espressione genica in adipociti.

B. Applicazione clinica

Il TNF-a riveste un ruolo patogenetico importante nella cachessia associata a malattie infettive croniche o cancerose, nello
shock settico, dove la neutralizzazione del TNF-o, protegge contro la letalita acuta ad esso associata, nel rigetto del trapianto e
nella malattia del trapianto contro 1’ospite, e nelle infezioni parassitarie nelle quali il TNF-a puo fornire una protezione ma
favorire anche I’insorgenza di forme piu gravi della malattia (es. malaria cerebrale). Il TNF-a, spesso in associazione ad altre
citochine, ¢ coinvolto altresi in diverse malattie autoimmuni nonché nella patogenesi dell’arteriosclerosi. Un’anomala
elevazione dei livelli sierici di TNF-o € stata evidenziata in associazione a shock settico, rigetto del trapianto, infezioni
parassitarie, cancro, in fase post-emofiltrazione, durante terapia con citochine (IL-2) in vivo, ecc. Oltre a fornire informazioni
utili riguardo alla patogenesi, tale determinazione potrebbe costituire un supporto diagnostico (es. in caso di rigetto del
trapianto) ed avere un valore prognostico (es. nelle infezioni sistemiche).



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource TNF-o -ELISA & un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. Il dosaggio utilizza anticorpi
monoclonali (Mabs) diretti contro epitopi distinti del TNF-a . | calibratori e i
campioni reagiscono con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che
riveste il pozzetto di microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2)
marcato con horseradish perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che
consenta la formazione di un sandwich: MAb 1 di rivestimento —~TNF-o. umana —
MAb 2 — HRP, la piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere
I’anticorpo marcato con enzima non legato. L’anticorpo marcato con enzima non
legato viene misurato attraverso una reazione cromogenica. Si procede quindi con
I’aggiunta della soluzione cromogena (TMB) e successiva incubazione. La
reazione viene interrotta con 1’aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata.  La quantita di
turnover del substrato viene determinata colorimetricamente misurando
I’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di TNF-a.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione TNF-o nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione. L’utilizzo del
lettore ELISA (linearita fino a 3 unita OD) associato all’impiego di un sofisticato
metodo di riduzione dati (riduzione dati policromatica) garantisce un’elevata
sensibilita nel range basso dei valori e un esteso range di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

VI.

87/650.

REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel kit.

1.
2.

No o kW

VII.

Acqua distillata di qualita elevata

Pipette per dispensare 50 ul, 200 pl, 1 ml e 10 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore orizzontale per micropiastre da 700 + 100 rpm

lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore di micropiastre per letture a 450, 490 e 650 nm (in caso di lettura
policromatica) o per letture a 450 e 650 nm (in caso di lettura
bicromatica).

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire il calibratore zero con acqua distillata fino al
volume indicato sull’etichetta del flacone e gli altri calibratori con 2 ml di
acqua distillata.

Controlli: Ricostituire i controlli con 2 ml di acqua distillata.

Coniugato Anti-TNF-a -HRP : Sulla base del numero di pozzetti da
utilizzare, diluire il coniugato concentrato con il tampone del comiugato in
un flacone di vetro pulito: vedi la tabella qui di seguito per i volumi da
pipettare. Si raccomanda la preparazione estemporanea. Il coniugato diluito
mantiene la stabilita per un massimo di una settimana a 2-8°C.

TABELLA DI DILUIZIONE DEL CONIUGATO

Numero di pozzetti Coniugato Tampone del Volume di lavoro
concentrato coniugato
8 50 ul 500 ul 550 ul
16 100 ul 1000 pl 1100 pl
24 150 pl 1500 ul 1650 pl
32 200 ul 2000 ul 2200 ul
48 300 ul 3000 pl 3300 pl
96 600 pl 6000 pl 6600 pl

Reattivi Kit da Codice Volume di
96 test colore ricostituzione
Piastra di microtitolazione
con 96 pozzetti , rivestiti 96 Blu Pronte per Iuso
||| I'| anti TNF-a (anticorpi pozzetti
monoclonali)
| Ab | HRP |CONC | . .
1 flacone Rosso Aggiungere il tampone
Coniugato: anti- TNF-a (anticorpi | g 75 m| del coniugato (vedi
monoclonali) marcato con HRP in paragrafo VII)
tampone TRIS-maleato con
albumina di siero bovino e timolo
CAL n . Aggiungere acqua
_ - 2 Maconi Giall | distillata (ved etichetta
Calibratore Zero: plasma umano con lohliz 1allo per volume esatto)
benzamidina e timolo
- fl i Aggi 2 ml di
Calibratore  N= 15 (le 5 flaconi ggiungere 2 ml di
concentrazioni esatte degli | liofiliz. Giallo acqua distillata
calibratore  sono riportate  sulle
etichette dei flaconi) in plasma
umano con benzamidina e timolo.
CONJ BUF
1 flacone B
6 ml Rosso Pronte per I’uso
Tampone del coniugato: tampone
TRIS-maleato con albumina di siero
bovino, EDTA e timolo.
INC BUF
1 flacone Nero Pronte per I’uso
. . 6 ml
Tampone di incubazione: tampone
TRIS-maleato con albumina di siero
bovino, EDTA e timolo
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacone Di(ljl_]i;_eHZ(t)O X CO(;] acqua
istillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 10 ml Bruno agitatore magnetico).
Controlli: N =102, in plasma liofiliz. Argento Aga%IUlTagZir;iZ”;;dl
umano e timolo q
™R 1 flacone
12mi B Pronte per I
Soluzione Cromogena TMB runo ronte per Luso
(tetrametilbenzidina)
Soluzione di arresto: HCI 1.0N 12ml Bianco Pronto per I'uso

Note: 1. Usare lo Calibratore Zero per diluire i campioni.

2.1 pg della preparazione standard & equivalente a 40 miU del NIBSC IS

VIIL.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Le strisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.
Dopo la ricostituzione, i calibratori, i controlli sono stabili 4 giorni a 2-8°C.
Per periodi di conservazione molto lunghi, preparare e mantenere le aliquote
a —20°C per un massimo di 2 mesi. Evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento dei campioni.

La soluzione di lavaggio concentrata € stabile a 18 - 25°C fino alla data di
scadenza.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il coniugato é stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

A coagulazione e centrifugazione avvenute, il siero dovra assere rimosso al
piu presto dal coagulo di eritrociti e conservato a 4°C. In caso di utilizzo
non immediato, povranno essere conservati a -20°C per 2 mesi al massimo e
a -70°C per un tempo maggiore (massimo un anno).

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Prima dell’impiego, tutti i campioni devono essere a 18 - 25°C. Si
raccomanda di vortexare i campioni prima di utilizzarli.

Le condizioni di raccolta possono influenzare i valori. Adottare pertanto le
massime precauzioni durante la raccolta per evitare che eventuali impurita
contenute nei campioni possano stimolare la produzione di TNF-a da parte
delle cellule ematiche con conseguente aumento falsato dei livelli sierici di
TNF-a.
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Le provette di raccolta devono essere apirogene.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi.

Prima dell’uso portare tutti i reattivi a 18 - 25°C.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.

Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo o campione.

Per la distribuzione della Soluzione di Rivelazione e la Soluzione di arresto
evitare pipette con parti metalliche.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, I’intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
1ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione XIII,
paagrafo E (Tempo Trascorso).

Allestire una curva di calibrazione per ogni seduta analitica, in quanto non
& possibile utilizzare per un dosaggio curve di calibrazione di sedute
analitiche precedenti.

La Soluzione di Rivelazione deve essere incolore. L eventuale sviluppo di
un colore blu entro pochi minuti dalla preparazione indica che il reagente &
inutilizzabile e deve essere eliminato.

Distribuzione della Soluzione di Rivelazione entro 15 minuti dopo il
lavaggio della piastra di microtitolazione.

Durante I’incubazione con la Soluzione di Rivelazione evitare la luce
diretta del sole sulla piastra di microtitolazione.

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
essiccante e conservate a 2-8°C.

Assicurare le strisce reagenti nel telaio di supporto.

Pipettare 50 pl di Tampone di Incubazione in ogni pozzetto

Pipettare 200 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti
adeguati.

Incubare per 2 ore a 18 - 25°C su agitatore orizzontale regolato a 700 + 100
rpm.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

= aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare 100 pl del calibratore zero in tutti i pozzetti.

Pipettare 50 pl di coniugato anti- TNF-a —HRP in tutti i pozzetti.

Incubare per 2 ore a 18 - 25°C su agitatore orizzontale regolato a 700 + 100
rpm.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto

. aspirando il contenuto di ogni pozzetto

Pipettare 100 pl della soluzione di rivelazione preparata di fresco in ogni
pozzetto entro 15 minuti dal termine della fase di lavaggio.

Incubare la piastra di microtitolazione per 15 minuti a 18 - 25°C su un
agitatore orizzontale a 700 £ 100 rpm; evitare la luce diretta del sole.
Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

Leggere le assorbanze a 450 nm a 490 nm (filtro di riferimento a 630 nm o
650 nm) entro 30 minuti e calcolare i risultati come descritto nella sezione
XI.

CALCOLO DEI RISULTATI

Lettura policromatica:

In questo caso, I’elaborazione dati verra effettuata dal software.

La piastra viene letta a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

Verra quindi effettuata una seconda lettura a 490 nm rispetto allo stesso
filtro di riferimento.

Il Software guidera automaticamente il lettore e integrera le

due letture utilizzando un modello policromatico. Tale tecnica puo
generare valori fino a 10 OD.

11 principio dell’elaborazione policromatica dei dati ¢ la seguente:

* Xi=0D a450 nm

*Yi=0D at490 nm

* Utilizzando una regressione lineare standard non pesata, i
parametri A & B sono calcolati: Y = A*X + B

* Se Xi <3 unita OD, X calcolato = Xi

* Se Xi >3 unita OD, X calcolato = (Yi-B)/A

* Per tracciare la curva di calibrazione viene utilizzato un modello
di adattamento della curva logistica a 4 parametri.

* La concentrazione di TNF-a nel campione viene determinata per
interpolazione sulla curva di calibrazione.

B. Lettura bicromatica

1. Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

2. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

3. Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o

lineare ponendo in ordinata le medie dei OD dei replicati degli standard e
in ascissa le rispettive concentrazioni di TNF-a, collegando i punti tracciati
con linee rette.

4. Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

5. E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato. Con
un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

X1l.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati qui di seguito riportati sono esclusivamente indicativi e non dovranno
assolutamente essere utilizzati in sostituzione della curva di calibrazione tracciata
in tempo reale.

TNF-a -ELISA Unita OD
Modello policromatico
Calibratore 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120
18 pg/ml 0,259
52 pg/ml 0,619
176 pg/ml 1,435
518 pg/ml 3,237

XII. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,7 pg/ml.

B. Specificita

Nessuna reazione crociata significativa € stata osservata in presenza di 50 ng di
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-
v, TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-18, LIF, MCP-1, G-CSF e RANTES.
Tale test per il dosaggio del TNF-a & specifico per il TNF-a naturale e
ricombinante umano.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/mi) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122+5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+ 14 33
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO
Campione TNF-a re-cruN Z-r(;ta Recupero
aggiunta ( p/ml) (%)
(pg/ml) P9
Siero 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91




Siero 2 0 38 -
38,4 45,5 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)

Siero 1 1 - 436,5
2 2183 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Siero 2 1 - 420,2
2 2101 211,2

4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

L] Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

. Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

. | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

= Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

L] E buona pratica verificare visivamente il modello di curva selezionato dal
computer.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

Come riferimento, i risultati di 30 campioni di siero appartenenti a soggetti
apparentemente sani con bassi livelli di PCR, hanno mostrato valori interni al
range 4,6 — 12,4 pg/ml.

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza
11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs Ag,
anti HCV, anti HIV1 e anti HIVV2. Non sono disponibili metodi in grado di offrire
la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare epatiti,
AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni di siero
o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti, la Soluzione di Arresto
contiene HCI.

In caso di contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
monouso.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
(1 CONTROLLI
(1)
Tampone di Incubazione 50 50
Calibratore (0 - 5) 200 -
Campioni, controlli - 200

Incubare per 2 ore a 18 - 25°C in agitazione continua a 700 rpm.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Calibratore Zero 100 100
Coniugato Anti-TNF-a - 50 50
HRP

Incubare per 2 ore a 18 - 25°C in agitazione continua a 700 rpm.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione cromogenica 100 100

Incubare per 15 minuti a 18 - 25°C in agitazione continua a 700 rpm.

Soluzione di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare
I’assorbanza di ogni pozzetto a 450 nm (e 490 nm) rispetto a 630 (o 650
nm)
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Lea todo el protocolo antes de usar.

TNF-a-ELISA

l. INDICACIONES

Ensayo enzimoinmunométrico para la determinacion cuantitativa in vitro del Factor de Necrosis
Tumoral-a humano en suero.

1. INFORMACION GENERAL
A. Nombre comercial: Kit de TNF-a-ELISA de DIAsource
B. NOmero de catdlogo:  KAP1751: 96 pruebas

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Para recibir asistencia técnica o informacion sobre pedidos péngase en contacto con:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. ANTECEDENTES CLINICOS

A. Actividades bioldgicas

El Factor de Necrosis Tumoral alfa humano (TNF-a) también conocido como caquectina, es una citocina
polipeptidica no glicosilada de 157 aa producida principalmente por macréfagos activados (monocitos). Los
lipopolisacaridos (LPS), los componentes de la pared celular de las bacterias gramnegativas (endotoxina), son un
potente estimulo para la produccion de TNF-o, por macréfagos y el TNF-o es un importante mediador de los efectos
in vivo bien conocidos de los LPS, como la necrosis hemorrégica tumoral, fiebre, choque séptico y activacion de
neutrdéfilos. Las diversas actividades bioldgicas del TNF-o. pueden clasificarse como:

- Actividades antitumorales y reguladoras del crecimiento: El TNF-a muestra una toxicidad selectiva para tumores
y células infectadas con virus. A la inversa, es angiogénico y estimula el crecimiento de fibroblastos cultivados.

- Actividades inmunomoduladoras y proinflamatorias: EI TNF-a activa los macréfagos, neutréfilos y eosindfilos,
asi como las células endoteliales (que muestran actividad procoagulante). Regula la produccion de anticuerpos
mediante los linfocitos B y estimula los linfocitos T citotdxicos. Induce la produccién de muchos otros mediadores
inflamatorios, como IL-1, IL-6, factores estimulantes de colonias, prostaglandinas, factor activador de plaquetas
(PAF), colagenasas, etc.

- Actividades metabolicas: EI TNF-a inhibe fuertemente la lipoproteinlipasa y la expresion génica de los adipocitos.

B.  Aplicacidn clinica

El TNF-a tiene una importante funcion patdgena: en la caquexia asociada con enfermedades cronicas infecciosas o
cancerosas; en el choque séptico donde la neutralizacion de TNF-o protege contra la letalidad aguda asociada; en el
rechazo de injertos y la enfermedad de injerto contra huésped; y en infecciones parasitarias en las que el TNF-a
puede brindar cierta proteccion, pero también favorece formas mas graves de la enfermedad (por ejemplo, la forma
cerebral de la malaria). EI TNF-o a menudo en combinacion con otras citocinas, también ha estado involucrado en
varias enfermedades autoinmunes e incluso en la patogénesis de la arteriosclerosis. Se han descrito niveles altos
anémalos de TNF-a en suero en el choque séptico, rechazo del injerto, infecciones parasitarias, cancer, después de
hemoflitraciones, durante la terapia de citocinas in vivo (IL-2), etc. Ademas de una mejor comprension de la
patogénesis, estas determinaciones podrian proporcionar una ayuda en el diagnostico (p. €j., en el rechazo de injertos)
y tiene valor prondstico (p. €j., en infecciones sistémicas).



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El TNF-a-ELISA de DIAsource es un inmunoensayo enzimatico de sensibilidad
amplificada en fase solida que se realiza en placa de microvaloracion. El ensayo
utiliza anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos contra distintos epitopos del
TNF-a. Los calibradores y las muestras reaccionan con el anticuerpo monoclonal
de captura (AcM 1) que recubre el pocillo de microvaloracién y con un anticuerpo
monoclonal (AcM 2) marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Tras un
periodo de incubacién que permite la formacion de un sdndwich: AcM 1 recubierto
— TNF-o humana — AcM 2 — HRP, se lava la placa de microvaloracion para
eliminar el anticuerpo marcado con enzimas no unidas. El anticuerpo marcado con
enzimas unidas se mide a través de una reaccion cromogénica. Se afiade la solucién
cromogeénica (TMB) y se incuba. Se detiene la reaccion afiadiendo solucién de
parada y a continuacién se lee la placa de microvaloracion a la longitud de onda
adecuada. La cantidad de sustrato transformado se determina colorimétricamente
midiendo la absorbancia, que es proporcional a la concentracién de TNF-a.

Se representa una curva de calibracion y se determina la concentracion de TNF-a
de las muestras mediante interpolacion en la curva de calibracién. El uso del lector
ELISA (linealidad de hasta 3 unidades de DO) y de un método sofisticado de
reduccion de datos (reduccién de datos policromaticos) da lugar a una sensibilidad
alta en el intervalo bajo y a un intervalo de calibracién extendido.

V. REACTIVOS PROPORCIONADOS

2. 1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 40 miU del
estandar internacional 87/650 del NIBSC.

VI.  SUMINISTROS NO PROPORCIONADOS

El material siguiente es necesario pero no se proporciona en el kit:

1. Agua destilada de alta calidad

2. Pipetas para dispensacion de: 50 pl, 200 pl, 1 ml y 10 ml (se recomienda
usar pipetas de precision con puntas de pléstico desechables)

3. Agitador tipo vértex

4. Agitador magnético

5 Agitador de placas de microvaloracion con capacidad de 700 rpm + 100

rpm
6. Lavador de placas de microvaloracion
7. Lector de placas de microvaloracion con capacidad para leer a 450, 490 y

650 nm (en el caso de lectura policromatica) o con capacidad para 450 y
650 nm (lectura bicromatica)

VII. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

A. Calibradores: Reconstituya el calibrador cero al volumen especificado en la
etiqueta del vial con agua destilada y los otros calibradores con 2 ml de agua
destilada.

B. Controles: reconstituya los controles con 2 ml de agua destilada.

C. Solucién de conjugado: después de la cantidad de pocillos a utilizar, diluya
el conjugado concentrado con el tampon de conjugado en un vial de vidrio
limpio: consulte la tabla que aparece a continuacion para ver los volimenes
a pipetear. Se recomienda preparar en el momento de usar. El conjugado
diluido es estable durante un méax. de 1 semana en 2-8°C.

TABLA DE LA DILUCION DEL CONJUGADO

Ndmero de Conjugado Tampon del Volumen de
pocillos concentrado conjugado trabajo
8 50 pl 500 pl 550 pl
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
24 150 pl 1500 pl 1650 ul
32 200 pl 2000 pl 2200 pl
48 300 pl 3000 pl 3300 ul
96 600 pl 6000 pl 6600 pl

Reactivos Kit de Codigo Reconstitucion
96 de color
pruebas
Placa de microvaloracion 9% )
de 96 pocillos recubiertos pocillos azul Listo para usar
con anti- TNF-a
| Ab | HRP |CONC |
1 vial Afiadir tampén de
Conjugado: HRP marcado anti TNF-a 0,75 ml rojo conjugado »
(anticuerpos monoclonales) en tampén de (consultar la seccion
maleato-TRIS con albimina de suero Vi)
bovino y timol
CAL n Afadir agua
) 2 viales i destilada (véase en
Calibrador cero en plasma humano, liofil. amarillo la etiqueta el
benzamidina y timol volumen exacto)
Calibrador N =1a5 5 viales amarillo égigl‘;’eitwaldc;e
(véanse los valores exactos en las liofil.
etiquetas del vial) en suero humano,
benzamidina y timol

CONJ BUF

i . ) 1 vial roo Listo para usar
Tampdn del conjugado: Tampén de 6ml
maleato-TRIS con albdmina de suero
bovino, EDTA y timol

INC BUF

j . B ) 1 vial negro Listo para usar
Tampo6n de incubacion: Tampon de 6ml
maleato-TRIS con albimina de suero
bovino, EDTA y timol

|WASH | SOLN |CONC| Diluir 200 x con

1 vial marrén agua destilada (usar
Solucién de lavado (Tris-HCI) 10ml un agitador
magnético).

2 viales plata Afadir 2 ml de
Ctt)_r:;roolles -N =102 en plasma humano liofil. agua destilada
yti
| CHROM | T™MB | 1 vial marrén

— - o 12ml Listo para usar
TMB cromogénica (tetrametilbencidina )

STOP SOLN . .

1 vial Listo para usar
12 ml blanco
Solucién de parada: HCI 1,0N

Nota: 1. Paradiluciones de muestras utilizar el calibrador cero.

D. Solucién de lavado de trabajo: prepare un volumen adecuado de solucién
de lavado de trabajo afiadiendo 199 volimenes de agua destilada a 1 volumen
de solucion de lavado (200 x). Use un agitador magnético para homogeneizar.
Deseche la solucién de lavado de trabajo no utilizada al final de la jornada.

VIII. CONSERVACION Y FECHA DE CADUCIDAD DE LOS REACTIVOS
= Antes de abrir o de la reconstitucion, todos los componentes del kit son

estables hasta la fecha de caducidad, indicada en la etiqueta del vial, si se
conservan entre 2y 8 °C.

= Las tiras sin usar deben conservarse entre 2'y 8 °C en una bolsa sellada que
contenga desecante hasta la fecha de caducidad.
= Tras la reconstitucion, los calibradores y los controles se mantienen estables

durante 4 dias a 2-8 °C. Para periodos de tiempo mas largos, deben tomarse
partes alicuotas y conservarse a -20 °C durante un maximo de 2 meses.
Evite ciclos posteriores de congelacion y descongelacion.

. La solucion de lavado concentrada es estable a 18 - 25 °C hasta la fecha de
caducidad.

= La solucién de lavado de trabajo recién preparada debera utilizarse en el
mismo dia.

= Después del primer uso, el conjugado se mantiene estable hasta la fecha de
caducidad si se conserva en el vial original bien cerrado entre 2y 8 °C.

Ll Las alteraciones del aspecto fisico de los reactivos del kit pueden indicar

inestabilidad o deterioro.

IX. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

= El suero debe eliminarse lo antes posible del codgulo de hematies tras la
coagulacién y centrifugacion, y conservarse a 4°C. Si las muestras no se
utilizan inmediatamente, deben conservarse a -20 °C durante un méximo de
2 meses, y a -70 °C para periodos mas largos (maximo un afio).

= Evite ciclos posteriores de congelacion y descongelacion.

. Antes de su uso, todas las muestras deben estar a 18- 25°C. Se recomienda
agitar las muestras en un vértex antes de su uso.



Las condiciones de obtencion de las muestras pueden influir en los valores;
por tanto; deben tomarse estrictas precauciones durante su recogida para
evitar impurezas contenidas en los materiales de obtencion de las muestras
que estimulen la produccion de TNF-o por las células sanguineas y
aumentar asi incorrectamente los valores de TNF-a en suero.

Los tubos de recogida deben ser apirégenos.
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PROCEDIMIENTO

Notas sobre la manipulacién

No utilice el kit o sus componentes pasada la fecha de caducidad.

No mezcle materiales de distintos lotes de Kit.

Todos los reactivos deben estar a 18- 25 °C antes de usarse.

Mezcle bien todos los reactivos y muestras agitandolos o revolviéndolos
suavemente.

Realice los calibradores, los controles y las muestras por duplicado. Se
recomienda alinear verticalmente.

Utilice un recipiente de plastico limpio para preparar la solucién de lavado.
Para evitar la contaminacién cruzada, utilice una punta de pipeta desechable
al afiadir cada reactivo y muestra.

No utilice pipetas con partes metéalicas para dispensar la solucién de
revelacion y la solucién de parada.

Las pipetas de alta precision o un equipo de pipeteo automatizado mejoraran
la precision.

Respete los tiempos de incubacion.

Para que no haya desvios, el tiempo entre el pipeteo del primer calibrador
y la dltima muestra debe limitarse al tiempo indicado en el apartado XIII,
parrafo E (Tiempo de demora).

Prepare una curva de calibracion para cada analisis, no utilice datos de
analisis anteriores.

La solucién de revelacion debe ser incolora. Si unos minutos después de la
preparacion se vuelve azul, indica que el reactivo no se puede usar y se debe
desechar.

Dispense la solucion de revelacion antes de transcurridos 15 minutos desde
el lavado de la placa de microvaloracion.

Durante la incubacion con solucién de revelacion, evite la luz solar directa
en la placa de microvaloracién.

Procedimiento

Seleccione el nlimero necesario de tiras para el analisis. Las tiras no
utilizadas deberian volverse a guardar herméticamente en la bolsa con un
desecante y conservarse entre 2y 8 °C.

Fije las tiras en el marco de soporte.

Pipetee 50 pl de tampon de incubacién en todos los pocillos

Pipetee 200 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos
adecuados.

Incube durante 2 horas a 18- 25 °C en un agitador horizontal configurado a
700 =100 rpm.

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

L] Dispensando 0,4 ml de solucién de lavado en cada pocillo

= Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 100 pl de calibrador cero en todos los pocillos

Pipetee 50 pl del conjugado anti-TNF-a -HRP en todos los pocillos.
Incube durante 2 horas a 18- 25 °C en un agitador horizontal configurado a
700 = 100 rpm.

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

L] Dispensando 0,4 ml de solucién de lavado en cada pocillo

= Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 100 pl de la solucién de revelacion en cada pocillo en los 15
minutos siguientes al paso de lavado.

Incube la placa de microvaloracién durante 15 minutos a 18 - 25°C en un
agitador horizontal configurado a 700 + 100 rpm y evite la luz solar directa.
Pipetee 100 pl de solucién de parada en cada pocillo.

Lea las absorbancias a 450 y 490 nm (filtro de referencia a 630 0 650 nm)
antes de 30 minutos y calcule los resultados conforme se describe en el
apartado XI.

CALCULO DE LOS RESULTADOS

Lectura policromatica

En este caso, el software realizara el procesamiento de los datos.

La placa se lee primero a 450 nm con respecto a un filtro de referencia

configurado a 650 nm (0 630 nm).

Se realiza una segunda lectura a 490 nm con respecto al mismo filtro de

referencia.

El software controlara el lector automaticamente e integrara ambas lecturas

en un modelo policromético. Esta técnica puede generar densidades 6pticas

(DO) de hasta 10.

El principio del procesamiento de datos policromaticos es el siguiente:

= Xi=DO a 450 nm

=  Yi=DOa490 nm

L] Utilizando una regresion lineal no ponderada estandar, se calculan los
pardmetros Ay B: Y = A*X + B

= Si Xi<3unidades de DO, entonces la X calculada = Xi

. Si Xi > 3 unidades de DO, entonces la X calculada = (Yi-B)/A

=

XIL

= Seempleaun ajuste de la curva logistica de 4 pardmetros para generar
la curva de calibracion.

. La concentracion de TNF-a de las muestras se determina mediante
interpolacion en la curva de calibracion.

Lectura bicromatica

Lea la placa a 450 nm con respecto a un filtro de referencia configurado a

650 nm (0 630 nm).

Calcule la media de las determinaciones por duplicado.

Represente en papel milimetrado o semilogaritmico los valores de DO (en

las ordenadas) de cada calibrador en funcion de la concentracion

correspondiente de TNF-o (abscisas) y trace una curva de calibracién por

los puntos de los calibradores conectando los puntos con lineas rectas.

Lea la concentracion de cada control y muestra mediante interpolacion en

la curva de calibracion.

La reduccién de datos con programas informaticos simplificara estos

célculos. Si se emplea un procesamiento automatico de los resultados, se

recomienda un ajuste de la curva mediante funcién logistica de 4

parametros.

DATOS TIPICOS

Los datos siguientes son solo a efectos ilustrativos y no deben utilizarse nunca en
lugar de la curva de calibracién generada en tiempo real.

TNF-a-ELISA Modelo policromatico de
unidades de DO

Calibrador 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120

18 pg/ml 0,259

52 pg/ml 0,619

176 pg/ml 1,435

518 pg/ml 3,237

XML

A.

EFICACIAY LIMITACIONES

Limite de deteccién

Se analizaron veinte calibradores cero junto con un conjunto de otros calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente dos desviaciones
estandar por encima del promedio de DO en la union cero, fue de 0,7 pg/ml.

B.

Especificidad

No se observé ninguna reaccion cruzada significativa en presencia de 50 ng de IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1, LIF, MCP-1, G-CSF y RANTES. Este
ensayo de TNF-a es especifico para TNF-a humano natural y recombinante.

C. Precision
INTRAENSAYO INTERENSAYO
Suero N <X>+DE CVv Suero N <X>+DE CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 122 +5 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+14 3,3

DE: desviacion estandar; CV: coeficiente de variacion

D. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra TNF-a afiadido TNF-a recuperado Recuperacion
(pg/ml) (pg/ml) (%)
Suero 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Suero 2 0 3,8 -
384 45,5 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92




PRUEBA DE DILUCION

Muestra Dilucién Concent. teérica Concent. medida
(pg/ml) (pg/ml)
Suero 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Suero 2 1 - 420,2
2 210,1 2112
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7

Las muestras se diluyeron con el calibrador cero.

E. Tiempo de demora entre el Gltimo calibrador y la dispensacion de la
muestra

Como se muestra a continuacion, los resultados del ensayo siguen siendo precisos

incluso cuando se dispensa una muestra 30 minutos después de haber afiadido los

calibradores a los pocillos recubiertos.

TO 30 min 45 min
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

L] Si los resultados obtenidos para el control 1 o el control 2 no se encuentran
dentro del intervalo especificado en la etiqueta del vial, no se pueden utilizar
dichos resultados, salvo que se proporcione una explicacion satisfactoria
sobre la discrepancia.

. Cada laboratorio puede, si lo desea, realizar sus propias mezclas de
muestras control, que deberian conservarse congeladas en alicuotas. Los
controles que contienen azida interferiran con la reaccién enzimatica por lo
que no se pueden utilizar.

L] Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados duplicados
de las muestras deben basarse en las Buenas Practicas de Laboratorio.
. Se recomienda analizar los controles de forma rutinaria como muestras

desconocidas para medir la variabilidad del ensayo. La eficacia del ensayo
debe monitorizarse con gréficas de control de calidad de los controles.

. Es una buena practica comprobar visualmente el ajuste de la curva
seleccionada por el ordenador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores se proporcionan solo como guia; cada laboratorio deberia establecer
su propio intervalo de valores normales.

Como guia, los resultados de 30 muestras séricas de personas aparentemente sanas
con bajos niveles de PCR, se encontraron entre 4,6 y 12,4 pg/ml.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso diagnéstico in vitro.

Los componentes de la sangre humana incluidos en este kit se han analizado
mediante métodos europeos aprobados y/o métodos aprobados por la FDA, siendo
negativos para HBsAg, anti-VHC y anti-VIH-1 y 2. Ninglin método conocido
puede ofrecer una garantia total de que los hemoderivados humanos no transmitan
hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por tanto, la manipulacion de reactivos y las
muestras de suero o plasma debe realizarse de conformidad con los procedimientos
de seguridad locales.

Todos los productos y derivados de animales se han obtenido de animales sanos.
Los componentes bovinos son originarios de paises en los que no se ha notificado
EEB. Sin embargo, los componentes que contengan sustancias animales deben
tratarse como potencialmente infecciosos.

Evite el contacto con la piel de los reactivos; la solucién de parada contiene HCI.
En caso de contacto, lavese bien con agua.

No fume, beba, coma ni use cosméticos en la zona de trabajo. No pipetee con la
boca. Lleve ropa protectora y guantes desechables.
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XVIIl.  RESUMEN DEL PROTOCOLO

MUESTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLES
(Hh) ()
Tampon de incubacion 50 50
Calibradores (0-5) 200 -
Muestras, controles - 200

Incube durante 2 horas a 18 - 25°C con agitacion continua a 700 rpm.
Aspire el contenido de cada pocillo.
Lave 3 veces con 400 pl de solucion de lavado y aspire.

Calibrador cero 100 100
Conjugado anti-TNF-a -HRP 50 50

Incube durante 2 horas a 18 - 25°C con agitacion continua a 700 rpm.
Aspire el contenido de cada pocillo.
Lave 3 veces con 400 pl de solucion de lavado y aspire.

Solucién cromogénica 100 100

Incube durante 15 minutos a 18 - 25°C con agitacién continua a 700 rpm.

Solucién de parada 100 100

Lea en un lector de placas de microvaloracién y registre la absorbancia de cada pocillo
a 450 nm (490 nm) frente a 630 (0 650 nm).
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Leia todo o protocolo antes de usar.

TNF-a-ELISA

l. USO PREVISTO

Ensaio imunoenzimatico para a doseamento quantitativo in vitro do Fator de Necrose Tumoral o (TNF-
o) humano no soro.

1. INFORMAQC)ES GERAIS
A. Nome proprietario: Kit DIAsource TNF-a-ELISA
B. Catalogo de nimero: KAP1751: 96 testes

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays SA
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Para assisténcia técnica ou informagdes sobre pedidos,
contate: Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. CONTEXTO CLINICO

A.  Atividade bioldgica

O Fator de Necrose Tumoral Humana Alfa (TNF-o), também denominado caquectina, € uma citocina polipeptidica
ndo glicosilada de 157 AA, produzida principalmente por macrofagos ativados (mondcitos). O lipopolissacarideo
(LPS), componente da parede celular de bactérias gram-negativas (endotoxina), € um potente estimulo para a
producdo de TNF-a por macrofagos e o TNF-a é um importante mediador dos efeitos in vivo bem conhecidos do
LPS, como necrose hemorragica tumoral, febre, choque e ativacdo de neutrofilos. As vérias atividades bioldgicas
do TNF-a podem ser classificadas como:

- Atividades antitumorais e reguladoras do crescimento: 0 TNF-o, apresenta uma toxicidade seletiva para células
tumorais e infectadas por virus. Por outro lado, é angiogénico e estimula o crescimento de fibroblastos cultivados.

- Atividades imunomoduladoras e pré-inflamatérias: o TNF-a ativa macrofagos, neutrofilos e eosinofilos, bem
como células endoteliais (que apresentam atividade pré-coagulante). Regula a producéo de anticorpos pelas células
B e estimula as células T citotoxicas. Induz a producéo de varios outros mediadores inflamatérios como IL-1, IL-6,
fatores estimuladores de colénias, prostaglandinas, fator ativador de plaquetas (PAF), colagenases, etc.

- Atividades metabolicas: o TNF-a inibe fortemente a lipoproteina lipase e a expressdo génica de adipdcitos.

B. Aplicagéo clinica

O TNF-a tem um papel patogénico importante: na caquexia associada a doengas infeciosas ou cancerigenas
cronicas; no choque séptico onde a neutralizagdo do TNF-o. protege contra a letalidade aguda associada; na rejeicao
do enxerto e na doenca do enxerto contra o hospedeiro; e em infecdes parasitarias onde o TNF-a pode fornecer
alguma protecdo, mas também favorece formas mais graves da doenca (por exemplo, a forma cerebral da malaria
). O TNF-0, muitas vezes em combinagdo com outras citocinas, também esta envolvido em varias doencas
autoimunes e até mesmo na patogénese da arteriosclerose. Niveis altos anormais de TNF-o. sérico foram descritos
em choque séptico, rejeicdo de enxerto, infegcGes parasitarias, cancro, pos-hemofiltrages, durante terapia in vivo
com citocina (IL-2), etc. Além de uma visao sobre a patogénese, essas determinages podem fornecer uma ajuda no
diagnéstico (ex. infecOes sistémicas).



IV.  PRINCIPIO DO METODO

O TNF - -ELISA DIAsource éum imunoensaio enzimatico de sensibilidade
amplificada em fase sélida que se realiza em microplaca O ensaio utiliza
anticorpos monoclonais (MAbs) direcionados contra epitopos distintos de TNF-o

Os calibradores e as amostras reagem com o anticorpo monoclonal de captura
(MADb 1) que reveste o0 pogo de microtitulagdo e com um anticorpo monoclonal
(MAb 2) marcado com peroxidase de rabano (HRP). Ap6s um periodo de
incubagdo forma-se uma sanduiche: MAb 1 revestido — TNF-a. humano — MAb 2
—HRP, a microplaca é lavada para remover o anticorpo marcado com enzima néo
ligado. O anticorpo marcado com enzima é medido através de uma reacéo
cromogénica

A solucdo cromogénica (TMB) é adicionada e incubada. A reagdo é
interrompida com a adicdo de solucdo de stop e a microplaca é entdo lida no
comprimento de onda apropriado.

Uma curva de calibragéo é tracada e a concentracdo de TNF-a nas amostras é
determinada por interpolagdo da curva de calibragdo. O uso do leitor ELISA
(linearidade de até 3 unidades OD) e um método sofisticado de reducéo de dados
(reducéo policromética de dados) resulta numa alta sensibilidade na faixa baixa e
na faixa de calibrag&o estendida.

V. REAGENTES FORNECIDOS

VI.  MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas nao fornecido no kit:
1. Agua destilada de alta qualidade
2. Pipetas para medigdo de: 50 pl, 200 pl, 1 ml e 10 ml (recomenda-se o uso

de pipetas precisas com pontas de pléstico descartaveis)

3. Agitador Vortex

4. Agitador magnético

5. Agitador horizontal de placas de microtitulagcdo que atinja 700 rpm + 100
pm

6. Lavador para placas de microtitulagéo

7 Leitor de microplacas capaz de ler em 450 nm, 490 nm e 650 nm (leitura

policromatica) ou capaz de ler em 450 nm e 650 nm (leitura bicromética)
VII. PREPARAGAO DE REAGENTES

A. Calibradores: Reconstitua o calibrador zero com o volume especificado no
rétulo do frasco com agua destilada e os outros calibradores com 2 ml de 4gua
destilada.

B.Controlos: Reconstitua os controlos com 2 ml de gua destilada.

C. Solucéo de conjugado: de acordo com o niimero de pocos a serem usados, dilua
0 conjugado concentrado com o tampéo de conjugado num frasco de vidro
limpo: veja atabela abaixo para osvolumes a pipetar . A preparagéo
extemporanea é recomendada. O conjugado diluido é estavel por no méx. 1
semanaa 2-8 C.

[ TABELA DILUICAO DO CONJUGADO

NUmero de pocos Conjugado Tampéo volume de
concentrado conjugado trabalho
8 50 500 wl 550 ul
16 100 pl 1000 pl 1100 pl
24 150 pl 1500 pl 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 ul
48 300 pl 3000 pl 3300 pl
96 600 ul 6000 ul 6600 pl

Reagentes 96 kits de I
d testes Reconstituigdo
Microplaca com 96 pogos revestidos
anti TNF-a (anticorpos 96 pogos Pronto para uso
monoclonais)
| Ab | HRP |CONC |
Adicionar tampao
Conjugado: anti-TNF-a marcado com HRP 017f5ra;]<i0 conjugado (ver secdo
(anticorpos monoclonais) em tampdo TRIS- ! VII)
Maleato com albumina de soro bovino e timol
CAL 0 Adicionar agua
. 2 destilada  (veja  no
Cal|brado_r zeroem plasma humano, frascos rétulo o volume exato)
benzamidina e timol liofiliza
do.
s
CalibradorN=1a5 frascos Admoér;;; zdr:sltﬁgda
(ver valores exatos nos rétulos dos frascos) em liofiliza
plasma humano, benzamidina e timol do.
CONJ BUF
1 frasco Pronto para uso
Tampdo conjugado: Tampdo TRIS- Maleato 6ml
com albumina de soro bovino, EDTA e timol
INC BUF
1 frasco Pronto para uso
Tampéo de incubagéo: Tampéo TRIS- Maleato 6ml
com albumina de soro bovino, EDTA e timol
Diluir 200 x com
| WASH| SOLN | CONcl 1 frasco agua destilada (use um
10ml agitador
Solucéo de Lavagem (Tris-HCI) magnético).
icionar 2 ml de
Controlos - N =1 ou 2 em plasma humano e frascos agua destilada
timol liofiliza
do.
| CHROM | T™B |
1 frasco Pronto para uso
12ml
Cromogénio TMB (Tetrametilbenzidina)
STOP SOLN
1 frasco Pronto para uso
12ml
Solugéo de Stop: HCI 1,0 N

Observagéo:1. Use o calibrador zero para dilui¢des de amostra.
2. 1pg da preparagdo do calibrador é equivalente a 40 mIU do
NIBSC IS 87/650.

D. Solucdo de lavagem de trabalho: Prepare um volume adequado de
solucdo de lavagem de trabalho adicionando 199 volumes de é&gua
destilada a 1 volume de solucdo de lavagem (200x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Descarte a solucdo de lavagem de
trabalho néo utilizada no final do dia.

VIIl. ARMAZENAMENTO E DATA DE VALIDADE DOS REAGENTES

L] Antes da abertura ou reconstitui¢do, todos os componentes do kit sdo
estaveis até a data de validade indicada no rétulo do frasco, desde que
mantidos entre 2 e 8°C.

. As tiras dos pocos ndo utilizadas devem ser armazenadas, a 2-8°C,
num saco selado contendo um dessecante até a data de validade.

L] Apos a reconstituigdo, os calibradores e controlos sdo estaveis por 4
dias entre 2 e 8°C. Para periodos de armazenamento mais longos, as
aliquotas devem ser mantidas a-20°C por no maximo 2 meses.

Evite ciclos sucessivos de congelamento e descongelamento.

. A solugdo de lavagem concentrada é estavel entre 18 e 25°C até & data
de validade.

L] A solucéo de lavagem de trabalho recém-preparada deve ser usada no
mesmo dia.

. Apds a primeira utilizacdo, o conjugado é estavel até ao prazo de
validade, desde que mantido no frasco original bem fechado entre 2 e
8°C.

. Alteragdes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem

indicar instabilidade ou deterioragao.
IX. COLHEITAE PREPARACAO DE AMOSTRAS

. Ap6s a formagdo do coagulo, a amostra deve ser centrifugada e o soro
deve ser removido o mais rapido possivel, e mantido a 4 ° C. Se as
amostras ndo forem usadas imediatamente, devem ser congeladas a- 20°
C por no maximo 2 meses e a -70°C para armazenamento mais longo
(méximo um ano).

L] Evite ciclos repetidos de congelamento e descongelamento.

L] Antes de iniciar o doseamento todas as amostras devem estar entre 18
e 25°C. Recomenda-se agitar as amostras antes do uso.

. As condicdes da colheita podem afetar os valores, portanto, devem
ser tomadas precaucdes durante a colheita e preparagdo das
amostras para evitar que as impurezas contidas nos materiais de
colheita que possam estimular a produgéo de IL-1 f pelas células
sanguineas e, assim, aumentar falsamente os valores plasmaticos
de IL-1p.

. Os tubos de colheita devem ser isentos de pirogénicos. O plasma pode ser
colhido em EDTA estéril e rapidamente separado ap6s a centrifugacéo. O
uso de tubos de heparina é desencorajado, pois os lotes de heparina estéo
frequentemente contaminados com pirogénico.
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XI.

N

PROCEDIMENTO

Notas de manuseamento

N4o use o kit ou componentes do mesmo fora do prazo e validade. N&o
misture materiais de diferentes lotes de Kits.

Permita que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (18-25°C)
antes de usar. Misture bem todos os reagentes e amostras agitando ou
girando suavemente.

Dosei os calibradores, controlos e amostras em duplicado.

O alinhamento vertical é recomendado.

Use um recipiente de plastico limpo para preparar a solugdo de lavagem.
Para evitar a contaminacéo cruzada, use uma ponta de pipeta descartavel
limpa para a adicéo de cada reagente e amostra.

Para dispensar a solugéo cromogénica e a solugéo de stop, evite usar
pipetas com partes metalicas.

Pipetas de alta precisdo ou equipamentos de pipetagem automatizados
melhoram a precisdo. Respeite 0s tempos de incubacéo.

Para evitar desvios nos resultados, o tempo entre a pipetagem do primeiro
calibrador e a dltima amostra deve ser limitado ao tempo mencionado na
secdo Xl paragrafo E (tempo de pipetagem).

Prepare uma curva de calibragdo para cada doseamento, ndo use dados
de doseamentos anteriores.

A solugdo cromogénica deve ser incolor. Se uma cor azul se desenvolver
dentro de alguns minutos apds a preparacdo, isso indica que o reagente
ndo pode ser usado e deve ser eliminado.

Dispense a solugéo cromogénica antes de transcorridos 15 minutos apds a
lavagem da microplaca.

Durante a incubacdo com solugdo cromogeénica, evite a luz solar direta na
placa

Procedimento

Selecione o nimero necessario de tiras para o doseamento. As tiras ndo
utilizadas devem ser seladas no saco com um exsicante e armazenadas
entre 2-8°C.

Prenda as tiras na estrutura de suporte.

Pipetar 50 pl de tampéo de incubagéo em todos os pogos

Pipete 200 pl de cada calibrador, controlo e amostra nos pogos
apropriados.

Incubar durante 2 horas a 18 - 25°C num agitador horizontal regulado
para 700 rpm + 100 rpm.

Aspirar o liquido de cada poco.

Lave a placa 3 vezes:

= Dispensar 0,4 ml de Solugéo de Lavagem em cada pogo

= Aspirar o contetdo de cada pogo

Pipetar 100 pl de calibrador zero em todos os pogos

Pipetar 50 pl de conjugado anti-TNF-a-HRP em todos os pogos.

Incubar durante 2 horas a 18 - 25°C num agitador horizontal regulado
para 700 rpm + 100 rpm.

Aspirar o liquido de cada pogo.

Lave a placa 3 vezes:

= Dispensar 0,4 ml de Solucdo de Lavagem em cada poco

= Aspirando o contetido de cada pogo

Pipete 100 pl da Solugdo Cromogénica em cada poco dentro de

15 minutos ap6s a etapa de lavagem.

Incube a placa de microtitulacdo por 15 minutos a 18 - 25°C num agitador
horizontal regulado para 700 rpm + 100 rpm, evite a luz solar direta.
Pipete 100 pl de solucéo Stop em cada pogo.

Leia as absorvéncias a 450 nm e 490 nm (filtro de referéncia 630 nm ou
650 nm) em 30 minutos e calcule os resultados conforme descrito na
secao XI.

CALCULO DE RESULTADOS

Leitura Policromética:
Neste caso, o software fara o processamento dos dados.
A placa é lida primeiro a 450 nm contra um filtro de referéncia definido
para 650 nm (ou 630 nm).
Uma segunda leitura é realizada a 490 nm contra 0 mesmo filtro de
referéncia.
O Software controlara o leitor automaticamente e integrard ambas
as leituras num modelo policromatico. Esta técnica pode gerar ODs de até
10.
O principio do processamento de dados policromaticos é o seguinte:
. Xi = 0D a 450 nm
. Yi=0D a490 nm
L] Usando uma regresséo linear ndo ponderada standard, os
pardmetros A e B séo calculados: Y = A*X + B
= Se Xi<3unidades OD, entéo X calculado = Xi
. Se Xi >3 unidades OD, entdo X calculado = (Yi-B)/A
= Para construir a curva de calibracgéo utilize a fungéo 4
parametros logistica.

. A concentracdo de TNF-a nas amostras é determinada por
interpolagdo na curva de calibragéo.

B. Leitura bicromética

1. Leia a placa a 450 nm contra um filtro de referéncia definido para 650 nm
(ou 630 nm).

2. Calcule a média dos duplicados.

3. Em papel semi-logaritmico ou linear, coloque os valores de OD

(ordenadas) para cada calibrador em relagdo a concentragdo
correspondente de TNF-a (abcissa) e desenhe uma curva de calibragdo
através dos pontos do calibrador conectando os pontos tragados com linhas

retas.

4. Leia a concentragdo para cada controlo e amostra por interpolacdo na
curva de calibragéo.

5. A redugdo de dados assistida por computador simplifica estes célculos. Se

0 processamento automatico de resultados for usado, recomenda-se um
ajuste de curva usando a funcéo 4 parametros logistica

XIl.  CURVA PADRAO

Os dados a seguir sdo apenas para ilustracdo e nunca devem ser usados para
substituir os dados da curva de calibragdo em tempo real.

TNF--ELISA Unidades OD Modelo
policromético

calibrador 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120

18 pg/ml 0,259

52 pg/ml 0,619

176 pg/ml 1.435

518 pg/ml 3.237

XI1l. DESEMPENHO E LIMITAGOES

A. Limite de detecéo

Foram testados vinte calibradores zero juntamente com um conjunto de outros
calibradores. O limite de detecdo, definido como a concentracdo dois desvios
padrao acima da DO média do standard zero, foi de 0,7 pg/ml.

B. Especificidade

Né&o foi observada nenhuma reacdo cruzada significativa na presenca de 50 ng de
IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF -, IFN-a, IFN-B,
IFN-y, TGF-B, GM-CSF, OSM, MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF e
RANTES. Este ensaio de TNF-a é especifico para TNF-a. humano natural e
recombinante.

C. Preciséo

ENSAIO INTRA INTER ENSAIO
Sérum N <X>+SD cVv Sérum N <X>+SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6.6 A 24 122 +5 45
B 20 526 + 33 6.3 B 24 431+ 14 33

SD: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo

D. Preciséo

TESTE DE RECUPERACAO
Amostra Adicionado TNF-o Recuperagéo
TNF-a recuperado (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Soro 1 0 6.2 -
384 433 97
83,9 90,0 100
188,3 1925 99
408.2 376,2 91
Soro 2 0 38 -
384 455 108
839 91.2 104
188,3 162.2 84
408.2 379,2 92




TESTEDE

DILUICAO
Amostra Diluicéo CONCENTRAGAO Concentragao medida.
TEORICA. (pg/ml)
(pg/ml)
Soro 1 1 - 436,5
2 2183 2124
4 109.1 104,8
8 54,6 59,5
16 27.3 317
Soro 2 1 - 420,2
2 2101 2112
4 105,0 98
8 52,5 58.3
16 26.3 30.7

As amostras foram diluidas com calibrador zero.

E. Tempo entre pipetagem do Gltimo calibrador e a amostra

Conforme mostrado a seguir, os resultados do ensaio permanecem precisos
mesmo quando uma amostra é dispensada 30 minutos apds os calibradores terem
sido adicionados aos pogos revestidos.

TO 30 minutos 45 minutos
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565
XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO
L] Se os resultados obtidos para o Controle 1 e/ou Controle 2 néo estiverem

dentro do intervalo especificado no rétulo do frasco, os resultados ndo
podem ser usados a menos que tenha sido fornecida uma explicagéo
satisfatdria para a discrepancia.

. Se desejar, cada laboratorio pode fazer seus proprios pools de amostras de
controlo, que devem ser mantidas congeladas em aliquotas. Os controlos
que contém azida interferem na reacdo enzimatica e ndo podem ser

usados.

L] Os critérios de aceitacdo para a diferenga entre os resultados duplicados
das amostras devem basear-se nas Boas Préaticas de Laboratdrio

. Recomenda-se que os controlos sejam analisados rotineiramente como

amostras desconhecidas para medir a variabilidade do ensaio. O
desempenho do ensaio deve ser monitorizado com graficos de controlo de
qualidade.

L] E uma boa pratica verificar visualmente o ajuste da curva selecionado pelo
computador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores s&o fornecidos apenas para orienta¢do; cada laboratdrio deve
estabelecer sua propria faixa normalidade.

Para orientacéo, os resultados de 30 amostras de soro de individuos
aparentemente saudaveis com baixos niveis de PCR variaram entre 4,6 e 12,4
pg/ml.

XVI. PRECAUCOES E ADVERTENCIAS

Seguranca

Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Os componentes do sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos europeus aprovados e/ou aprovados pela FDA e resultaram negativos
para HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Nenhum método conhecido pode
oferecer garantia total de que os derivados do sangue humano nédo transmitem
hepatite, HIV ou outras infe¢fes. Portanto, o0 manuseamento de reagentes,
amostras de soro ou plasma deve estar de acordo com os procedimentos de
seguranca locais.

Todos os produtos e derivados de origem animal foram colhidos de animais
saudaveis. Os componentes bovinos sdo originarios de paises onde a BSE néo foi
notificada. No entanto, os componentes que contém substancias de origem animal
devem ser tratados como potencialmente infeciosos.

Evite qualquer contacto da pele com todos os reagentes, a solucéo de stop contém
HCI. Em caso de contacto, lave abundantemente com agua.

Néao fume, beba, coma ou aplique cosméticos na area de trabalho. Nao pipetar
com a boca. Use roupas de prote¢éo e luvas descartaveis.
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XVIIL. RESUMO DO PROTOCOLO

CONTROLOSE
CALIBRADORES AMOSTRA(S) (1)
(W
Tampdo de incubacéo 50 50
Calibradores (0-5) 200 -
Amostras, Controlos - 200

Incubar durante 2 horas a 18 - 25°C com agitacédo continua a 700 rpm.
Aspirar o conteido de cada pogo.
Lavar 3 vezes com 400 pl de Solucéo de Lavagem e aspirar.

calibrador zero 100 100
Conjugado anti-TNF-o-HRP 50 50

Incubar durante 2 horas a 18 - 25°C com agitacéo continua a 700 rpm.
Aspirar o conteido de cada pogo.
Lavar 3 vezes com 400 pl de Solucéo de Lavagem e aspirar.

solucéo cromogénica 100 100

Incubar por 15 min a 18 - 25°C com agitagéo continua a 700 rpm.

Solugdo de stop 100 100

Leia num leitor de microtitulagao e registe a absorbancia de cada pogo a 450 nm (e 490
nm) versus 630 (ou 650 nm)

Outras tradugdes desta Instrucéo de Uso podem ser baixadas em nosso
site:https://www.diasource-diagnostics.com/
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Awpaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN XP1ION.

TNF-a-ELISA

L XPHXH I'lA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Avoc0eVEUUOUETPIKOG TPOGOIOPIoUAG Y10 THV IN VItro mocotikn pétpnon tov avpdmvov mapdyova
vékpwong 0ykov o (TNF-a) ot 0po.

1. T'ENIKEX [INAHPO®OPIEX

A Epmopucn ovopacia: Kt TNF-a-ELISA g DIAsource
B. Ap1Opéc katardyov: KAP1751: 96 mpocdiopiopoi
T. Kataokevaleton omo tv: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

T teyvikn Bondera 1 TAnpogopics 6yeTIKA pe Tapoyyehieg EMKOIVOVI|OTE OTA:
Tni.: 432 (0)10 84.99.11 Dak: +32 (0)10 84.99.91

111.  KAINIKO YIIOBAOPO

A.  Bioloyixy dpaon

O avOporvog mopdyovtag vékpoong Ooykmv dAga (TNF-a) 1 oAMdg koyektivn, sivoar pio kottapoxivn un
yhvkolohwpévov moivmentidiov 157 apwvo&émv, mov mapdystol Kuplodg OmO EVEPYOMOUUEVO LOKPOQAYQ
(novokvtrapa). Ot Mmomoivoaxyapiteg (LPS), to cvotatikd g kuttapikng pepuPpdvng apvntikdv kotd gram
Baxmnpdiov (gvdoto&ivn), amotelotv 1oyvpo epédiopa yio v mapaywyn TNF-a arnd poaxpoedya. O TNF-a givor
évag onuovtikdg pecolafntig Tov gupéwg yvwotdv in Vivo emdpdoemv tav LPS, 6mwg apoppaykn vékpmon
OYK®V, TUPETOG, GOK Kol EVEPYOTOINGT T®V 0VdeTEPOPIAmY. Ot Tokileg Proroyikég dpdoeic tov TNF-a pmopovv
VoL KaTatayoOv g €ENG -

- Avukaprivikés ko poQuiotikés e avartoéng dpaoceig: O TNF-0 gppavifer exdextikny to&ucotnta kotd
VEOTAUGUATIKAOV KOTTAPOV 1] KUTTAP®V TPooPePANUEVEOV 0 1006 AVTIOTPOPa, £XEL OYYELOYEVETIKN dpdom Ko
deyelpel v avanTuén woPAacTdV 68 KAAMEPYELES.

- AvooopvOuiotikés kor mpopleyuovarders opaoerg: O TNF-o evepyomotel pakpo@dya, OvOETEPOPIAL KOl
noowoéea, kabng kot evdodnitaxd kbttapa (ta omoia epeaviCovy mpomnkriky dpdon). PuOuiler v mapaywyn
avTicopdTeov ord B-kdttapo kot dieyeipet kuttapotoéikd T-kOttapa. Emdyst v mapoymyn apketdv okoun
pecorafnradv @leypovig, my. IL-1, IL-6, mapdyovteg di€yepong omokudv, mTPooTayAavdives, TapAyovVTog
gvepyomoinong tov aponetoiiov (PAF), kohayevioeg KTA.

- Metafolixés dpdoeig : O TNF-o givat 1oxvpdg KoTooToAéng TG AMTOTPOTEIVIKAG AMTACNG Kot TG YOVIOLOKNG
£€KQPACTIG MTOKVTTAP®V.

B. Kiwvixég epapuoyés

O TNF-a éyet mpoe&dpyovta maboyovo poro oty kayeéio xpovimv AoUdEemV 1| VEOTAAGIOV, GTO CNATIKO GOK
omov 1 g&ovdetépwon tov TNF-0 mpoctatevel omd ™ oyetilopevn pe avtdv oeio Bvnoipndtnta, oty andppyn
LOGYEVATOC, OTI VOGO WOGYEVLOTOG £VOVTL TOV EEVIOT KOl OTIS MOPOCLTIKEG AoludEelg, omov o TNF-a
eviEOUEVMS TTAPEYEL KATOLOL TTPOGTOGIM, EVVOEL WGTOCO MO POPLEG LOPPEG TNG VOGOV (TL.). TNV EYKEQAAKT LOPOT
™mg ghovooiag). O TNF-o sumléketar, cvyvé oe cvuvdvaopd pe GANES KLTTOPOKIVES, O GPKETES OVTOAVOCEG
vOGOULG, aKON Kot oty maboyéveon g aptnprookinpouveng. Tlaboroyucd vynid enineda TNF-a otov opd €xovv
avopepbel oe ONTTIKO GOK, AMOPPIYN LOGYEVLATOS, TOPACITIKEG AOUMEELS, Kapkivo, HeTd amd owpokdbapon,
Kotd TN ddpkew in vivo Oepomeiog pe wvtrapokivi (IL-2) ktd. Ektég amd v KoAdTEPN KoTOVONGN TNG
nofoyEveong, ol TPoodloptopol avtol propovv evdeyopévag va fondncovy oty dadikacio diyvowong (T.y. oty
amdppLyYT LOGYEVHOTOG) Kot EXOVV TPOYVOOTIKN a&io (T.). 68 GLOTNUOTIKEG AOHDEELG).



IV. BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpoodopiopods TNF-0-ELISA g DIlAsource eivan évag  evlopikdg
OVOGOTPOGOIOPICUOG  EVICXVHEVNG  gvatcOnoiog, otepeng @dong, o omoiog
ekteleitonr og mAGKEG pkpoTitAodOToNG. O mPOGdoPIoHOS  YPNOLOTOLEL
povokAmvikd avticopato. (MAbs) mov katevBuvovior evavtiov Slokpridv
emtonov tov TNF-a. Ot BoBpovountég kor ta deiypoto ovtidpovv pe To
povorAovikd avticopo cuAnyng (MAD 1) mov eivon emotpmpévo otnv vrodoyn
™G TAGKOG HIKPOTITAOOOTNONG Kot pHE €va povoKAwviKO avticopo (MADb 2)
onuacpévo pe papavidikn vrepoéeddon (HRP). Metd amd pua nepiodo endaong
OV EMTPEMEL TO GCYNUOTIOUO EVOG GAVTOLLTS: EMGTPOUEVO MAD 1 — avBpdmivog
TNF-0. — MADb 2 — HRP, 1 mhdxa pikpotithoddtnong vrofdiieton o€ midon yio
vo amopokpuviel 1o onpacpévo pe viopo adéopevto avticopa. To onpocuévo
pe VDO JECUEVUEVO OVTICMMO LETPATOL LEGH HLOG XPMOUOYOVOL OvVTISPAOoTC.
TIpootifeton ko enwaletor ypwpoyovo ddivpoa (TMB étoo yuwr xprion). H
avtidpaotn oTapaTd pe TV TPOSHNKN avaoyETIKOD SIOADIATOS KOL GTI GUVEYELD
yivetat avayvmon g TAGKG KPOTITAOSOTNONG 6TO KATAAANAO UIKOG KOLATOS.
H mocdémta petatpomic TOov LIOOTPOMOTOS KabopileTar ypoOUOTOHETPUCE
HETPAOVTOAG TV amoppdenon, N omoia givar avaAoyn TPOG TI GLYKEVIPMGOT TOL
TNF-a.

Topotdvetonr ypopwd e kopmOAn Pabpovounong kot mpoodiopiletor m
ovykévipoon tov TNF-a ota deiypoto pe avoaymyl omd v KOUTOAN
Babpovounong. H xprion tov cvetipartog aviyvoong ELISA (ypappkémta Emg
3 povadeg OD) kot pag ToAdTAOKNG HeBOdOL avaywyng dedopévav (avaymyn
TOAMYPOUATIKOV dEOOUEVOV) €X0VV MG OmOTELEGHO VYNAN gvaicbncia oto
YOUNAO TTEDI0 TIHMV KoL 6TO EKTETOUEVO TESI0 TGV Padpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpostipra Kt 96 Xpopa- AvaovoTtaon
TPOGOL0- TIKOG
PIGUAOV | KOIKOG
HAdka pkpotirhoddmong pe 96 umle | ‘Etowpo yo yprion
96 vodoyEG EMOTPONEVEG HE | ymodoyic
avtt TNF-a (novokhovikd
OVTIOOHATO)

1 gokidwo | kokkwvo | MpocBiate puOpicTikod
| Ab | HRP |CONC| 0,75 ml Srivpa culedypaTog
(BA. evotnra VIIN)

Tolevypa: Avti-TNF-a (povokimvikd
avticdpato) onpacpéva pe HRP oe
puboticd didropa TRIS-Maleate pe
Bosta oporevkmpativn Kot OupoAn

2 puAidwe | xitpvo | MpooBéote
CAL n Avo@iho- AmESTOYHEVOL VEPOD
TomueEvo (deite Tig axpiPeig Tyég

Mngevikdg fabpovormiig o AV OTIG ETIKETEG TOV

avOpdmvo TAdopa, Pevioudivn ko

Bopon prodiov)
CAL - 5 glaAidia | xitpwo | MpocOiste 2 ml
Avo@iro- OMEGTAYUEVOL VEPOL

Babpovountig N =1 éo¢ 5 TOmpEVO

(Seite Tig axpiPeig THEG TAVD OTIG
£TIKéTEG TOV PLaASiV) o avOpdTIVO
mAdopa, Beviopudivy kot Bupdin

1 pukidwo | kokkwo | ‘Etowpo ya xpion
CONJ BUF 6 ml

PuBpuoticd didropa ovledypatog:
Pubiotiko didtopa TRIS-Maleate pe
Boeia oporevkmpativy, EDTA kot
Bupoin

1 puwkidwo |  pavpo | ‘Etowpo yia xpion
INC BUF 6ml

PuBpuotiké Sidhopa endoong:
PuBpuoticé didropa TRIS-Maleate pe
Bosta oporevkopativy, EDTA kot
Bopoin

1 proido kopé | Apardote 200 X pe
10 ml OMESTAYUEVO VEPD

(xpnoylomomote
HOYVNTIKO avadeuTpQL).

|WASH | SOLN |CONC|

Awéropo hoong (Tris-HCI)

2 prodide | aonui | MpocBéete 2 ml

Avopiro- OECTAYUEVOL VEPOD
TOUHEVO

CONTROL

Opoi eréyyov-N=112
og avOpdmvo mhdopa e Bupdin

| CHROM TMB 1 grokidio kopé | 'Etowpo ywa xprion
Xpopoyovog TMB 12 ml
(tetpopebvAfeviudivn)

STOP SOLN 1 poAidio | Aevkd | "Etowpo yu xpion

12 ml

Avacyetikd avudpaotipro: HCI 1,0N

Inpeioon: 1.Xpnoiponoteite to undevikd PabovounTi Yo opoidoELs detypatmy.
2. 1 pg tov mapackevdopatos tov Pabpovounty eivor 1wodvvapo pe 40 miU
tov NIBSC IS 87/650.

VI. ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

Ta akdrovbo vVAKA amautovvTat oALE dev TapEYOVTOL GTO KLT:

1. Amnectaypévo vepd DYNANG moldTTog

2. Tutéreg yo dovopn: 50 pl, 200 pl, 1 ml ko 10 ml (cvvietdron 1 ypron
mreTdV akpPeiog pe avaldoipa TAaoticd poyyn)

3. Avopeikmng otpoPiiicpod

4. Moywntikog ovodenTHpog

5. Opudvtio cuokevn avAdeLoNS TAUKAOV WKPOTITAOIOTNONG LE duvaTdTNhTO
700 rpm £ 100 rpm

6.  Zvokevr TAOGNG Yo TAGKEG HKPOTITAOOOTNONG

7. Zvokeun avayveong TAAK®OV HkpoTithoddTnong te duvatdtnta aviyvaong
ota 450 nm, 490 nm kor 650 nm (ce mEPITTOON TOAVYPOUOTIKAG
avayvoong) M pe dvvatdémro avayvoons oto 450 nm kot 650 nm
(Bypopotiky avéyvoon)

VIl. IHAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BaBpovountéc: Avacvotiote 0 pndevikd Pabpovountn otov 0yKo mov
kaBopiletor oy eTikéTa 0V PLOABIOL e ameoTaypEVo vepd Kot GAAOVG
Babpovountéc pe 2 ml amestaypévon vepov.

B. Opoi ghéyyov: Avacvotiote toug opovg gléyxov pe 2 ml aneotaypévon
vePOD.

T.  Awlvpa ooledypatog: cOUPOVO e TOV aplBUd TV VTOdOXMOY TV Oo
xpNoonomBovv, apudCTE TO GUUTVKVOUEVO GVCEVYUO LE TO PLOOTIKO
SubAvpa cvledypatog o éva koBapd yvdhiwvo @loAidio: PA. TopakdTed
TIVOKO Yoo TOUG OYKOVG SVOUNG HE TMETO. ZUVICTATOL OUTOGYEOW
npoetoacio. To SwAvpévo ovlevypa mapopével otabepd €mg kor 1
gfdopada otovg 2-8°C.

IMINAKAY APAIQYXHY ZYZEYTMATOX

Ap1Opog vrodoydv ZOPTUKVOREVO PvOmoTikd ‘Oyxog epyosiog
oVievypa ddivpa
oviedyparog
8 50 pl 500 pl 550 pl
16 100 pl 1000 pl 1100 ul
24 150 pl 1500 pul 1650 pl
32 200 pl 2000 pl 2200 ul
48 300 pl 3000 pul 3300 ul
96 600 pl 6000 pl 6600 pl

A.  Awlvpe whdong epyaciog: Ilpoetowdote emopkn O6yko  SAOUOTOG
TAOoNg epyaciag pe mpoctnkn 199 dykwv amectaypévov vepov oe 1 dyko
Sodvpatog TAvong (200X). XpnNoYOTOMoTe HoyVNTIKO OVASELTIHPA YioL TNV
opOYEVOTOiNoT. ATOpplyTE TO UM YPNOLLOTOMUEVO StdAvpe TAVONG
gpyaciag 6To TELOG TG NUEPAC.

VIIl. @YAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEZHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

. Ipwv omd 0 Gvorypo M MV avocyOTOON, OAXL TO GULOTOTIKA TOVL KIT
TopapéVoLV oTadepd g TV Nuepopnvio AENG, N omoia avoypapeTaL GTNV
£TIKETOL TOV PLoldion, epdoov dlatnpovvian og Beppokpacio 2 wg 8° C.

. Ot pn xpnoHomomuéves Tovieg TpEmel va, uAdocovtal otovg 2-8° C, oe
GOPAYIGHEVT] GOKOVAN TOV TEPLEXEL AMOENPAVTIKO TTopdyovta, PEYPL TV
nuepopnvia AnEne.

. Metd v avacdotact, ot Babpovountég kat ot opoi gEAEyYOL Tapapévouy
otafepd emi 4 nuépeg otovg 2-8°C. T peyaldtepeg meptddovg pOAOENG,
npémel va oxnpatilovtat KAAGHATO/SOGELS g XpoNG Kot Vo, 10T povvToL
otoug —20° C yu 2 prveg 10 péyloto. Amo@OyeTe TOVG EMAVEIMUUEVOVG
KOKAOVG amOYLENG-KOTAWLENG.

. To cvumvkvopévo dtdlvpo mAdong eivor otabepd oe 18 - 25°C péypt mv
nuepopnvia An&ne.

. Dpéoko, moPACKEVOGHEVO Otdhvpo mAdong epyociag Oa mpémer va
xpnoponoteital v ido nuépPa.

. Metd v mpdT Yprion Tov, to ovlevypo mapapével otabepd Ewg TNV
nuepounvia. AENG, €pdcov dlotnpeitor 6T0 aPyKd, EPUNTIKG KAELGTO
proAidio og Beppokpacio 2 £mg 8° C.



=

10.

11.

13.

14.

Toxov petaPorés TG QLOIKAG EUPAVIONS TMV OVTOPUGTNPIOV TOV KT
evdEyeTal va VIOdNAGVOLY acTdbeia 1| aAloimon.

2YAAOIrH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN
O opdg Ba Tpémet vo. apaipebel 660 T0 SuvATOV VoPITEPO OO TO THYLO TOV
epvbpokvTTdpmV peTd ™V TNEN KoL TN PLYOKEVTPION Kot vo drotnpnbel
otovg 4°C. Av 1a detypata dev ypnoyomomodv apéons, Oo mpénel vo
Sampnbovv otovg -20°C eni 2 pnveg to péyioto Kot otovg -70°C yio
peyoldrepng dudpretag GOAAEN (Emg éva £106).
ATopelyete TOVG EMAKOAOVHOVG KOKAOVG KATAYVENG-OTOWVENG.
Dépete Oho Ta deiypata oe 18 - 25°C mpwv and ™ xpron. Tuvvictdrtol 1
AVAUEIEN TOV SEYHATOV O GUGKELT GTPOBIMGHOD TPV amd T YPNON.
O1 cuvOnKeg detypatoAnyiog propovy va ennpedoovy Tig Tée. I to Adyo
ovtd Oa mpémer va AopPdvovion ovompd pétpo Tpo@vAaéng katd ™
Subprelor ™G derypoToAnyiog yio v amo@uyn mpoopifemv ota detypota
Ay, Ta omoia Ba Siéyepav ™y mapaywy TNF-a omd opokdtTope Kot
0o av&avav esporpéva i Tipés Tov TNF-a otov opd.
Ta coAnvaplo cuALoYNG Ba Tpénel va ivor ELedBepa TVUPOYEVADV.

AIAAIKAXTA

TNHELDGELS GYETIKA PE TO YEPLOPO

Mn ¥pPNOUYLOTOLEITE TO KIT 1) TOL GVGTOTIKA HETA TNV NHepopnvia ARENS.

Mnv avoperyvoete VAKGE omd S1opopeTikés TapTideg Kit.

Dépete 00 To. avtidpacTipla o€ 18 - 25°C npv amd ™ ypnon.

Avapei&re Kadd OA TO OVTIOPACTIPIO KOL TO SEIYLLOTAL [E OTOAT) OvVaKiviion
1N avddevon.

Exteléote e1g duthodv avaAnym tov Babpovountov, Tmv opmdv EAEYXOV Kot
TV delypdtmv. Zvviotdtor Kafetn gvbuypapuon.

Xpnowonomote éva kabopd, TAAGTIKO S0xel0 Yoo Vo ETOWAGETE TO
StéAvpo TGS,

Xpnoyonoteite £va KoBapd avOADGO pOYYOG TUTETOS Yo, TV TPOcHNnKn
KGbe SopopeTikoy  avtidpactnpiov Kol SelyHaTOG TPOKEWEVOL VO
ATOPVYETE TNV EXLUOAVVOT).

T ™ Swvoun TOL AMOKOALATIKOD SIADHOTOS KOl TOV OVOOYETIKOV
SAOUOTOG ATOPVYETE TUTETEG PUE PETAAMKA LEPT).

H oaxpifesioa Pertidovetor pe ypnon mumetdv vynAnig  okpifelag M
OVTOUATOTOMUEVOL EEOTAIGHOV SIUVOUNG LE TUTETEG,

Tnpeite ToVG YPOVOLS EXDOONG.

T vo amogbyete ™ petotdmion, o xpdvog Hetald g Stvopng He TuméTo
Tov Tphtov Pabpovounty Kot TOv TEAELTOlOVL Jdelypatog mPEMEL VO
meplopiletar oto Ypovikd ddotnua mov avoaeépetar otnv gvomta XllI,
mapdypapos E (Mecsodidotpa).

IIpoetodote pa kapmorn Pabpovounong yw kGbe oviivon kot pn
xpnoponoteite dedopéva amd mponyodueves avoADGELS.

To amokoAvrtikd Sdivpa O mpémel va givor dypopo. Eqv gvtdg Aiyov
AEMTOV OO TNV TOPUCKELT] CYNUATIOTEL LTAE XPDLLO, TO AVTIOPAGTIPLO dEV
umopet va ypnoipomomOel Kot Tpémet vor To anoppiyets.

Aaveipete T0 omokaAVTTIKO dtdAvpa evtog 15 Aentdv petd v mAdon mg
TAGKOG LIKPOTITAOSOTN GG,

Koaté ™ dbpkeln e endoons pe 10 omoKoAVTTIKG SGAV, aTo@OyETE
™mv  dupeon €kbeom g MAGKOG HIKPOTITAOSOTNONG  OTNV  MALOKN
axtwoporio.

Awdwcacio
Emééte tov omattovpevo opBpd towidv yie v avéivon. Ov pn
APNOLOTOMUEVEG TOVIEG TTPEMEL VAL EAVACOPAYIGTOVY LECO GTN COKOLA
pe Tov amo&npavTikd Tapdyovta Kot vo puiaytodv og Beppokpacia 2-8° C.
Ac@aiiote Tig Tovieg péca 6To TAiGLo oTHPENG.
Awoveipete pe mméta 50 pl pubotikod dtoddpotog endoong og OAeg Tig
VIOJOYES.
Awoveipete pe mméta 200 pl omd xkabe Pabupovount, opd eréyyov kot
detlypa oTig KatdAAnieg VTOdOYEC.
Enodote eni 2 dpeg oe 18 - 25°C og opildvrio avadevtipa otig 700 rpm £
100 rpm.
Avappoenote 1o vypd and kabe vrodoyn.
I bvete v mhdka 3 popéc:

. Savépovtog 0,4 ml Sroddpatog Thbong og kGbe vodoyn.

. AVOPPOPAVTAG TO TEPLEXOUEVO KABE VITOSOYNG
Auwwveipete pe muéto 100 pl pndevikod Babupovounti og dreg Tig vodoyég
Awoveipete pe muméta 50 pl ovledypatog avti-TNF-a péoa oe dheg Tig
VTOSOYEC.
Enodote eni 2 dpeg oe 18 - 25°C og opildvrio avadevtipa otig 700 rpm £
100 rpm.
Avoppoenote 10 vYpod amd kabe vrodoy.
I dvete v mhdka 3 popéc:

. Swavépovtog 0,4 ml Sradhdpatog Thdong oe kGbe vrodoyr).

. avapPOPAOVTIG TO TEPIEXOUEVO KAOE VITOSOYNG
Awwveipete pe mméra 100 pl amokoAvatikod Swddpotog péoo oe kébe
vrodoyn 15 Aentd petd to Prypa Tng mAvoNC.
Enwdote v midko pikpotithodotmong eni 15 Aemtd oe 18 - 25°C oe
opilovto avadevtpa ot 700 rpm £ 100 rpm, oamo@evyete TV Gpeom

15.
16.

=

XI1.

£kBeon oty nhakn aktvopfolia.

Awoveipete pe muéto 100 pl avaoyetucod Stoddpatog oe kabe vodoy.
Kévte avdyvaoon tov amoppopncewv ota 450 nm kot 490 nm (¢iltpo
avapopds 630 nm 7 650 nm) evtog 30 Aemtd kot vmoloyicte ToL
AMOTELEGHATO OIS TTEPTYPAPETAL oV gvOTNTa X

YIIOAOTIZEMOX TQN AIIOTEAEEMATQN

Mo lvypopatiki avayvoon:

Ymv zmepintoon ovth, v enefepyosio TV dgdopévav Ba Kdavel To

AOYIGHIKO TOV.

H avayvoon mg nhdkog yiveton tpota otor 450 nm évavtt gvog gidtpov

avapopdg mov pubuiletat ota 650 nm (1 Ta 630 nm).

Exteleiton dgdtepn avayvoon ota 490 nm £€vavit tov idov @idtpov

aAvVOQOPAG.

To Aoyopud tov Bo gvepyomomoel ALTOUATA T GUGKELT AVAYVOGTS KoL

0o EVOOUUTMOOEL KOl TIG 000 HETPNOEIS GE £VOL TOAVYPOUOTIKO HOVTELO.

Avt 1 teyvikh pmopel va dnpovpynoet ontikég Tukvotnteg (OD) émg kot

10.

Baoikn apyn TG neEepynciog TV TOAVYPOUATIKMY dESOUEVOV £XEL ®EENG:

. Xi = OD oto 450 nm

L] Yi=0D ota 490 nm

. XPpNOYOTOIOVTOG TUTIKH U1 GTOOMOUEVN YPOLIKT ToAvdpouno,
vroAoyilovtat ot mapdpetpor A & B: Y = A*X + B

= Av Xi <3 povadeg OD, tote viohoyiohév X = Xi

. Av Xi >3 povadeg OD, tote vmoroyioBév X = (Yi-B)/A

. XpNOYOTOLEITOL TPOGAPHOYT AOYIGTIKNG KOUUTOANG 4 TOPUUETPOV VLol
™ dnpovpyia g kapurding fabuovounonc.

. H ovykévtpoon TNF-a ota deiypata kabopiletor péow ovoywoyng
6TV KoumoAn Badupovopunong.

Ay popotiki avayvoon

Kavte avayvoon g mhdkog ota 450 nm évavtt evog GiATpov avapopas
nov puBpiletat ota 650 nm (1 to. 630 nm).

YroAloyiote ) péon TN TOV STTADGY TPOGIIOPIGUOV.

Xe MUAoYOPIOHIKO 1 YPOUUIKO YOPTL YPUENUAT®V, TOPACTNOTE YPOUPLKE
g rpég OD (tetaypévn) ya kabe Babupovounth Evavtt g avtictoyng
ovykévipowong tov TNF-o (tetumuévn) kot oxedidote pio KopmOAn
Bobpovoumong péom twv onueiov tov Pabpovounth, cvvoéovtag pe
guBeieg ypappég Ta amoTuTOUEV oNpElo.

AwBdote ™ cuykévipoon Yo kabe opd elEyxov Kot defypa pe avoyoyn
oV KapmoAn Babpovounong.

Avayoyn odedopévev pe T Ponbewn miektpovikod vmoloyot o
ATAOTOUGEL OVTOVG TOVG VITOAOYIGHOVC. Edv ypnoylomoteiton awtdpotn
enefepyacion  OMOTELEOUAT®OV, GUVIGTATOL  TPOCOPUOYY  KOUTOANG
AOYLOTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.

TYIIIKA AEAOMENA

To akérovBo dedopéva mpoopiloviar HOVO ®G TOPAIEYHO KoL JEV TPEMEL VO
YPNOLLOTOOVVTOL TOTE AVTL TNG KAUTVANG Bafpovounong mporyLatikol xpovov.

TNF-a-ELISA Movadeg OD
Molvypopatiké povrého
Babpovountig 0 pg/ml 0,045
6,8 pg/ml 0,120
18 pg/ml 0,259
52 pg/ml 0,619
176 pg/ml 1,435
518 pg/ml 3,237

X1

A.

AITOAOXH KAI ITEPIOPIZMOI
‘Opro aviygvevong

Metpribnkav eikoot pndevikoi Pabpovountés poli pe éva odvolo GAA®V
Babpovountdv. To dpro aviyvevong, opllOUEVO MG 1 PALVOLEVIKY] GUYKEVTP®OGN
300 TumKAV anokAicemv Tave omd Tig péoeg petprioelg OD oe pndeviky
déopevon, firav 0,7 pg/ml.

B.

Ewwomra

Aev napotnpiOnke onpavtikh Stectavpodpevn avtidpaon mapovoia 50 ng of IL-
la, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF and RANTES.
O mapav mpocdopopds TNF-a eivar e8kdg v T0v avBpdmvo, GUGIKO Kot
avacvvovacuévo TNF-a.



I. Axpipera

T'TA TON IAIO TTPOSAIOPISMO METAEY AIA®OPETIKON
MIPOZAIOPIEMQN
Opég N | <X>+T.A. | Z.A. | Opég N <X>+T.A. | LA
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 91+6 6,6 A 24 1225 45
B 20 526 + 33 6,3 B 24 431+ 14 33

T.A.: Tomkh omdrkiion, T.A.: Zovtekeotg Slokdpaveng

A. OpBétnTO

AOKIMAZIA ANAKTHXHXE
Acgiypa Ipootedeig Avaxtn0gig Avéaxtnon
TNF-a TNF-a (%)
(pg/ml) (pg/ml)
Opodg 1 0 6,2 -
38,4 43,3 97
83,9 90,0 100
188,3 192,5 99
408,2 376,2 91
Opog 2 0 3,8 -
38,4 455 108
83,9 91,2 104
188,3 162,2 84
408,2 379,2 92
AOKIMAZIA APAIQYXHXE
Asiypo Apaioon OzopnTiki MetpnOsica
GUYKEVTPOIGY) SUYKEVTPOIGY)
(pg/ml) (pg/ml)
Opdg 1 1 - 436,5
2 218,3 212,4
4 109,1 104,8
8 54,6 59,5
16 27,3 31,7
Opdg 2 1 - 420,2
2 210,1 2112
4 105,0 98
8 52,5 58,3
16 26,3 30,7
Ta detypoata apourddnkay pe pndevikd padpovopnt.
E. MeoodrdotTnpo petadd g dwavopng terevtaiov Padpovopnti ko

deiyparog

Onwg @aivetol OTn GULVEXEWL, TO OTOTELEGUOTO TOL TPOGOLOPICHOD
mapapévouy aomota okopo Kot otav dwovépeton éva detypa 30 Aemtd
HeTA TNV TPpocOnkn TV Babpovountdv oTo ETGTPOUEVE COANVAPLOL.

TO 30 Aentd 45 hentd
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

. Edv to aroteléopata mov Aappdavoviot yio tov opd eléyyov 1 /kar tov
opd eréyyov 2 de Ppiokovrar £vtdg Tov mediov Tipdv mov kKabopileton otnv
eTikéto. tov  QuiAwiov, ta  omoteAéopata  Ogv  givar  duvatd  va
yxpnoponomBovy, ektdg edv £yel dobel kavomomTikny €&nfynon oo mv
AGVUO®VICL.

. Edv eivon emBounto, kdbe epyaotipo pmopet va SNovpynoet ta S1kd tov
petypato derypdrov eléyyov (pools), to omoia mpémer va drotnpodvron
Koteyuypéva oe  KAGopata/docelg pog ypnons. Opoi gléyyov mov
neptEyovv alidlo Ba emdpdoovv otny evOLUIKY avTidpaon Kot dev HTopovV
va. xpnopomombovy.

. Ta kprmpar awodoyng yio ™ dapopd HeToED TV SIMAMV OTOTEAESUATOV
oV detypdtov Oa tpénet va Pacilovtat og 0pbEG EpYAOTNPLUKES TPUKTIKES.

. Yvvictdror ot opol AoV v VTOPAALOVTOL GE TPOGILOPIGUO TOKTIKG MG
AyveoTo OElyLoTaL Yo VoL LETPATOL 1] LETOPANTOTNTO TOV Tpocdopiopod. H
600N TOL TPOGIOPICHOD TPETEL Vo Tapakorovdeital pe Staypappoto
TOLOTUKOV ELEYYXOV TMV OPDV EAEYYOV.

. Eivar koh6 10 vo €AEy(ETE OMTIKG TNV TPOCUPLOYN TNG KOUTOANG TOV
emAEXONKE OO TOV VTOAOYIGTY].

XV. TIMEX ANA®OPAX
Ot tyég avtég mapéyoviar povov @g odnyos. Kabe epyactipio Oa mpémer va
KoB1EPDOGEL TO J1KO TOV TEFO PUGIOAOYIKAV TIUDV.

Ta mopakdto omotedéopato mapexoviol povo og odnyos: ta anoteléopota 30
detypdtv opov omd epueavag vy dtopa pe yopnid eninedo CRP, xopdvOnkov
peta&d 4,6 kon 12,4 pg/ml.

XVI. IIPODPYAAEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Acpaleias

Movo 1o StoyveooTtikn yprion in vitro.

Ta ovototikd avOpdmvov aipotog mov meplapfivovial 6To KIT avtd £XovV
eleyyBel pe pebddovg eykekpyéveg oty Evponn f/kot and tov FDA kot €xet
Sramiotedel 0T givar apvnTikd @g mpog v mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 kot 2. Kopio yvootm pébodog dev eivar duvatd vo mapéxet mAnpn
do@aiion OTL TaPAywyo. Tov avOpdTIVOL aiptatog 6 Ha peTad®oovy nratitda,
AIDS 7 dieg Aowdées. Emopévag, o yeptopds avtidpactnpiov, derypdtov
0po¥ 1 TAdoHaTog Do TPETEL VoL YIVETOL GOUOEOVO. LE TIG TOTKEG Sladkacies mept
AGQALELOG.

‘Ol o {owd Tpoidvta kot mapdymyo £xovv cuikeyfei omd vy (da. Ta Bosia
GLGTOTIKG TPOEPYOVTAL Ol YDPES Omov dev £xetl avapepbet BSE. Tlap' OA' avtd,
GLOTOTIKA OV TePLEYOLY (mkéG ovoieg Bo mpémel va avtipetomilovior ®g
SUVNTIKOG LOAVGULOTUCEL.

Amo@vyete kGbe emaen pe 1o déppa pe 6ho o avtidpactpla. To avooyetikd
SuAvpa tepigyel HCLL Ze nepintwon enaeng, mAdvete oyolacTikd pe vepo.

Mnv komviCete, unv mivete, unv TpOTE KoL U XPNGUOTOLEITE KOAVVTIKE GTO
xOpo epyacioc. Mnv Swvépete pe TITETO YPNOLUOTOLOVTOG TO GTOUX GOG.
XpNOYLOTOLEITE TPOCTATEVTIKO POVYIGHO KO YAVTIOL HLLOG YPNONG.
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XVI.  HEPIAHYH TOY ITPQTOKOAAOY

BAOGMONOMHTEX AEITMA(TA)
(u) OPOI EAETXO0Y
(1)
Pubpioticd ddhopo 50 50
EMOACTG
Babpovountég (0-5) 200 -
Agiypata, opoi eréyyov - 200

Enwdote eni 2 dpeg og 18 - 25°C pe ovveyn avadevon otig 700 rpm).
AvoppoenoTe To TEPLEXOLEVO KGOE VITOdOYNG.
TTAvvete 3 @opéc pe 400 pl Sroddpatog TAHGNG Kol AVOPPOPHOTE.

Mndevikog Babpovountig 100 100
Tolevypa ovti-TNF-a-HRP 50 50
Enwdote eni 2 dpeg og 18 - 25°C pe ovveyn avadevon otig 700 rpm).
AvappoenoTe To TEPIEYOLEVO KAOE VITOSOYNC.

TTAvvete 3 @opég pe 400 pl Sroddpatog TAHONG Kol AvappPOPHOTE.
APWUOYOVOL SLOADHOTOG 100 100
Enodote eni 15 Aentd oe 18 - 25°C pe cuveyn avadevon otig 700 rpm).
Avaoyetikd didhopa 100 100

AwPdote e GLOKELN AVAYVOONG TAAKMOYV MIKPOTITAOSOTNONG KOl KOTAYpAWTE TNV
anoppoenon kdbe vrodoyng ota 450 nm - (kar 490 nm) évavt 630 (1§ 650 nm)
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Olvassa el a teljes protokollt hasznalat el6tt!

TNF-a-ELISA

I.  FELHASZNALASI JAVASLAT
Humén Tumor Nekrézis Faktor alfa (TNF-a) in vitro mennyiségi meghatarozasa Immun-enzimatikus
madszerrel human szérumboél.

1. ALTALANOS INFORMACIO

A.  Védett név: DIAsource TNF-a -ELISA Kit
B. Katalogusszam: KAP1751: 96 teszt
C. Gyarté: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Technikai segitséget vagy rendeléssel kapcsolatos informaciot a kovetkezo elérhetéségeken kaphat.
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1. KLINIKAI HATTER

A. Bioldgiai szerepe

Huméan Tumor Nekrozis Faktor alfa (TNF-a) méasnéven kahektin, 157 aminosavbol épil fel, és ezt a nem
glikozilalt polipeptid citokint az aktivalt magrofagok (monocitak) allitjak eld. Lipopoliszacharid (LPS), mely
féleg Gram-negativ baktériumok sejtfalaban talalhatd (endotoxin), potencialis stimulusa a makrofagok altal termelt
TNF-a-nak, tovabba a TNF-o fontos mediatora a jol ismert LPS in vivo hatasnak, mint példaul tumor vérzéses
nekrozis, laz, sokk és neutrofil aktivalédas. A TNF-a kiilonféle biologiai hatésait a kovetkezék szerint lehet
osztélyozni:

- Tumor ellenes és novekedés szabalyozo tevékenységek: TNF-a szelektiv toxicitdst mutat tumor és virus fertézott
sejtekkel szemben. Ennek megfelelden ez egy angiogén, mely serkenti a tenyésztett fibroblasztok novekedését.

- Immunmoduldld és gyulladaskelté hatdsok: TNF-a aktivalja a makrofagokat, neutrofileket és az eozinofileket,
valamint endotél sejteket (melyek prokoagulans aktivitast mutatnak). Szabalyozza a B sejtek altal termelt
ellenanyag termelését és a stimuldlja a citotoxikus T sejteket. Indukal szamos mas gyulladaskelté mediatort, mint
példaul  IL-1, IL-6, kolénia stimulalo faktorokat, prosztaglandinokat, vérlemezke-aktivalo faktort (PAF),
kollagéneket, stb.

- Metabolikus hatas: TNF-a er8sen gatolja a lipoprotein lipazt és zsirsejt génexpressziot.

B. Klinikai alkalmazas

TNF-a-nak jelents patogén szerepe van: a cachexiaban, mely kronikus fert6zésekhez és daganatos betegségekhez
tarsul; a szeptikus sokkban, ahol a TNF-a semlegesitése véd a tarsult akut letalitastol; a graft kilokédésben és a
graft-versus-host betegségben; és a parazitas fert6zéseknél, ahol TNF-a nydjthat némi védelmet, de eléidézhet
egyéb sulyosabb betegségeket is (pl. malaria agyi formaja). TNF-a gyakran kombinalodik mas citokinekkel, részt
vesz szamos autoimmun betegségben és még az érelmeszesedés patogenézisében is. Abnormalisan magas a szérum
TNF-o szint jellemzi a szeptikus sokkot, graft kilokédést, parazitafert6zést, rakot, post hemofiltraciot, in vivo
citokin (IL-2) terapia alatt, stb. Miutan betekintettink a patogenezisbe lathatjuk, hogy ezen meghatarozas
segitséget nyljthat a diagnosztizalasban (pl. graft kilok6dés) és prognosztikai értéke van (pl. szisztémas
fert6zéseknél).



IV.  AVIZSGALAT ELVE

A DIAsource TNF-o —ELISA (Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay)
szilard fazisra amplifikalt enzim érzékeny immunmaodszer mikrotiter lemezen. A
modszer monoklonalis antitesteket (MAbs) hasznal TNF-a kiilonbozd epitopjai
ellen. Kalibratorok és minték reakcioba Iépnek a mikrotiter lemezen megkétott
monoklonalis antitestekkel (MAb 1) és a tormaperoxidazzal (HRP) jelzett
monoklonalis antitestekkel (MAb 2). Inkubacios id6 eltelte utan kialakul a
szendvics formatum: (megkotdtt monoklonalis antitest) MAb 1 — human TNF-a —
MADb 2 (monoklonélis antitest) — HRP (tormaperoxidazzal jel6lt), a lemezt le kell
mosni, hogy eltavolitsuk a nem kotédott enzimmel jelolt antitesteket. A
megkotddott enzimmel jel6lt antitesteket egy kromogén reakcival mérjik.
Kromogén oldatot (TMB) hozzaadjuk, majd inkubaljuk. A reakciot leallitjuk a
Leéallité oldat hozzaadasaval, majd ezutan a megadott hullamhosszon leolvassuk
a mikrotiter lemezt. A szubsztrat mennyiségét kolorimetridsan hatrozzuk meg
Felvesszilk a kalibraciés gorbét, majd a mintaban 1évé TNF-a koncentraciot
interpolaciéval kapjuk a kalibraciés gorbe alapjan. ELISA olvasé hasznéalataval
(linearités legfeljebb 3 OD optikai denzitas egység) és a kifinomult adatredukcios
mddszerrel  (polikromatikus adat redukcié) kapott eredmények nagy
érzékenységliek alacsony és kiterjesztett kalibracios tartoméanyban is.

V. REAGENSKESZLET TARTALMA

VI

SZUKSEGES ANYAGOK ES ESZKOZOK

Tovabbi szilkséges anyagok a készlethez:

1.
2.

3.
4.
5

VII.

nagy tisztasagu desztillalt viz

Pipettak 50 ul, 200 pl, 1 ml és 10 ml folyadék bemérésére alkalmasak
(ajanlott eldobhato6, miianyag hegyeket alkalmazni a pipettakhoz)

Vortex mixer

Magneses keverd

Horizontélis microtiter lemezraz6 késziilék, mely képes 700 rpm + 100
rpm fordulatszamra.

Microtiter lemezmoso.

Microtiter lemezolvasd, mely képes 450 nm, 490 nm és 650 nm-en
(polikromatikus olvasasra) vagy képes 450 nm és 650 nm-en
(bikromatikus olvasasra)

REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok: Oldja fel a nulla kalibratort az ampulla cimkéjén feltiintetett
mennyiségli desztillalt vizben, a tobbi kalibratort 2 ml desztillalt vizben
oldja.

Kontrollok: Oldja fel a kontrollokat 2 ml desztillalt vizben.

Konjugald oldat: a kovetkezd szamu tesztlyukakat hasznalja, higitsa meg a
koncentralt konjugatumot a konjugalé pufferrel egy tiszta tveg fioldba, a
pipettdizand6 mennyiségeket a lent lathatd tablazatban talalja. Célszerii
frissen elkésziteni, de a higitott konjugatum 1 hétig elall 2-8°C-on.

TABLAZAT KONJUGALT HIGITASAHOZ

Lyukak szama

Koncentralt Osszmennyiség

konjugalt

Konjugal6 puffer

8 50
16 100 ul
24 150 pl
32 200 pl
48 300
% 600 pl

500 pl
1000 pl
1500 pl
2000 pl
3000 pl
6000 pl

550 pl
1100 pl
1650 pl
2200 pl
3300 pl
6600 pl

Reagensek 96 teszt Szinkéd Osszetétel
Készlet
- Microtiter lemez 96 anti
[LILI|  TNF-o (monoklonalis ) Hasznalatra kész.
antitestekkel) bevont 96 lyuk kek
| Ab | HRP |CONC |
i . i 1 ampulla AU.UO'? hozza
Konjugat: HRP jelzett anti-TNF-a 0.75 ml piros konjugat puffert
(monoklonalis ellenanyagok) TRIS- (lasd VIL.)
maleét pufferben szarvasmarha szérum
albuminnal és timol festékanyaggal
— 2 ampulla 4 desztillalt vizet (lasd
Nulla kalibrator human plazma, liofilizalt | S%'93 a cimkén a pontos
benzamidin és timol festékanyaggal mennyiséget).
o ]
sarga Adjon hozza 2 ml
Kalibrator N = 1-t51 5-ig 5 ampulla desztillalt vizet.
(lasd az ampulla cimkéjén a pontos liofilizalt
mennyiséget) human plazma benzamidin
és timol festékanyaggal
CONJ BUF
o ) 1 ampulla piros Hasznélatra kész.
Konjugéat puffer: TRIS-maleét pufferben 6 ml
szarvasmarha szérum, EDTA és timol
festékanyaggal
INC BUF
1 ampulla fekete Hasznalatra kész.
Inkubal6 puffer: TRIS-maleét pufferben 6ml
szarvasmarha szérum, EDTA and timol
festékanyaggal
| WASH | SOLN |CONC | Higitsa meg 200
1 ampulla bamna szorosara desztillalt
Koncentralt moséfolyadék (Tris-HCI) 10ml vizzel (hasznaljon
magneses keverot).
i I2| afrﬂle{lllf ezlst Adjon hozza 2 ml
Kontroll —,N =1 vagy 2 human plazma, otilizalt. desztillalt vizet.
timol festékanyaggal
| CHROM | T™B | 1 ampulla barna
- - - 12 ml Hasznélatra kész.
Kromogén TMB (tetra-metil benzidin)
sToP SOLN 1 ampulla fehér
12 ml Hasznélatra kész.
Leallité oldat: HCI 1.0N

Note: 1. Haszndlja a nulla kalibrétort a minta higitasahoz.
2. 1 pg elkészitett kalibrator megfelel 40 mIU NIBSC IS 87/650-nek.

VIII.

Felhasznalasra kész mosofolyadék: Készitsen megfeleld mennyiségii
elkészitett mosooldatot, igy hogy egy egységnyi mosooldathoz 199 egység
desztillalt vizet ad, vagyis 200 szorosara higitja. A homogenizéalasahoz
hasznaljon magneses keverdt. A nap végén Ontse ki a megmaradt elkészitett
mos6folyadékot.

REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

A készlet reagensei (kinyitas és feloldas el6tt) felhasznalhatok a
csomagolason feltiintetett szavatossdgi ideig, amennyiben 2-8°C-on
taroljak.

A fel nem hasznalt tesztcsikokat 2-8°C-on tarolja, visszazérhatd,
nedvességmegkotd anyagot tartalmazo tasakban szavatossagi idejukig.

A feloldas utéan a kalibratorok és kontrollok 2-8°C-on 4 napig stabilak. A
hosszabb eltarthatésag érdekében (maximum 2 hénap) tartsa -20°C-on a
maradékot. Kerillje az ismételt fagyasztast/kiolvasztast.

A koncentralt mosofolyadék szoba hémérsékleten tarolhato a lejarati
ideig.

A frissen elkészitett hasznalatra kész moséfolyadékot csak aznap
hasznélja fel.

Az elsd hasznalat utan, a konjugat sajat j6l zarddd tivegében stabil marad
2-8°C-on a szavatossagi idejéig.

A készlet reagenseinek fizikai tulajdonsagaiban tortént elvéltozas arra
utal, hogy megromlottak.

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

A lehet leghamarabb valasszuk el a szérumot az alvadt vorosvértestektol,
majd az alvadas és centrifugéléas utan 4°C-on taroljuk. Ha a mintakat nem
hasznéljuk fel azonnal, akkor -20°C-on tarolhatjuk maximum 2 hénapig,
és -70°C-on hosszabb ideig (maximum egy évig).

Kerljlk a tdbbszori lefagyasztas/ kiolvasztast.

Hasznalat el6tt, minden minta legyen szobahéfoku. Ajanlott a mintékat
Vortex késziilékkel homogenizalni felhasznalas elétt.

A mintavételi kdrilmények befolyasolhatjak a kapott eredményeket, ezért
fontos, hogy koriiltekintéen végezzilk a mintavételt, hogy elkeriiljiik a
lehetséges  szennyezddést, mely stimulalhatja TNF-o  terméket
vérsejtekben, ezaltal hamisan noveli a szérum TNF-a. értékét.

Hasznéljon pirogénmentes gyiijtécsoveket.
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A VIZSGALAT MENETE

Tudnivalok

Ne hasznaljuk a lejart szavatossagu reagenseket.

Ne keverjiik 6ssze egymassal tobb kiilonbozé gyartasi sorozatba tartoz6
reagenseket.

Hasznalat el6tt varjuk meg, hogy a reagensek szobahOmérsékletiiek
legyenek.

Keverjiik 6ssze az Osszes reagenst és mintat hasznalat elétt.

Célszerli minden mérést 2 parhuzamossal végezni (kontrollokat,
kalibratorokat és mintakat is beleértve). Fiigg6legesen egy vonalba
legyenek.

Tiszta milanyag edényben készitse el a mosofolyadékot.

A Kkeresztszennyezédés elkeriilése érdekében hasznaljon Uj eldobhatd
pipetta hegyeket a mintak és reagensek kimérésénél.

Az el6hivo oldat és a leallitd oldat adagolasanal vigyazzon, hogy ne
érintkezzen a pipetta fém alkatrészével, mert fémmel reakciéba lépnek.
Nagy precizitdsi vagy automata pipettdk hasznalata noveli a mérés
precizitasat.

Tartsa be az inkubalasi idéket.

Annak érdekében, hogy elkeriljik a nagy idéeltérést az elsé kalibrator és
az utolsd minta pipettazasa kozott korlatozni kell az emlitett id6t lasd a
XI11. paragrafus E pontjaban (Eltelt id6).

Mindig vegyen fel kalibracids gorbét a mérés soran, ne hasznélja a
korabbiakat.

Az el6hivo oldatnak szintelennek kell lennie. Ha az 6sszedntés utani
percekben megkékil az oldat, akkor ne hasznéljuk a reagenst, ki kell
dobni.

15 percen beliil ossza szét az el6hivo oldatot, a lemezmosast kovetden.

Az el6hivo oldattal vald inkubalast direkt napfénytél védett helyen
végezze.

A vizsgalat menete

Vegye ki a megfeleld szamu tesztcsikot a védécsomagolasbol. A fel nem
hasznélt tesztcsikokat helyezze vissza a nedvességmegkotd anyagot
tartalmazd zacskdba és tarolja 2-8°C-on.

Tegye a tesztcsikokat a tartokeretbe.

Pipettazzon 50 pl inkubalé puffert minden tesztlyukba.

Pipettdzzon 200 pl-t mind a Kalibral6, Kontroll és minta oldatokbdl a
megfeleld teszthelyekre.

Inkubalja 2 6ran &t 18 - 25°C, kdzben razassa sikrazén 700 rpm + 100 rpm
fordulatszammal.

Szivja le a folyadékot a tesztlyukakbol.

Mossa a lemezt 3-szor egymas utan:

= T6ltson 0.4 ml moséfolyadékot minden lyukba

= Teljesen szivjuk ki a lyukak tartalméat

Pipettazzon 100 pl-t a nulla kalibratorbol minden csébe.

Meérjen 50 pl anti- TNF-o -HRP konjugaltat minden tesztlyukba.

Inkubdlja 2 6ran &t 18 - 25°C, kdzben razassa sikrazén 700 rpm + 100 rpm
fordulatszdmmal.

Teljesen szivjuk ki a lyukak tartalmat.

Mossa a lemezt 3-szor egymas utan:

= Toltson 0.4 ml moséfolyadékot minden lyukba

= Teljesen szivjuk ki a lyukak tartalmat

Pipettazzon minden egyes cs6be 100 pl el6hivé oldatot lehetéleg 15
percen belil a lemezmosast kovetden.

Inkubdlja 15 percen &t 18 - 25°C, kdzben razassa sikrazon 700 rpm + 100
rpm fordulatszammal, védje a direkt napfénytol.

Pipettazzon 100 pl leallit6 oldatot minden csébe.

Olvassa le az abszorbancidkat 450 nm és 490 nm (referenssziir6 630 nm
vagy 650 nm) 30 percen belil és szdmitsa ki az eredményeket a XI.
pontban leirtak alapjan.

EREDMENYSZAMITAS

Polikromatikus leolvasas:

Ebben az esetben szoftverrel készitse el az adatfeldolgozast.

A lemezt el6sz0r 450 nm-es hulldmhosszon olvassa le a referens filterrel

szemben, melyet 650 nm (vagy 630 nm) allit.

A masodik leolvasasnal 490 nm hullamhosszra allitsa a késziiléket és

ugyanazzal a referens filterrel szemben olvassa le.

Az szoftver automatikusan vezérli az olvasét és integralja mindkét

hullamhosszon kapott eredményt polikromatikus modell szerint.

Ezzel a technikaval optikai denzitas (abszorbancia, OD) értékeket kapunk,

melyek értéke 10 alatt van.

A polikromatikus adat feldolgozasa a kovetkezd elv alapjan torténik:

= Xi = optikai denzitas 450 nm hulldmhosszon

= Yi = optikai denzitas 490 nm hulldmhosszon

L] Hasznéljunk nem stlyozott lineéris regressziét A és B paraméterek
kiszamitasahoz: Y = A*X + B

. Ha Xi < 3 OD egység, akkor X = Xi

=

N

XIL

L] Ha Xi > 3 OD egység, akkor X = (Yi-B)/A

= 4 paraméteres logisztikus gorbeillesztést hasznéljon a kalibracios
gorbe felvételéhez.

= A mintdk TNF-a koncentrécioit interpolalassal kapja a kalibracios
gorbe alapjan.

Bikromatikus leolvasas

A lemezt 450 nm-es hulldmhosszon olvassa le a referens filterrel szemben,
melyet 650 nm (vagy 630 nm) allit.

Szé&mitsa ki az atlagat a parhuzamos mérések eredményeinek.

Egy fél-logaritmus vagy lineéris gérbén abrazoljuk a kalibratorok optikai
denzitdsat az ordinatan (fliggbleges tengely) a TNF-o koncentraciok
fuggvényében (abcisszan, vizszintes tengely). Rajzoljuk meg a kalibrécios
gorbét, agy hogy Osszekotjik a kapott mérési eredmények értékeit egy
egyenessel.

Olvassuk le a minden kontroll és minta koncentraci6jat interpolacioval a
kalibracids gorbérol.

Szamitogép vezérelt rendszereknél joval egyszeriibb ez a kalkulacio. Ha
automatikus eredményszadmitast hasznalunk 4 paraméteres logisztikus
gorbeillesztést allitsunk be.

JELLEMZO ADATOK

A kovetkezd mérési eredmények csak példa értékiiek, ne hasznaljak a kalibracios
gorbeként a méréseknél.

TNF-a -ELISA Optikai denzitasi értékek
polikromatikus sugarzasnal

Kalibréator 0 pg/ml 0.045

6.8 pg/ml 0.120

18 pg/ml 0.259

52 pg/ml 0.619

176 pg/ml 1.435

518 pg/ml 3.237

XIl. MINOSEGI JELLEMZOK

A.

Kimutatasi hatar

20 nulla kalibratort (vakoldatot) vizsgaltak egy masik sorozat kalibratorral
szemben. A kimutatasi hatar definicié szerint egy latsz6lagos koncentracio,
melyet a nulla kotést tartalmazo oldatok atlagos optikai denzitasa felett 2
szérasnyira kapott eredménybdl szamithat ki, jelen esetben 0.7 pg/ml.

B.

Specificitas

Keresztreakcidé nem volt megfigyelhet6 a kovetkezé anyagok jelenlétében IL-1a,
IL-1B, IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, TNF-B, IFN-a, IFN-B, IFN-y,
TGF-B, GM-CSF, OSM , MIP-1a, MIP-1B, LIF, MCP-1, G-CSF és RANTES. Ez
a TNF-o mddszer specifikusnak tekintheté a human természetes és rekonbinans
TNF-o meghatarozasara.

C. Pontossag (Precision)
VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI
szérum N <X>+SD CV || szérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
20 91+6 6.6 A 24 122 +5 4.5
20 526 + 33 6.3 B 24 431+ 14 3.3

SD : szérés; CV: relativ sz6ras

D. Visszanyerhetdség (Accuracy)
VISSZANYERHETOSEGI TESZT
Minta hozzaadott visszanyert TNF-a Visszanyerhe-
TNF-a (pg/ml) téség
(pg/ml) (%)
Szérum 1 0 6.2 -
38.4 433 97
83.9 90.0 100
188.3 192.5 99
408.2 376.2 91
Szérum 2 0 3.8 -
38.4 45.5 108
83.9 91.2 104
188.3 162.2 84
408.2 379.2 92

HIGITASI TESZT




XVII. SZAKIRODALOM

1.

BEUTLER B., CERAMI A. (1987)

Minta Higitas Elméleti koncentracié Meért koncentracié
(pg/ml) (pg/ml)

Szérum 1 1 - 436.5
2 218.3 212.4

4 109.1 104.8

8 54.6 59.5

16 27.3 317

Szérum 2 1 - 420.2
2 210.1 211.2

4 105.0 98

8 52.5 58.3

16 26.3 30.7

A mintékat a nulla kalibratorral higitsa.

E. Eltelt id6 az utolso kalibrator és a minta bemérése kozott
A kovetkezd tablazatban lathatd, hogy mérési eredmények pontosak maradtnak,
ha a mintakat 30 perccel kés6bb adjak a lezart csovekhez, mint kalibratort.

TO 30 perc 45 perc
SC1 202 183 222
SC2 506 520 565

XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

. Ha a Kontroll 1 és 2-re kapott eredmények nem esnek bele az (iveg
cimkéjén megadott tartomanyba, akkor a kapott eredményeket ne
hasznélja, kivéve, ha van valami elfogadhaté magyarazata az eltérésnek.

L] Igény szerint minden laboratérium készithet sajat kontroll mintakat
maganak, melyet részekre osztva fagyasztva téaroljanak. Ne hasznéljon
olyan kontrollt, mely azidot tartalmaz, mert zavarja az enzim reakciot.

L] Az elfogadhatoségi kritériumot a parhuzamos mintak eredményei kdzott a
J6 Laboratoriumi Gyakorlatban kell szabalyozni.
L] Javasoljuk, hogy kontrollokat hasznéljak, mint ismeretlen mintdkat a

mérések soran, hogy ellendrizzék a modszer variabilitasat. Fel kell venni
a kontrollok min6ség ellenérzési diagramjat.

L] Nem art ranézésre ellendrizni a szamitdgép altal illesztett gorbe, mennyire
illeszkedik a mérési pontokhoz.

XV. REFERENCIA INTERVALLUMOK

Ezek az értékek csak tajékoztatd jellegiick, minden laboratoriumnak el kell
késziteni a sajat normal értéktartomanyat.

Téjékoztatasul, az eredmény 30 szérum mintabdl (mely latszolag egészséges
emberekbdl szarmazd, alacsony CRP szintll) szarmazik, és 4.6 és 12.4 pg/ml
kdz6tt mozog.

XVI. BIZTONSAGI ELOIRASOK

Biztonsag

Kizérolag in vitro diagnosztikai célokra.

A készletben 1évé human vér komponenseket tesztelték eurépai szabvanyok és
vagy FDA altal jévahagyott modszerekkel, és negativ eredményt adtak HBsAg,
anti-HCV, anti-HIV-1 és 2 virusokra. Mivel egyetlen ismert mddszer sem
garantdlja tokéletesen, hogy nincs hepatitis, AIDS virus vagy egyéb mas
koérokozé a reagensekben, ezért azokat és minden szérum mintat is fert6zd
betegséget terjesztésére képes anyagnak kell tekinteni, s helyi biztonsagi
szabalyozasoknak megfelelden kell kezelni.

Minden Allati terméket és szarmazékot egészséges allatokbdl gyiijtottek.
Szarvasmarha szarmazék olyan orszagh6l szarmazik, ahol nincs BSE jarvany.
Ennek ellenére, az allati eredetli komponenseket tartalmazé reagenseket
potencialisan fertdzoként kell kezelni.

Keriilje az dsszes reagens borrel vald érintkezését, ledllitd oldat HCI tartalmaz.
Ha mégis érintkezne, a bériinkkel mossuk le alaposan vizzel.

Ne dohéanyozzon, igyon, egyen és ne hasznaljon semmilyen kozmetikumot a
labor terliletén. Ne pipettézzon szajjal. Hasznaljon védékopenyt és egyszer
hasznalatos gumikesztyiit.
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XVIIl.  APROTOKOLL OSSZEFOGLALOJA

i MINTA(K)
KALIBRATOROK KONTROLLOK
(M) ()
Inkubalé puffer 50 50
Kalibratorok (0-5) 200 -
Mintak, Kontrollok - 200

Inkubdlja 2 6ran &t 18 - 25°C, kdzben razassa sikrazon 700 rpm fordulatszdmmal.
Szivja le a folyadékot a tesztlyukakbdl.
Mossa 3-szor 400 pl mos6folyadékkal és szivja le.

Nulla Kalibrétor 100 100
Anti-TNF-o -HRP konjugalt 50 50

Inkubdlja 2 6ran &t 18 - 25°C, kdzben razassa sikrazon 700 rpm fordulatszdmmal.
Szivja le a folyadékot a tesztlyukakbal.
Mossa 3-szor 400 pl mosé6folyadékkal és szivja le.

kromogén oldat 100 100

Inkubélja 15 percen &t 18 - 25°C, kdzben razassa sikrdzon 700 rpm fordulatszdmmal.

Leallité oldat 100 100

Olvassa le mikrotiter lemezleolvaséval és mérje meg az abszorbanciat minden
tesztlyukban 450 nm (és 490 nm-en) hulldmhosszon 630 (vagy 650 nm) hulldamhosszal
szemben.
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