Quantikine’ IVD ELISA

Test absorp¢ji immunozaleznej na ludzka Epo

Oznaczenie katalogowe DEP0O

Ta ulotka zataczona do zestawu musi by¢ przeczytana w catosci przed uzyciem produktu.
Charakterystyka testu i bibliografia znajduja sie w angielskiej wersji tego protokotu.
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NAZWA | PRZEWIDZIANE ZASTOSOWANIE

Testimmunoabsorpcji enzymozaleznej (ELISA) do ilosciowego ustalania stezenia erytropoetyny (Epo) w
ludzkiej surowicy i osoczu, jako pomoc w diagnozie anemii i policytemii.

ZASADA TESTU

ELISA Quantikine IVD Epo oparta jest na metodzie "sandwich" ("kanapkowej") przy uzyciu dwéch
przeciwciat. Dofki ptytki mikrotitracyjnej, optaszczone przeciwciatem monoklinalnym (myszy)
specyficznym wzgledem Epo sg inkubowane z probka lub standardem. Erytropoetyna wigze sie z
unieruchomionym przeciwciatem na ptytce. Po usunieciu nadmiaru prébki lub standardu, dotki
inkubowane sg z przeciwciatem poliklonalnym anty-Epo (krélika) sprzezonym z peroksydaza chrzanowa.
Podczas drugiej inkubacji sprzezenie przeciwciato-enzym wigze sie z unieruchomionym Epo. Nadmiar
sprzezenia usuwany jest przez przemycie. Do dotkdw dodawany jest chromogen, ktéry podlega
utlenieniu w trakcie reakcji enzymatycznej, i powstaje zabarwiony na niebiesko zwigzek kompleksowy.
Reakcje zatrzymuje sie przez dodanie kwasu, ktory zmienia barwe niebieska na zota.

llo$¢ wygenerowanej barwy jest wprost proporcjonalna do ilosci sprzezenia zwigzanego z kompleksem
przeciwciat specyficznych Epo, ktérego ilos¢ jest z kolei wprost proporcjonalna do ilosci Epo w prébce
lub standardzie. Mierzony jest stopien absorbancji tego kompleksu, i generowana jest krzywa zwykta
wykreslona przez zestawienie wartosci absorbancji wzgledem stezenia standardéw Epo. Stezenie Epo
w nieznanej probce okreslane jest przez porownanie optycznej gestosci probki do uzyskanej krzywej
zwyktej. Standardy uzywane w tym tescie to rekombinowana ludzka Epo skalibrowana zgodnie ze
standardem Second International Reference Preparation (67/343). Jest to forma ludzkiej erytropoetyny
otrzymywanej z uryny.
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ZAtACZONE ODCZYNNIKI

Plytka mikrotitracyjna erytropoetyny (Element 890126) - 96-dotkowa poliestyrenowa
mikroptytka (12 paskéw po 8 dotkéw), optaszczona monoklonalnym przeciwciatem
pochodzacym od myszy, specyficznym wzgledem rekombinowanej ludzkiej Epo.

Sprzezenie erytropoetyny (Element 890127) - 21,5 mL przeciwciata poliklonalnego
pochodzacego od krélika, specyficznego wzgledem rekombinowanej ludzkiej Epo,
sprzezonego z peroksydaza chrzanowa ze srodkiem konserwujacym.

Standard erytropoetyny 0.0 mlU/ml (Element 890128) - 2,1 mL buforowanego podtoza
biatkowego ze Srodkiem konserwujacym.
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Standard erytropoetyny 2.5 mlU/ml (Element 890129) - 2,1 mL rekombinowanej ludzkiej
Epo w buforowanym podlozu biatkowym ze srodkiem konserwujgcym.

Standard erytropoetyny 5.0 mlU/ml (Element 890130) - 2,1 mL rekombinowanej ludzkiej
Epo w buforowanym podlozu biatkowym ze srodkiem konserwujacym.

Standard erytropoetyny 20.0 mlU/ml (Element 890131) - 2,1 mL rekombinowanej
ludzkiej Epo w buforowanym podlozu biatkowym ze srodkiem konserwujacym.

Standard erytropoetyny 50.0 mlU/ml (Element 890132) - 2,1 mL rekombinowanej
ludzkiej Epo w buforowanym podlozu biatkowym ze srodkiem konserwujacym.

Standard erytropoetyny 100.0 mIU/ml (Element 890133) - 2,1 mL rekombinowanej
ludzkiej Epo w buforowanym podlozu biatkowym ze srodkiem konserwujgcym.
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Standard erytropoetyny 200.0 miU/ml (Element 890134) - 2,1 mL rekombinowanej
ludzkiej Epo w buforowanym podlozu biatkowym ze srodkiem konserwujgcym.

Rozcienczalnik Testu Erytropoetyny (Element 895057) - 11 mL buforowanego podtoza
biatkowego ze Srodiem konserwujacym. Zawiera azydek sodu.

Rozcienczalnik prébek (Element 895058) - 26 ml bufora stabilizowanego biatkiem ze
DIL | SPE srodkiem konserwujacym.
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Koncentrat Bufora Myjacego Erytropoetyny (Element 895059) - 100 mL 25-krotnego
koncentratu ze srodkiem konserwujacym.
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Odczynnik Koloru A (Element 895549) - 12 mL Odczynnika koloru A (0,01 N
buforowanego nadtlenku wodoru).

Odczynnik Koloru B (Element 895550) - 12 mL Odczynnika Koloru B (0,35 g/L
tetrametylobenzydyna).
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Roztwér blokujacy (Element 895060) - 11 mL kwasu siarkowego (2N). Uwaga: Srodek
zracy. Zatozy¢ okrycie ochronne na oczy, rece, twarz i ubranie.
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Przykrycie plytek - 4 paski samoprzylepne.

PRZECHOWYWANIE

Nienaruszony zestaw przechowywac w temp. 2-8° C. Nie uzywac zestawu po uptywie okresu /ﬂ/st
Nie otwarty komplet | przydatnosci. 2C

Rozciericzony bufor myjacy Moga by¢ przechowywane w temperaturze pokojowej (20-25° () . szst

do momentu uptywu okresu przydatnosci.

Roztwor blokujacy

Rozciericzalnik prébek

Rozciericzalnik testowy

Moze by¢ przechowywany w temp. 2-8° C do momentu uptywu st"c
2°C

Otwarte/Rozciericzone | Sprzezenie okresu przydatnosc,

odczynniki

(Czysty Odczynnik Koloru A

(Czysty Odczynnik Koloru B
Standardy

Nie uZ(i/te ptytki whozy¢ do torebki foliowej zawierajacej Srodek osuszajacy, i zamkna¢
Ptytki mikrotitracyjne z dotkami | doktadnie zamkniecie strunowe torebki. Moga by¢ przechowywane w temp. 2-8° C
do momentu uptywu okresu przydatnosci.




OSTRZEZENIA/SRODKI 0STROZNOSCI

Przy uzyciu diagnostycznym in vitro

Nie uzywac zestawu po uptywie okresu przydatnosci

Aby osiggnac najlepsze wyniki, kazde laboratorium powinno uznac za obowigzujaca okreslong
metode testowa (stacjonarng lub wytrzasarka) i wykonywac wszystkie testy tylko ta metoda.

Aby zminimalizowac zréznicowanie w obrebie testu, pipetowad prébe przez 15 minut.

Nie zastepowac odczynnikéw z zestawu odczynnikami z innych kompletéw lub innych zrédet.
Chroni¢ odczynniki zestawu przed silnym swiattem podczas przechowywania i inkubacji.
Chroni¢ odczynniki z zestawu przed kontaktem z czynnikami utleniajgcymi i metalami.
Wystawienie na dziatanie azydku sodu dezaktywuje sprzezenie.

Nie pipetowac ustami.

Nie pali¢ i nie spozywac pokarméw w miejscach gdzie operuje sie odczynnikami z zestawu lub
prébkami.

Chronic skore i btony sluzowe przed kontaktem z odczynnikami lub prébkami.

Jedli jakikolwiek odczynnik wejdzie w kontakt z oczami, skdra lub btonami sluzowymi, przemy¢
duzg iloscig wody i skontaktowac sie z lekarzem.

Surowica i wszystkie materiaty wchodzace z nig w kontakt powinny by¢ traktowane zgodnie
ze wskazéwkami CLSI dotyczacymi zapobieganiu przenoszeniu patogenow zawartych w krwi
podczas prac laboratoryjnych.

Czasy inkubacji i temperatury inne od wyszczegdlnionych mogg prowadzi¢ do uzyskania
btednych wynikéw.

Skazenie odczynnikéw zestawu moze prowadzi¢ do uzyskania btednych wynikéw.

Jesli to mozliwe, stosowac plastikowe pipety jednorazowe, koncoéwki pipet i naczynia do
przygotowania i przechowywania odczynnikéw. Szkto laboratoryjne winno by¢ doktadnie
przeptukane roztworem kwasu siarkowego (1N) lub kwasu solnego (1N) a nastepnie przemyte co
najmniej trzykrotnie woda dejonizowana. Na szkle nie powinno by¢ zadnych pozostatosci kwasu
lub detergentu.

Do rozcieniczania prébek uzywac probéwek z polipropylenu lub polietylenu o duzej gestosci
(HDPE). NIE UZYWAC PROBOWEK SZKLANYCH.

Niektore z elementow tego zestawu zawierajg azydek sodu, ktéry moze wchodzi¢ w reakcje z
otowiang lub miedziang instalacja wodno-kanalizacyjng, prowadzac do powstania wybuchowych
azydkéw metali. Pozbywajac sie tych substancji, sptukiwa¢ duzymi ilosciami wody.

CECHY WSKAZUJACE NA NIESTABILNOSC LUB SPADEK JAKOSCI

Odczynniki koloru powinny pozostac bezbarwne w postaci czystej i potaczonej. Strat w roztworach
odczynnikéw ogdlnie uwazany jest za ceche wskazujacg na niestabilnos¢ lub spadku jakosci. Jesli
jakiekolwiek z tych oznak niestabilnosci lub spadku jakosci zostang zaobserwowane, lub gdy
wspotczynnik korelacji krzywej zwyktej wynosi mniej niz 0,95, prosimy o zachowanie odczynnika/
ow w temp. 2-8° Ci kontakt z R&D Systems Europe pod numerem +44 (0)1235 529449.
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POZOSTALY WYMAGANY SPRZET LABORATORYJNY
« Pipety i koncowki pipet.

+ Pozioma orbitalna wytrzgsarka do mikroptytek (wychylenie 0,12") zdolng do utrzymywania
czestotliwosci 500 + 50 obr/min (zgodnie z wymogami Metody z Wytrzasarka).

+ 100 mL i 4-litrowe menzurki ze skala.

+ Pipeta wielokanatowa, dozownik butelkowy, dozownik wielokrotny, lub zautomatyzowana.
ptuczka mikroptytek.

« Bibuta absorbcyjna lub papierowe reczniki do osuszania dotkéw.

+ Czytnik mikroptytek zdolny do mierzenia absorbancji przy dtugosci fali 450 nm, z dtugoscia
fali korekcyjnej 600 nm.

« Tacki do odczynnikow immunoabsorpcyjnych.
» Woda dejonizowana lub destylowana.

« Komputer z mozliwoscig 4-parametrowego pasowania krzywej logistycznej do redukgji
danych.

« Probka/i kontrolne Erythropoietin Serum Control, np., Quantikine IVD Human Serum Control
1i 2, oraz Control 3 [dostepne w R&D Systems, odpowiednio: nr katalogowy CEPO1 (5 fiolek
na kazdy poziom) i nr katalogowy CEPO3 (10 fiolek, poziom 3),] lub odpowiedniki.

PRZYRZADY

Wyniki testu mierzone sg spektrofotometrycznie przy dtugosci fali 450 nm przy uzyciu czytnika
mikroptytek. Dla uzyskania najlepszych rezultatéw, nalezy podczas pomiaru stosowac fale
referencyjna o dtugosci 600 nm (dtugosci fal 540 nm, 570 nm, i 650 nm moga réwniez by¢
uzyte) aby skorygowac optyczne wady polistyrenowej mikroptytki. Mozna uzy¢ przyrzadoéw
bez filtréw referencyjnych, niemniej precyzja wykonania testu moze zosta¢ zmniejszona.
Polecane jest zastosowanie czytnika mikroptytek z zakresem gestosci optycznej 0-3 D + 0,005
D. Czytniki mikroptytek z zakresem gestosci optycznej ponizej 0-3 D moga rowniez by¢ uzyte,
ale zakres analizy moze by¢ zredukowany.

OGRANICZENIA

+ Rezultaty testu powinny znalez¢ zastosowanie w potgczeniu z danymi pochodzacymi z badan
klinicznych i innych procedur diagnostycznych. Nie przeprowadzono badan zadnych lekéw
na mozliwosc ingerencji w test.

« Jesli wartosci uzyskane na podstawie prébek sa wyzsze niz najwyzszy standard, probki
nalezy rozcienczy¢ w Rozcienczalniku Probek i test powtdrzy¢. Zmiana operatora/badacza,
techniki pipetowania, techniki mycia, czasu inkubacji lub temperatury i wieku zestawu moga
spowodowac zréznicowanie w wigzaniu substangji.




ZBIERANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK

Surowica - Uzywac separatora surowicy lub probéwki na skrzep, i pozwoli¢ prébkom na
koagulacje w temperaturze pokojowej (20-25° C). Wirowac przy 760 x g* przez 15 minut w
temperaturze pokojowej, w przeciggu 30 min. od pobrania, aby unikna¢ hemolizy. Rozdzieli¢
w réwnych ilosciach i przechowywac w temp. 2-8° C do 7 dni, lub przez czas nieokreslony w
temp. -10° C w zamrazarce bez autorozmrazania. Unika¢ powtarzanych cykléw zamrazania-
rozmrazania.

Osocze - Zbierac¢ osocze uzywajac EDTA (kwasu wersenowego) jako antykoagulantu. Wirowa¢
probki przy 760 x g* przez 15 minut w temperaturze pokojowej w przeciggu 30 minut od
pobrania. Rozdzieli¢ na probowki i przechowywac w temp. 2-8° C do 7 dni, lub przez czas
nieokreslony w temp. -10° C w zamrazarce bez autorozmrazania. Unikaé¢ powtarzanych
cyklow zamrazania-rozmrazania.

Zaleca sie , aby kazde laboratorium ustandardyzowato test uzywajac prébek albo surowicy,
albo skoagulowanego EDTA osocza.

Lipemiczne, ulegte w wysokim stopniu hemolizie lub skazone prébki moga prowadzi¢

do uzyskania niedoktadnych wynikow, i nie powinny by¢ testowane za pomoca niniejszej
procedury. Nie przeprowadzono réwniez badan zadnych lekéw, ktére mogty by rzutowac
na test. Patrz Wytyczne CLSI: Procedures for the Handling and Processing of Blood Specimens
(Procedury postugiwania sie i przetwarzania prébek krwi) (Dokument CLSI H18; Aktualna
wersja)

*g=(1,118 X 10°) (promien w cm) (obr/min)?

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Przed uzyciem, wszystkie odczynniki powinny by¢ doprowadzone do temperatury
pokojowej (20-25° C).

Bufor Myjacy (1X) - Jesli w koncentracie uformowaty sie krysztatki, podgrza¢ do temperatury
pokojowej i miesza¢ delikatnie az do catkowitego rozpuszczenia krysztatkdw. Rozcienczy¢
100 mL Koncentratu Bufora Myjacego w 2500 mL wody dejonizowanej lub destylowanej aby
uzyskac 2500 mL Bufora Myjacego (1X).

Roztwor Substratu - Odczynniki Koloru A i B powinny zosta¢ zmieszane w réwnych
objetosciach 15 minut przed uzyciem. Chroni¢ przed swiattem. 200 uL uzyskanej mieszanki
przypada na jeden dotek. Pozbyc sie przygotowanego Roztworu Substratu jesli nie zostat uzyty.

PRZYGOTOWANIE ROZTWORU SUBSTRATU WZGLEDEM ROZMIARU TESTU

Catkowita liczha Objetos¢ Odczynnika Objetos¢ Odczynnika
dotkéw na préby Koloru A Koloru B

96 MmlL 1MmlL

48 6 mL 6 mL

32 4mL 4mL




PROCEDURA TESTOWA

Zanim zostang uzyte, wszystkie odczynniki i prébki powinny by¢ doprowadzone do
temperatury pokojowej. (20-25° C). Zaleca sie aby wszystkie probki, standardy i kontrole
byly testowane w duplikatach. Zasady metody stacjonarnej (na stole laboratoryjnym) i
wykorzystujacej wytrzasarke zostaty zataczone. W trakcie catego testu nalezy stosowac ta
sama metode.

1.
2.

3.
4.

o.

10.

Przygotowac odczynniki wedtug wskazéwek w poprzedniej sekcji.

Usuna¢ pokrywajaca folie uszczelniajaca, i wtozy¢ jg z powrotem do torebki plastikowej z
zamkiem strunowym zawierajacym $rodek odsuszajacy, zamkna¢ doktadnie.

W kazdy dotek wprowadzi¢ pipeta 100 uL Rozcienczalnika Testowego Epo.

Dodac 100 plL standardu, kontroli i probki na dotek. Delikatnie stuka¢ w rame ptytki przez
ok. T min aby dokfadnie wymiesza¢ zawartosc¢. Przykry¢ ptytke zatgczonym paskiem
samoprzylepnym. Uktad elementow na ptytce zawierajacy przyktadowy schemat
rozmieszczenia standardow, kontroli i prébek znajduje sie na str. 80.

Dla Metody Stacjonarnej: Inkubowac przez 2h + 5 w temperaturze pokojowe;j.

Dla Metody z Wytrzasarka: Inkubowac przez 1 h £ 5 w temperaturze pokojowej na
poziomej orbitalnej wytrzasarce (wychylenie 0,12") przy 500 + 50 obr/min.

. Doktadnie pobrac¢ odsysajac lub dekantowa¢ zawartos¢ kazdego dotka. Odsuszy¢ na

czystym papierowym reczniku. Nie myé¢.

.Dodac 200 pL Sprzezenia Epo do kazdego dotka. Przykry¢ ptytke nowym paskiem

samoprzylepnym.

Dla Metody Stacjonarnej: Inkubowac przez 2h + 5 w temperaturze pokojowe;j.

Dla Metody z Wytrzasarka: Inkubowac przez 1 h £ 5 w temperaturze pokojowej na
poziomej orbitalnej wytrzasarce.

. Odessac dokfadnie kazdy dotek i umy¢, powtarzajac jeszcze trzykrotnie, myjac w sumie

czterokrotnie. My¢ napetniajac kazdy dotek Buforem Myjgcym (400 plL) uzywajac
dozownika butelkowego, dozownika wielokrotnego lub ptuczki do mikroptytek.
Kazdorazowe catkowite usuniecie ptynu jest niezmiernie istotne dla zachowania
wiasciwych parametréw wydajnosci. Po ostatnim myciu, pozostatosci Bufora Myjacego
odsysajac lub dekantujgc. Odwrdci¢ ptytke do géry dnem i osuszy¢ na czystych recznikach
papierowych.

. Dodac 200 pL Roztworu Substratu do kazdego dotka. (Uwaga: Roztwér Substratu musi

zostac uzyty w przeciggu 15 minut od przygotowania). Inkubowac przez 20-25 minut w
temperaturze pokojowej na stole laboratoryjnym.

Doda¢ 100 uL Roztworu Blokujgcego do kazdego dotka. Jesli zmiana koloru nie wyglada na
jednolitg, lekko postukac ptytke aby zawartosc zostata doktadnie wymieszana.

Okresli¢ gestosc optyczng (D) kazdego dotka w przeciggu 15 minut, przy uzyciu czytnika
mikroptytek ustawionego na 450 nm. Jesli dostepna jest fala korekcyjna, ustawic jej
dtugos¢ na 600 nm. Jesli zas dtugos¢ fali korekcyjnej jest niedostepna, odja¢ wartosci
odczytu przy 600nm od wartosci uzyskanych przy 450 nm. Odejmowanie to pozwoli na
skorygowanie btednego odczytu wynikajacego z optycznych wad ptytki. Odczyty uzyskane
bezposrednio przy 450 nm bez korekty moga by¢ wyzsze i mniej doktadne.







OBLICZENIE WYNIKOW

Odczytac warto$¢ absorbancji z kazdego dotka w czytniku mikroptytek, uzywajac 450 nm jako
pierwotnej dtugoscifali 600 nm jako dtugosci fali referencyjnej. (540,570 i 650 nm sg dopuszczalne)

Obliczy¢ srednig zduplikowanych odczytéw dla kazdego standardu, kontroli i probki, i odjac srednig
0 mlU/ml gestosci optycznej standardu.

Stworzy¢ krzywa zwykta przez redukcje danych uzywajac oprogramowania zdolnego do
wygenerowania 4-parametrowego (4PL) pasowania krzywej logistycznej. Alternatywnym rozwigzaniem
jest zbudowanie krzywej zwyktej przez naniesienie srednich wartosci absorbancji dla kazdego
standardu na osi y wzgledem stezenia na osi x i wykre$lenie najlepiej dopasowanej krzywej wzdtuz
punktéw na wykresie. Przeksztatcenia danych w forme linearna mozna dokonac przez naniesienie logu
stezen Epo wzgledem logu gestosci optycznej (D), i najlepiej dopasowana linia moze zosta¢ okreslona
przez analize regresji. Procedura ta pozwoli uzyska¢ odpowiednie, lecz mniej precyzyjne dopasowanie
danych.

Zgtasza¢ wartosci dla kazdej niewiadomej przy odczycie w przedziale (2,5-200 mIU/ml) testu. Dla
wartosci niewiadomych powyzej zakresu, patrz sekcja Rozciericzanie Prébek o Wysokim Stezeniu Epo.
Wartosci ponizej podanego przedziatu, zgtaszac jako niewykrywalne lub < 2,5 mIU/ml.

TYPOWE DANE

Te krzywe zwykte zamieszczono wytgcznie w celach demonstracyjnych. Dla kazdego testowanego
zestawu probek nalezy wykresli¢ krzywa zwykta.

Metoda Stacjonarna Metoda Staqqnarpa
(mlU/mL) 0.D. Srednia Skorygowana
10 - 0 0,072
0 0,074 0,073 —
2,5 0,106
2,5 0,108 0,107 0,034
T 5 0,144
a 5 0,146 0,145 0,072
o 20 0,342
o1 | 20 0,353 0,348 0,275
50 0,743
50 0,746 0,744 0,671
100 1,298
0.01 ' ' , 100 1,340 1,319 1,246
1 10 100 1000 200 2,366
Erytropoetyny (mlU/mL) 200 2,463 2,414 2,341
Metoda z Wytrzasarka Metodaz Wytr’zqsa-rkq
(mlU/mL) 0.D. Srednia Skorygowana
10 - 0 0,045
0 0,047 0,046 —
2,5 0,070
2.5 0,076 0,073 0,027
T 5 0,107
a 5 0,108 0,108 0,062
o 20 0,263
o1 | 20 0,263 0,263 0,217
50 0,597
50 0,608 0,602 0,556
100 1,081
0.01 ' ' ' 100 1,098 1,090 1,044
1 10 100 1000 200 2,008
Erytropoetyny (mIU/mL) 200 2,136 2,072 2,026




ROZCIENCZANIE PROBEK 0 WYSOKIM STEZENIU EPO

Prébke surowicy lub osocza powyzej 200 mlU/mL nalezy rozciericzy¢ Rozcienczalnikiem
Probek.

Na przyktad
+ Dla probek ze stezeniem Epo pomiedzy 200 mIU/mL a 2000 mlU/mL, wymagane jest
10-krotne rozcienczenie. Rozcienczyc¢ 25 ulL prébki 225 pL Rozcienczalnika Prébek.

« Prébki ze stezeniem Epo powyzej 2000 mIU/mL winny by¢ mocniej rozcienczone, taka by
zblizy¢ je do zakresu krzywej zwyktej (np. 20-krotnie, 40-krotnie, itd.)

Uwaga: Do rozcienczania probek uzywac probdéwek z polipropylenu lub polietylenu o duzej
gestosci (HDPE). NIE UZYWAC PROBOWEK SZKLANYCH. Zastosowanie probéwek szklanych
spowoduje uzyskanie btednych wynikéw ze wzgledu na adsorpcje Epo do szkta.

W celu okreslenia stezenia Epo w probkach surowicy lub osocza, nalezy pomnozy¢ uzyskany
wynik przez wspétczynnik rozcieficzenia.

KONTROLA JAKOSCI

Kazde laboratorium przeprowadzajace analize powinno ustali¢ program kontroli jakosci, w celu
monitorowania wynikéw testu immunoabsorpcyjnego Quantikine IVD Epo W ramach tego
programu, probki kontrolne ze znanymi stezeniami Epo (dostepne w R&D Systems) powinny
znalez¢ w kazdym tescie. R&D Systems zaleca uzycie przynajmniej dwoch prébek kontrolnych
w tescie w celu weryfikacji doktadnosci metody testowej. Wprowadzenie prébki kontrolnej w
srodkowo-gornym przedziale koncowym normalnego zakresu i probka kontrolna umieszczona
w okolicy srodka krzywej testowej to dobry wybor na codzienng ocene doktadnosci testu.
Mozna réwniez umiescic¢ probke kontrolng w gornym koncu krzywej testowej w celu oceny
doktadnosci gérnego kranca préby. Jesli uzyskane wartosci nie znajduja sie w obrebie
ustalonego przedziatu, wyniki testu moga byc¢ niewazne. Wyniki jednostkowego testu sg
wazne o ile uzyskane wartosci kontrolne pozostaja w obrebie opublikowanych przedziatéw
dostepnych komercyjnie prébek kontrolnych, lub ustalonego przedziatu dla wtasnych probek
kontrolnych. Wspétczynnik korelacji pasowanej krzywej zwyktej powinien wynosic > 0,95.




TROUBLESHOOTING

Ogdlnie rzecz ujmujac, niepowodzenie testu wynika z btedu technicznego, awarii przyrzadéw
lub problew z odczynnikami. Kiedy test zawodzi, nalezy sprawdzi¢ daty waznosci odczynnikéw
i upewnic sie, ze wszystkie odczynniki byly przechowywane zgodnie ze wskazéwkami na
oznakowaniu produktu. Dodatkowe informacje znajduja sie w sekcji Cechy wskazujace na
niestabilnos¢ lub spadek jakosci. Jesli doktadnos¢ testu budzi watpliwosci, lub tez w trakcie
przeprowadzania testu wystepuja problemy, kwestie problematyczne mozna zidentyfikowa¢
postugujac sie ponizszg tabela.

PROBLEM

Wysoki wspotczynnik wariangji (% C.V.)
(duza zmiennos¢ duplikatéw w poréwnaniu
z wymogami dokfadnosci poszczegdlnych
laboratoriéw)

Zredukowana niska gestos¢ optyczna
(< 0,015 D) lub wysokie tto

Staba korelacja Krzywej Zwyktej
(r<0,95)

Niedoktadne powstawanie koloru

Wytrzasarka rozlewa zawartosc dotkow
na przyklejana pokrywe ptytki

MOZLIWE ZRODLO
Niedoktadne wymycie dotkdw.

Niedoktadne odsysanie z dotkdw.

Niepetne zmieszanie Odczynnika Koloru A
i Odczynnika Koloru B

Wytrzasarka rozlewa zawartos$¢ dotkow
na pokrywe plytki

Nier6wne objetosci wprowadzone do
dotkow

Niedoktadne wymycie dotkéw
Niedoktadne odsysanie z dotkéw

Nieréwne objetosci wprowadzone do
dotkéw

Odczynnik Koloru A i Odczynnik Koloru B
zmieszane zbyt wezesnie

Btad pipetowania

Niedoktadne odsysanie z dotkéw

Nieréwne objetosci wprowadzone do
dotkéw

Niewfasciwy czasy inkubacji lub
temperatury

Sprzezenia lub Odczynnik Koloru nie
reaguje

Zbyt szybkie obroty wytrzasarki ptytek

SPRAWDZENIE LUB DZIALANIE
Upewnic sie, ze stacja myjaca dziata
prawidtowo
Dotki powinny wygladac na suche po
odsysaniu
Upewnic sie, ze Roztwor Substratu jest
wiasciwie wymieszany
Skalibrowac wytrzasarke do 500 + 50
obr/min
Upewnic sig, ze pipeta jest skalibrowana i
dziata prawidtowo

Upewnic sie, ze stacja myjaca dziata
prawidtow

Dotki powinny wygladac na suche po
odsysaniu

Upewnic sig, ze pipeta jest skalibrowana i
dziata prawidtowo

Roztwor Substratu musi zosta uzyty w
przeciggu 15 minut od przygotowania

Rozwazy( edycje danych zgodnie z
procedurami danego laboratorium.

Dotki powinny wygladac na suche po
odsysaniu

Upewnic sig, ze pipeta jest skalibrowana i
dziata prawidtowo

Stosowac sie do zalecanych okreséw
inkubagji i temperatur

Imieszac rowne objetosci (tj.: 100 pL
kazda) Odczynnika Koloru A, Odczynnika
Koloru B, i Sprzezenia Epo. Wiasciwe
barwienie powinno nastapic¢ natychmiast

Skalibrowac wytrzasarke do 500 + 50
obr/min
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PRZEWIDYWANE WARTOSCI WYNIKOWE

Stezenia erytropoetyny pobrano od 123 normalnych oséb z okolic Minneapolis/St. Paul

w Minnesocie. Uzywajac nieparametrycznej metody analizy wartosci referencyjnych
przedstawionej w publikacji NCCLS "How to Define, Determine, and Utilize Reference Intervals
in the Clinical Laboratory" ("Jak definiowa¢, okresla¢ i stosowac interwaty referencyjne w
laboratorium klinicznym", Dokument NCCLS C28-P; Vol. 12 No. 2), ustalono nastepujace
przedzialy referencyjne (2,5-97,5 percentyla) dla Epo w surowicy i skoagulowanym EDTA
osoczu. Kazde laboratorium testujgce powinno ustali¢ swéj wkasny normalny zakres.

Rozkfad normalnych wartosci Epo
(n=123)
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Pacjenci cierpigcy na czerwienice prawdziwa (polycythaemia rubra) moga wykazywac
stezenie Epo w obrebie normalnego zakresu, podczas gdy ci z policytemig wtérng moga
mie¢ podwyzszone stezenie Epo w surowicy. Chorujacy na policytemie rubra vera poddawani
nacieciu zyty moga mie¢ podwyzszone stezenie Epo w surowicy.

Pacjenci cierpigcy na wiekszos¢ typow anemii bedg wykazywali wyzsze niz normalne stezenie
Epo w surowicy, podczas gdy chorujacy na anemie zwigzang z przewlekta niewydolnoscia
nerek mogg wykazywac stezenie Epo w surowicy w obrebie normalnego przedziatu tego
testu. Cierpigcy na niedokrwisto$¢ otrzymujacy transfuzje moga miec stezenia Epo nizsze niz
przewidywane. Nienormalnie wysokie stezenia Epo w surowicy mozna réwniez zaobserwowac
w réznych innych stanach patologicznych takich jak nowotwory nerek, nowotwory fagodne,
choroba wielotorbielowa nerek, torbiel nerkowa i wodonercze.

Wyniki tego testu nalezy wykorzystywac w potaczeniu z danymi uzyskanymi w badaniach
klinicznych i innych procedurach diagnostycznych.
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