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ANA-Ease ELISA Kit Ein quantitativer und qualitativer Assay zur Ermittlung von anti-nukleären IgG-Antikörpern Produktcode GD74



96 Tests



Für In-vitro-Diagnostik



140610



1. Verwendungszweck ANA-Ease ist eine schnelle ELISA-Methode zur Ermittlung von antinukleären Antikörpern (ANAs) des Isotyps IgG. Der Kit ist rein zur Invitro-Diagnostik bestimmt und soll als Hilfe für die Diagnose von bestimmten rheumatischen Erkrankungen dienen.



·



Negative Kontrolle: 2ml von 10mM tris-gepufferter Salzlösung mit normalem humanem Serum, gebrauchsfertig



·



Gebrauchsanweisungen



5. Sonstige erforderliche Geräte 2. Erläuterung des Tests 1.



ANAs treten häufig bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen auf wie systemischer Lupus erythematosus, Sjögrensyndrom, Skleroderma, Polymyositis, CREST-Syndrom und kombinierten Erkrankungen des Bindegewebes. Viele der Antikörper gegen nukleäre Antigene können mittels eines indirekten Immunofluoreszensassays entdeckt werden. Die ELISA-Methode ist jedoch unkomplizierter und kann leicht automatisiert werden. Somit kann eine große Menge von Patientenproben untersucht werden. Der Genesis Diagnostics ANA Kit ermittelt in einer einzigen Patientenprobe ANAs gegen dsDNA, Histonen, SSA/Ro, SSB/La, Sm, Sm/RNP, Sc170, Jo-1 und zentromere Antigene. 3. Testprinzip



2.



6. Vorsichtsmaßnahmen 6.1 Sicherheitsvorkehrungen



Verdünnte Serumproben werden mit Antigenmischung inkubiert, die dsDna, Histone, SSA/Ro, SSB/La, Sm, SM/RNP, Scl70, Jo-1, zentromere und andere Antigene aus Hep2–Zellkernen enthalten und auf Mikrotierbehältern immobilisiert sind. Nach dem Auswaschen von ungebundenen Serumkomponenten werden den Mikrotierbehältern mit Meerrettichperoxidase verbundenes Kaninchen-Anti-Human-IgG zugefügt. Dies verbindet sich mit oberflächengebundenen Antikörpern in der zweiten Inkubation. Ungebundene Konjugate werden durch Spülen entfernt, dann wird eine Lösung mit 3,3’,5,5’Tetramethylbenzidin (TMB) und Enzymsubstrat zugefügt, um eine spezifische Antikörperbindung aufzuspüren. Die Zugabe einer Stopplösung beendet die Reaktion und schafft den richtigen pH-Wert für die Farbentwicklung. Die optische Dichte des/der Standards, die Kontrollen und die Proben werden mit einem Mikroplattenleser bei 450 nm ermittelt.



1. 2. 3.



4.



5.



4. Inhalt des Kits 6.



·



Mikroplatte: 96 Behälter in 12 X 8 abbrechbaren Streifen, vorbeschichtet mit einer Antigenmischung aus Hep2-Zellkernen extrahierter dsDNA, Histonen, SSA/Ro, SSB/La, Sm, SM/RNP, Scl70, Jo-1, zentromeren und anderen Antigenen, mit Halter in Folienbeutel mit Trockenmittel.



1.



Reagenz 1: Probenverdünnungsmittel 10 nM tris-gepufferte Salzlösung, pH 7,2 mit antimikrobiellem Mittel, 50ml (blau), gebrauchsfertig



2.



·



Reagenz 2: Wasch-Puffer 100 mM tris-gepufferte Salzlösung mit Reinigungsmittel, pH 7,2, 100 ml, Konzentrat (x 10).



3.



·



Reagenz 3: Konjugat Kaninchen-Anti-Human-IgGE-Konjugat (Meerrettichperoxidase) in Protein-stabilisierender Lösung und antimikrobielles Mittel, 12 ml, (rot), gebrauchsfertig



4.



·



Reagenz 4: TMB-Substrat wässrige Lösung aus TMB und Wasserstoffperoxyd, 12 ml, gebrauchsfertig



6.



·



Reagenz 5: Stopplösung gebrauchsfertig



ml,



7.



·



Standards: 0, 10, 20, 50, 50 und 100 U/ml, 2ml von 10mM trisgepufferter Salzlösung mit humanen IgG-Antikörpern gegen nukleäre Antigene, gebrauchsfertig.



8.



0,25M



Schwefelsäure,



12



Positive Kontrolle: 2ml von 10mM tris-gepufferter Salzlösung mit humanem Serum mit Antikörpern gegen nukleäre Antigene, gebrauchsfertig



Alle in diesem Kit enthaltenen Reagenzien sind nur für In-vitro-Diagnostik bestimmt. Nur erfahrenes Laborpersonal sollte diesen Test anwenden. Das Testprotokoll muss genau befolgt werden. Alles Material aus menschlicher Quelle, das für die Vorbereitung von Standards und die Kontrollen für dieses Produkt verwendet wird, wurde getestet und wies keine Antikörper gegen HIV, HbsAg und HCV auf. Keine Testmethode kann jedoch eine vollständige Garantie dafür bieten, dass keine Infektionserreger vorhanden sind. Deshalb sollten alle Reagenzien, die menschliches Material enthalten, so gehandhabt werden, als seien sie potenziell infektiös. Das Laborpersonal sollte Handschuhe und Schutzkleidung tragen, wenn Serum von Patienten oder Produkte auf Basis von Serum bearbeitet werden. Die Reagenzien dieses Kits enthalten antimikrobielle Wirkstoffe und die Substratlösung enthält 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden. Bei versehentlichem Kontakt sofort mit reichlich Wasser ausspülen. Die Stopplösung enthält 0,25 M Schwefelsäure. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden. Bei jedwedem versehentlichem Kontakt sofort mit reichlich W asser ausspülen. Alle Flüssigkeiten, die in Kontakt mit potenziell infektiösem Material gekommen sind, müssen in einem Behälter mit Desinfektionsmittel entsorgt werden. Die Entsorgung muss gemäß den jeweiligen örtlichen Bestimmungen erfolgen.



6.2 Technische Vorsichtsmaßnahmen



·



·



Teströhrchen für Verdünnung · Messzylinder zur Vorbereitung des Spülpuffers · Präzisionspipetten und Einwegspitzen für 10ml, 100ml, 1ml · EIA Mikroplattenwascher oder Mehrkanalpipette oder Spülflasche · destilliertes oder entionisiertes Wasser · absorbierendes Papier · EIAMikroplattenleser mit 450 nm und optional 630 nm Referenzfilter. Alternativ kann ein geeignetes automatisches System verwendet werden. Sowohl die manuellen als auch automatischen Instrumente sollten die folgenden Kriterien erfüllen: Pipetten mit einer Ungenauigkeit von weniger als 3 % ohne Übertragen der Pipettierschritte. Die Mikroplattenwascher sollten 99% der Flüssigkeit entfernen. Automaten sollten den Zeitraum zwischen Waschen und Zugabe des nächsten Reagenz minimieren.



5.



9. 10.



Die Streifen und Lösungen sollten nicht verwendet werden, wenn der Folienbeutel beschädigt ist oder Flüssigkeiten ausgelaufen sind. Lassen Sie vor Gebrauch alle Reagenzien und die Mikroplatte auf Zimmertemperatur aufwärmen. Stellen Sie sicher, dass der Folienbeutel mit der Mikroplatte und ungebrauchten Streifen dicht verschlossen ist und Trockenmittel enthält, um Feuchtigkeit zu vermeiden. Nach Gebrauch bei 2°C bis -8°C lagern. Bei Verwendung in Automaten beachten Sie bitte erforderlichen Sicherheitsmengen zur Einrichtung des Instruments und Totvolumen des Pipettierroboters. Integrieren Sie die positive Kontrolle und negative Kontrolle in jeden Testlauf, um die Stabilität des Reagenz und die korrekte Testleistung zu überwachen. Beachten Sie genau die angegebenen Inkubationszeiten und Temperaturen. Stellen Sie sicher, dass zwischen den Behältern keine Querkontamination auftreten kann. Bewahren Sie alle Pipetten und andere für das Konjugat verwendeten Instrumente strikt getrennt von dem TMB-Substratreagenz auf. Beim Pipettieren des Konjugats oder TMB-Substrats sollte die erforderliche Anzahl von Behältern aliquotiert werden um zu vermeiden, dass Pipettenspitzen mehrfach in die Reagenzienflaschen eingeführt werden. Schütten Sie niemals ungebrauchte Reagenzien in die Originalflaschen zurück. Die Mikrotrierbehälter dürfen während der Inkubationsschritte nicht austrocknen. Halten Sie die beschriebenen Waschverfahren genau ein. Unzureichendes Waschen kann ein hohes Hintergrundsignal auslösen. Von direkter Sonneneinstrahlung und Hitzequellen während allen Inkubationsschritten fern halten.



11. 12.



Setzen sie die farblich markierten Verschlüsse auf die richtigen Fläschchen, um Querkontamination zu vermeiden. Es ist wichtig, die Standards, Kontrollen und alle Proben unverzüglich in die Behälter zu dosieren. Stellen Sie deshalb sicher, dass alle Proben dispensierbereit sind.



Zeichnen Sie den OD jedes Standards gemäß seiner Konzentration auf und zeichnen sie die Kurve mit der besten Anpassung durch die Punkte. Lesen Sie die Unbekannten aus dieser Kurve. Werte unter 10 U/ml werden als normal angesehen. Werte über 100 U/ml sollten bei stärkerer Verdünnung, z.B. 1:200, erneut getestet werden.



7. Haltbarkeit und Lagerung Qualitative Bestimmungen: Lagern Sie den Kit nach Erhalt bei 2°C bis -8°C. Nach Öffnen bleibt der Kit 3 Monate stabil (bzw. bis zum Verfallsdatum, wenn dies weniger als 3 Monate beträgt). Nach dem Verfallsdatum nicht mehr verwenden. Keinen Bestandteil des Kits einfrieren. Der gelöste Waschpuffer hat eine Haltbarkeit von 3 Monaten, wenn er bei 2°C bis -8°C in einer verschlossenen Flasche aufbewahrt wird 8. Probenentnahme und -lagerung



·



Die Ergebnisse sind negativ, wenn die OD des Probe 10 U/ml Standard



·



13. Einschränkungen des Verfahrens 1.



Serum- oder Plasmaproben können verwendet werden und sollten für Langzeitlagerung bei -20°C gelagert werden. Gefrorene Proben müssen nach dem Auftauen und vor dem Test gut gemischt werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen kann die Ergebnisse beeinträchtigen. Die Zugabe von Konservierungsmitteln zur Serumprobe kann die Ergebnisse beeinträchtigen. Mikrobisch kontaminierte, wärmebehandelte oder Feinstaub enthaltende Proben sollten nicht verwendet werden. Stark hämolysierte, ikterische oder lipämische Proben sollten vermieden werden. 9. Zubereitung der Reagenzien Verdünnen Sie den Waschpuffer (Reagenz 2) 1: 9 in destilliertem Wasser, um ausreichend Puffer für den Assaylauf herzustellen, z.B. 50 ml Waschpufferkonzentrat auf 450 ml Wasser. 10. Testverfahren 1.



Verdünnen Sie Patientenproben im Verhältnis 1:50 in Probenverdünner (z.B. 10ml Serum plus 0,5 ml Verdünner).



2.



Stellen Sie die erforderliche Anzahl von Streifen für die Prüfung zusammen.



3.



Dosieren Sie für quantitative Tests 100 ml jedes Standards, die Kontrolle und die verdünnte Probe in die Behälter. Für quantitative Bestimmungen dosieren Sie 10 U/ml Standard, die negative und positive Kontrolle und die verdünnten Patientenproben in geeignete Behälter.



4.



20 Minuten lang bei Zimmertemperatur inkubieren.



5.



Nach 20 Minuten den Behälterinhalt abgießen oder absaugen und die Behälter dreimal automatisch oder manuell auswaschen (siehe unten). Ein sorgfältiges Waschen ist der Schlüssel zu guten Ergebnissen. Unbedingt darauf achten, dass die Behälter nicht austrocknen. Manuelles Waschverfahren; Behälter durch Umdrehen leeren. Füllen Sie die Behälter mittels Mehrkanalpipette oder Waschflasche mit Waschpuffer. Durch Umdrehen leeren und die Behälter auf saugfähigem Papier trocknen. Dieses Waschverfahren zweimal wiederholen.



6.



100ml Konjugat (Reagenz 3) in jeden Behälter dosieren. Die Behälter 20 Minuten lang bei Zimmertemperatur inkubieren.



7.



Behälterinhalt nach 20 Minuten wegschütten und Behälter viermal sorgfältig mit W aschpuffer auswaschen. Vergewissern Sie sich, dass die Behälter leer sind. Sie dürfen allerdings nicht austrocknen.



8.



100ml TMB-Substrat in jeden Behälter dosieren. Die Platte 10 Minuten lang inkubieren.



9.



100ml Stopplösung in jeden Behälter dosieren. Um gleichmäßige Reaktionszeiten zu gewährleisten sollte die Stopplösung in der gleichen Reihenfolge in die Behälter gegeben werden wie das TMB-Substrat.



10.



Lesen Sie innerhalb von 10 Minuten die optische Dichte (OD) jedes Behälters bei 450 mn in einem Mikroplattenleser. Ein 620 mn-



2.



3.



Die Ergebnisse dieses Tests sollten im Hinblick auf die klinischen Befunde und andere serologische Untersuchungen interpretiert werden. Die Genauigkeit von positivem Serum kann mit diesem Test nicht ermittelt werden. Weitere Untersuchungen im Hinblick auf das Vorhandensein von bestimmten Antikörpern sind ratsam (siehe Produkte GD 60-66). Nicht alle Patienten mit Bindegewebserkrankungen werden positiv auf anti-nukleäre Antikörper getestet.



14. Leistungsmerkmale 123 Seren wurden im Hinblick auf anti-nukleäre Immunreaktivität auf Antikörper mittels indirekter Immunfluoreszenzfärbung der Hep-2-Zellen und ANA Ease bewertet. Unter Verwendung einer Serumverdünnung von 1:80 wurden mittels Immunfluoreszenzfärbung 58 Proben positiv auf ANA getestet und 65 negativ. Die nachfolgende Tabelle zeigt die Leistungsmerkmale von ANA Ease auf Grundlage dieser Daten. Empfindlichkeit % Genauigkeit % Positiver Vorhersagewert % Negativer Vorhersagewert % Genauigkeit %



90 93 90 93 91



15. Reproduzierbarkeit Innerhalb eines Abweichungskoeffizienten der Untersuchung < 12% Zwischen einem Abweichungskoeffizienten der Untersuchung < 12%



Zusammenfassung der Methode · · · · · · · · · · ·



Seren 1:50 mit Probenverdünner verdünnen (Reagenz 1) Standards oder den 10 U/ml-Standard nur wie erforderlich , positive und negative Kontrolle und die gelöste Probe in die Mikrotierbehälter dosieren 20 Minuten lang bei Zimmertemperatur inkubieren. Behälter dreimal waschen 100ml Konjugat (Reagenz 3) in jeden Behälter dosieren. 20 Minuten lang bei Zimmertemperatur inkubieren. Behälter viermal waschen 100 ml TMB-Substrat (Reagenz 4) in jeden Behälter dosieren. 10 Minuten lang bei Zimmertemperatur inkubieren. 100 ml Stopplösung (Reagenz 5) in jeden Behälter dosieren. Optische Dichte bei 450 nm auslesen (einfache Wellenlänge) oder bei 450/620 nm (zweifache Wellenlänge)



Literaturhinweise



Filter kann als Referenz-Wellenlänge verwendet werden. 11. Qualitätskontrolle Qualitätskontrolldaten werden auf dem chargenspezifischen QSZertifikat im Kit mitgeliefert. Die Kontrollen sollen maßgebliche Reagenzienfehler überwachen. Ein gemäß Spektralfotometer positiver Behälter jedoch ohne sichtbare Farbe sollte an der Unterseite gereinigt und erneut gelesen werden. Wenn OD-Werte unter Null beobachtet werden, müssen die verwendeten Wellenlängen geprüft, der Leser zurückgesetzt oder die Messungen wiederholt werden.



12. Interpretation der Ergebnisse Quantitative Bestimmungen:



Friou GJ. (1993) The early days of the antinuclear antibody story: where and how did it all start? Ann. Med. Internne (Paris), 144: 154-156. Hollingsworth PN. Et al (1996) Antinuclear antibodies. In: J.B. Peters, Y. Shoenfeld (eds.). Autoantibodies, pp. 74-90. The Netherlands: Elsevier Publishers Homburger HA. (1995) Laboratory medicine and pathology: cascade testing for autoantibodies in connective tissue diseases. Mayo Clin. Proc.,70: 183184. Talbert M G et al 1994 Clinical significance of a positive ANA: Contrast initial with two year follow-up data Arthrtis and Rheumatology 37(9) Abstracts No. 342



























Empfehlen Sie Dokumente












Ger)_2015 

Klabunde. Featuring. Quentin Sinatra (Electric Guitar). Original cover photograph "Skating at Trinity" made available by say_cheddar under a Creative Commons.
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die zurÃ¼ckhaltende Drum-FÃ¼hrung von Dominic Egli. Auf hohem Niveau entwickeln die beiden die Ã¤uÃŸerst sensible Christensen/Holland-Schule weiter, und so findet in der alpinen, aufgeschlossenen Umgebung der. Westschweiz (Vevey) eine hervorra- gende
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Die AnwÃ¤lte haben zwar mit- einander. SchriftsÃ¤tze ausge- tauscht, passiert ist laut Finanz- landesrat Christian StÃ¶ckl (Ã–VP) seither aber nichts. â€žDie AnwÃ¤lte.
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Kuhrohmilch, mit schwarzen TrÃ¼ffel. 100g. 5.99. DÃ©lice des CrÃ©miers, 72% Fett i. Tr., past. Kuhmilch, cremig & sahnig. 100g. 2.95. Saint-FÃ©licien, 70% Fett i. Tr., past. .... gen und jeden Freitag nach Oberursel,. KÃ¶nigstein und Kronberg. Vorbes
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Sie spielen in vielbeachteten Indie- und Electronica Projekten und haben sich nun zusammengefunden um ... SURFACES EP release Jan 30, 2014 / CD+Digital.
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10 nov. 2015 - Calle Diecisiete 355 Urb. El Palomar, San Isidro, Lima - Perú. Teléfono: 224 ...... SAN JOSE DE USHUA. SA
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Quebrada Billar. Q. Quilpon. Q. Huatuy. Q. Escondidos. Río Loco. Q. Peña Blanca. Quebrada Carbón. Q . Soldado. Quebrada
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Martinez,. Carolina. 6. DiseÃ±o. Asistido por. P.C. OrganizaciÃ³n de Eventos. Relaciones. Humanas. MolderÃa .... RUEDA










 








Ana Nuñez 

Procesos de urbanización en la Argentina: la mirada antropológica. Editores: Mario Rabey y Omar Jerez. Page 2. Prohibida










 








Ana Karenina 

Dolly, aquella Dolly, eternamente ocupada, siempre llena de preocupaciones, tan poco inteligente, según opinaba él, se.
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responsabilidad directa ni subsidiaria en relación con la realización y desarrollo del Premio distinta de la detallada e
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1Â°3Â° C.B.. COMISION A. REPOSTERIA REGIONAL. BURGOS MARCELA. 2Â°1Â° C.S.. 14.00-18.20. PRACTICAS. PROFESIONALIZANTES. R










 








Der wassertrÃ¤ger 

WofÃ¼r schÃ¤mst du dich?" "Ich war die ganze Zeit nicht in der Lage, das Wasser zu halten, so dass du durch mich immer nur die HÃ¤lfte zu dem Haus deines Herrn ...
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Anlage PreistrÃ¤ger - Hamburg.de 

Studentische Lehrveranstaltungskritik ist bei ihm kein Selbstzweck, sondern fÃ¼hrt zu ... nimmt uns als eigenstÃ¤ndige Denker ernst, von deren Gedanken sie sich ...










 








Anlage PreistrÃ¤ger - Hamburg.de 

Hochschule fÃ¼r Angewandte Wissenschaften Hamburg: Der Preis ... Projektmanagement durch eine verstÃ¤ndliche und anschauliche ErlÃ¤uterung komplizierter.
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14. Platz BAUER. Mariue. 16. Platz. /. Wettkampftag Individual F. Damen. 6. Platz MAYER. Celine. 1/:39./. /5.4. 14. Platz THANNHEIMER. Germana. 13:05.9. 5/.1.










 








GrossbezÃ¼ger der SuisseID - Admin.ch 

und Online Backup geplant. Infra Support ... lichen Konto mit hohem Sicherheitsstandard an. Aktuell ... anzubieten, um diesen damit den Zugriff auf ihr Online-.










 








GrossbezÃ¼ger der SuisseID - Admin.ch 

Die Software-Entwicklungsfirma ABACUS Research AG und ihre Kun- den nutzen die SuisseID fÃ¼r die Authentifizierung beim Zugriff auf. Software Ã¼bers Internet ...
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Telefon. Verein. Landeseissportverband. Nationaler Standart. Erreichte Punkte – Bestleistung bei internationalem ... Internet www.eissportzentrum-oberstdorf.de.










 








SchaumschlÃ¤ger-Journalismus - Swisscleantech 

18.09.2014 - bezahlten Job anzutreten. ... FamilienvermÃ¶gen verloren. ... verloren. Das tut mir bis heute leid, war aber derzeit alles andere als ein Einzelfall ...
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