VIROTECH Enterovirus IgG ELISA
(Enterovirus IgG ELISA)

Referencia;: EC116G00

VIROTECH Enterovirus IgM ELISA
(Enterovirus IgM ELISA)

Referencia: EC116M00

VIROTECH Enterovirus IgA ELISA
(Enterovirus IgA ELISA)

Referencia: EC116A00

Caodigo de color: IgG: marrén/ oscuro marrén
IgM, tira de prueba: marrén
IgM, tira de referencia: marron/transparente
IgA: incoloro

EXCLUSIVAMENTE PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Virotech Diagnostics GmbH
Waldstrasse 23 A2
63128 Dietzenbach, Germany

Tel.: +49(0)6074-23698-0
Fax.: +49(0)6074-23698-900
www.goldstandarddiagnostics.com

€

Freigabedatum26.04.2022 19:20
REV 16 / VIROTECH Enterovirus IgG & IgM & IgA ELISA ES


http://www.goldstandarddiagnostics.com/

1. Finalidad de 18 Pru@bDa .....o.eeii oottt e e e 3
2. PrinCipio de 1@ PrUBDA ....cooiiiiiiiiie ettt e et e e e e e aae 3
R J @70 Y o 1 €= o 1 To Lo T PSP PPPR 3
Lo 70 R 1 e (= =T o LY=o N o [ OSSP P PRPT PP 3
3.2 KIE OB @NSAYO IGA ...ttt et ekt a bt et e okt eea et oo R bt e e R b et e oAb e £ e e R b e e e ek b et e e Re e e e R b e e e e na bt e nbe e e e nnnes 3
3.3 KIEAE BNSAYO IGM ...ttt e oo oottt e e oo abe et e e e e e oa bbbttt e e e oo e hb b b et e e e e e e hh bt e e e e e e e e aababe e e e e e e aanbaeeeas 3
4. Conservacion y plazo de caducidad del kit de ensayo y de los reactivos listos para utilizar 4
5. Medidas de precaucion y adVErtENCIAS ......ccccuvriiiieee et e e s e e s e e e e e e e s s nnnrreeeeaee s 4
6. Material adicional necesario (N0 SUMINISTrAAO) .....c.uvviiiiieeiiiiiiie e e 4
7. RealiZacion e 1@ PrUEBD@ ....cccc oo s e e e e s e st e e e e e e e s e s tabaraeeeeeesaannes 5
7.1 MALErIAl 08 MUESIIA .....eeiiiiiiiiiiii ettt h e h et e ekt e e e bt e oo e b et e e bbbt e ekt e eeab et e s bbbt e et e e e s et e e aaeeee s
7.2 Preparacién de los reactivos
7.3  Realizacion de la prueba ELISA de VIROTECH... .
7.4  Empleo de procesadores ELISA ...t
8. ValoracCion Al ENSAYO ......oiiiiiiiiei ittt s
8.1  Control del funcionamiento del enSAYO0 (IGG € IGA).......uiiiiiiiiiiiii et
8.2  Control del funcionamiento del ensayo (IgM) ...................
8.3  Calculo de las unidades VIROTECH (VE) (IgG e IgA)
8.4  Calculo de las unidades VIROTECH (VE) (IgM)
8.5  Valoracion de los resultados (IgG, IgM e IgA) ...... .
8.6 LIMItACIONES Gl ENSAYO ... . .eiiiiiiieiiiiie ettt ettt ettt ettt e ekt e s st et e e ahb et e e kbt e e aa b et e e bbb e e e s bt e e smbe e e e abbe e e e anbeeesnbneeeanenes
LS T | (= = U] - PO SP PP OPPPT PP 8
10. Esquemade larealizacion de la prueba.......cccccciiiiiiiici i 9
Seite 2 von 9 REV 16

VIROTECH Enterovirus 1gG & IgM & IgA ELISA ES Freigabedatum 26.04.2022 19:20



1. Finalidad de la prueba
Esta prueba ELISA sirve para la determinacién de anticuerpos especificos de grupo IgG, IgA e IgM contra enterovirus en
suero humano.
2. Principio de la prueba
El anticuerpo (IgG, IgA) buscado en el suero humano forma un complejo inmune con el antigeno fijado en la placa de
microtitulacion. Las inmunoglobulinas no ligadas son eliminadas mediante procesos de lavado. El conjugado enzimatico se
liga al citado complejo. Las inmunoglobulinas no ligadas son de nuevo eliminadas mediante procesos de lavado. Tras la
adicion de la solucion de sustrato (TMB), la actividad enzimatica (peroxidasa) da lugar a un pigmento azul, que adopta un
color amarillo después de afiadir la solucion de paro.
El anticuerpo (IgM) buscado en el suero humano reacciona segun lo descrito para IgA e 1gG. Ademas de la placa de
microtitulacion recubierta de antigeno (tira de prueba), también se utiliza una segunda placa de microtitulacién (tira de
referencia). La diferencia en la intensidad del color entre la tira de prueba y la tira de referencia constituye una indicacion de
la cantidad de antigenos ligados.
3. Contenido
3.1 Kitdeensayo IgG
1. 1 placade microtitulacion, que consta de 96 cavidades individuales separables recubiertas con antigeno liofilizado
2. Tampoén de dilucion PBS (azul, listo para utilizar), 2x50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20
3. Tampédn de lavado PBS (concentracion 20x), 50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20
4. Control negativo para IgG, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
5. Control de nivel de corte para IgG, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para
utilizar
6. Control positivo para IgG, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
7. Conjugado IgG (anti-humano), 11ml, conjugado de peroxidasa de rdbano picante (ovino o cabra) con estabilizadores
de proteinas y conservante en tampon Tris, listo para utilizar
8. Solucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB 3,3°,5,57), 11ml, lista para utilizar
9. Solucion de paro de citrato, 6ml, contiene una mezcla de acidos
3.2 Kit de ensayo IgA
1. 1 placade microtitulacién, que consta de 96 cavidades individuales separables recubiertas con antigeno liofilizado
2. Tampén de dilucion PBS (azul, listo para utilizar), 2x50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20
3.  Tampédn de lavado PBS (concentracion 20x), 50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20
4. Control negativo para IgA, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
5. Control de nivel de corte para IgA, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para
utilizar
6. Control positivo para IgA, 2000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar
7. Conjugado IgA (anti-humano), 11ml, conjugado de peroxidasa de rabano picante (ovino o cabra) con FCSy
conservante en tampon Tris, listo para utilizar
8. Solucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB 3,3°,5,57), 11ml, lista para utilizar
9. Solucion de paro de citrato, 6ml, contiene una mezcla de acidos
3.3 Kit de ensayo IgM
Cajal
1. 1 placade microtitulacién (tira de prueba), que consta de 96 cavidades individuales separables recubiertas con
antigeno liofilizado
2.  Tampoén de dilucion PBS (azul, listo para utilizar), 3x50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20
3.  Solucion de sustrato de tetrametilbencidina (TMB 3,3°,5,57), 2x11ml, lista para utilizar
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Caja 2

1. 1 placade microtitulacién (tira de referencia), que consta de 96 cavidades individuales separables recubiertas

2.  Tampédn de lavado PBS (concentracién 20x), 2x50ml, pH 7,2, con conservante y Tween 20

3. Control negativo para IgM, 4000pl, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar

4 Control de nivel de corte para IgM, 4000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para
utilizar

5. Control positivo para IgM, 4000ul, suero humano con estabilizadores de proteinas y conservante, listo para utilizar

6. Conjugado IgM (anti-humano), 2x11ml, conjugado de peroxidasa de rabano picante (ovino o cabra) con FCS 'y
conservante en tampoén Tris, listo para utilizar

7. Solucion de paro de citrato, 2xéml, contiene una mezcla de acidos

4. Conservacién y plazo de caducidad del kit de ensayo y de los reactivos listos para utilizar

Conserve el kit de ensayo a 2-8°C. El plazo de caducidad de cada componente figura en la correspondiente etiqueta; el plazo

de caducidad del kit puede consultarse en el certificado de control de calidad.

1. Una vez separados los pocillos individuales necesarios conserve los restantes pocillos / tiras en la bolsa cerrada con
desecante a una temperatura de 2-8°C. Los reactivos deben volverse a guardar a 2-8°C inmediatamente después de su
uso.

2. Elconjugado listo para utilizar y la solucién de sustrato TMB son fotosensibles y deben conservarse en la oscuridad. Si
la solucién de sustrato se tifie por efecto de la luz, debe desecharse.

3.  Extraiga Unicamente la cantidad de conjugado listo para utilizar o de TMB necesaria para la prueba. El exceso de
conjugado o TMB extraido no debe devolverse, sino que debe ser desechado.

Material Estado Almacenamiento Durabilidad

Muestras de analisis cj_iluiqa§ de +2 hasta +8°C max. 6h

sin diluir de +2 hasta +8°C 1 semana
Controles tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
Placa de de +2 hasta +8 (almacenamie_nto en
microtitulacion tras la apertura la bolsa suministrada con bolsita de 3 meses
secante)

Absorbente del factor sin diluir, tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
reumatoide diluido de +2 hasta +8°C 1 semana
Conjugado tras la apertura de +2 hasta +8°C|u(§’)r°tegid° contra la 3 meses

Tetrametilbencidina tras la apertura de +2 hasta +8°C (protegido contra la 3 meses
(TMB) luz)
Solucién de parada tras la apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
Solucién de lavado _ trgs la _apertura de +2 hasta +8°C 3 meses
dilucién final (lista para el uso) de +2 hasta +25°C 4 semanas
5. Medidas de precaucidn y advertencias

1. Como sueros de control sélo deben utilizarse sueros que hayan dado resultado negativo en las pruebas de anticuerpos
VIH1, anticuerpos VIH2, anticuerpos VHC y antigeno de superficie de la hepatitis B. En cualquier caso, todas las
muestras, muestras diluidas, controles, conjugados y tiras de microtitulacién deben considerarse como material
potencialmente infeccioso y manipularse con las correspondientes precauciones. Deberan seguirse las correspondientes
directrices para trabajos de laboratorio.

2. Los componentes que contienen conservante, asi como la solucién de parada de citrato y la TMB, son irritantes para la
piel, los ojos y las mucosas. En caso de contacto, lave inmediatamente la parte afectada con abundante agua y acuda al
médico si fuera necesario.

3. Los materiales utilizados deberan eliminarse segin la normativa de eliminacion de residuos de cada pais.

6. Material adicional necesario (no suministrado)
1. Agua destilada/desionizada
2. Pipeta multicanal 50pl, 100pl
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3. Micropipetas: 10pl, 100pl, 1000pl

4.  Tubos de ensayo

5. Servilletas de celulosa

6. Cubierta para placas ELISA

7. Recipientes para residuos infecciosos

8.  Aparato de lavado manual para ELISA o aparato de lavado automatico para placas de microtitulacién

9.  Espectrofotémetro para placas de microtitulacién con filtro de 450/620 nm (longitud de onda de referencia 620-690nm)

10.  Estufa de incubacion
7. Realizacion de la prueba

El cumplimiento exacto de las instrucciones de VIROTECH Diagnostics es el requisito previo para obtener resultados

correctos.

7.1 Material de muestra

Como material de andlisis es posible utilizar suero o plasma (sin importar el tipo de anticoagulantes), aunque en el prospecto

s6lo se mencione el suero.

Las diluciones de pacientes siempre deben prepararse frescas.

Para un almacenamiento mas prolongado, los sueros deben congelarse. Evitese una descongelacion repetida.

1.  Sdlo deben utilizarse sueros recientes no inactivados.

2. No deben emplearse muestras hiperlipémicas, hemoliticas o con contaminacién microbiana ni sueros que presenten
turbidez (riesgo de falsos positivos o0 negativos).

7.2  Preparacion de los reactivos

El sistema de diagnéstico de VIROTECH Diagnostics ofrece una gran flexibilidad al permitir el uso de los mismos tampones

de dilucién y lavado, TMB, solucién de paro de citrato y conjugado para todos los parametros y lotes. Los controles listos para

utilizar (control positivo, control de nivel de corte, control negativo) son especificos para cada pardmetro y deben emplearse
exclusivamente con el lote de placas indicado en el certificado de control de calidad.

1. Seleccione una temperatura de 37°C en la estufa y cerciérese de que se ha alcanzado dicha temperatura antes de
comenzar la incubacion.

2. Deje que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de abrir el envase con las tiras de prueba.

3. Agite bien todos los componentes liquidos antes de su uso.

4.  Completar el concentrado de solucién de lavado a 1 litro con agua destilada/desionizada (en caso de una eventual
formacion de cristales en el concentrado, éste debe llevarse a temperatura ambiente antes de la dilucion, agitandolo bien
antes del uso).

5. Los niveles elevados de IgG o los factores reumaticos pueden interferir en la determinacion de anticuerpos IgM y
provocar falsos positivos o falsos negativos. Tratar previamente los sueros con RF-SorboTech (agente de adsorciéon
VIROTECH). En el caso de los controles IgM no es necesaria la adsorcion previa.

7.3  Realizacion de la prueba ELISA de VIROTECH
En el caso de IgM, todas las muestras que deben analizarse se ensayan tanto en la tira de prueba (tira con antigeno de
enterovirus) como en la tira de referencia (tira con antigeno de control). Por ello, antes de la prueba se introducen de
forma adyacente en un soporte las tiras de prueba y de referencia necesarias segin el nimero de muestras. S6lo deben
combinarse entre si tiras de pruebay de referencia con los nimeros de lote indicados en el certificado de control
de calidad.
Las pruebas de IgA e IgG se realizan en una Unica placa de microtitulacion.

1. Para cada prueba, pipetee 100pl del tampén de dilucion listo para utilizar (valor cero), del control negativo, del control
cut-off y del control positivo para IgG, IgM y IgA, asi como de los sueros de paciente diluidos. Recomendamos ensayar
duplicados en cada caso (valor cero, controles y sueros de paciente); en el caso del control cut-off, la preparacion de
duplicados imprescindible. Dilucion de trabajo de los sueros de paciente: 1+100; p.ej. 10ul de suero + 1ml de tampén de
dilucion.

2. Tras el pipeteado tiene lugar la incubacion a 37 °C (con cubierta) durante 30 min.
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3.  El periodo de incubacion finaliza con 4 lavados utilizando cada vez 350-400pl de solucién de lavado por cavidad. No deje

solucion de lavado en los pocillos: retire los Gltimos restos de liquido sacudiendo sobre una superficie de celulosa.

Pipetee en todas las cavidades 100pl del conjugado listo para utilizar.

Incubacién de los conjugados: 30 min. a 37°C (con cubierta).

Finalizacién de la incubacién de los conjugados con 4 lavados (véase el punto 3).

Pipetee en cada pocillo 100pl de la solucién de sustrato TMB lista para utilizar.

Incubacién de la solucién de sustrato: 30 minutos a 37°C (con cubierta, en la oscuridad).

Paro de la reaccion de sustrato: pipetee en cada pocillo 50pl de la solucién de parada de citrato. Agite cuidadosamente

la placa hasta que los liquidos se hayan mezclado por completo y pueda verse un color amarillo uniforme.

10. Mida la absorbancia a 450/620 nm (longitud de onda de referencia 620-690nm). Ajuste el fotdmetro de modo que se
reste el valor obtenido para el valor cero de todos los demés valores de absorbancia. La medicién fotométrica debe

© ® N O A

realizarse en la hora siguiente a la adicion de la solucién de paro.
| Véase esquema de la realizacién de la prueba en la dltima pagina |

7.4  Empleo de procesadores ELISA

Todas las pruebas ELISA de VIROTECH Diagnostics pueden realizarse con ayuda de procesadores ELISA. El usuario esta

obligado a validar periédicamente el aparato.

VIROTECH Diagnostics recomienda el siguiente procedimiento:

1. Alinstalar el aparato, 0 en caso de reparaciones importantes de su procesador ELISA, VIROTECH Diagnostics
recomienda validarlo segun las instrucciones del fabricante.

2. Se recomienda comprobar seguidamente el procesador ELISA con el kit de validacién (EC250.00). Esta comprobacion
periédica con el kit de validacién debe realizarse al menos una vez al trimestre.

3.  Encada ciclo de prueba deben cumplirse los criterios de autorizacion del certificado de control de calidad del producto.

Este modo de procedimiento garantiza la funcién impecable de su procesador ELISA, sirviendo ademas para el aseguramiento

de calidad del laboratorio.

8. Valoracion del ensayo

Los controles listos para utilizar sirven para una determinacion semicuantitativa de los anticuerpos especificos 1gG e IgM,
cuya concentracion se indica en unidades VIROTECH (VE). Las fluctuaciones debidas a la realizacion de la prueba se
compensan con el método de calculo, con lo que se alcanza una elevada reproducibilidad. Para el calculo del valor VE se
emplean los valores medios de las densidades épticas.

8.1  Control del funcionamiento del ensayo (IgG e IgA)
a) Valores de densidad Optica
El valor de densidad oOptica correspondiente al valor cero debe ser inferior a 0,15.
Los valores de densidad Optica (DO) de los controles negativos deben estar por debajo de los valores de DO indicados en el
certificado de control de calidad, mientras que los valores de DO de los controles positivos y del cut -off deben estar por
encima de los valores de DO indicados en el certificado.
b) Unidades VIROTECH (VE)
Las unidades VIROTECH (VE) de los controles cut-off se definen como 10 VE. Los VE calculados para los controles positivos
deben estar dentro de los intervalos indicados en el certificado de control de calidad.
Si no se cumplen estas exigencias (valores de DO, VE), debe repetirse la prueba.

8.2  Control del funcionamiento del ensayo (IgM)
1. De todos los valores de extincion de los controles positivos, de corte y negativos, asi como de los sueros de paciente
en la tira de prueba, se restan los valores cero (= “valores de prueba”).
2. De todos los valores de extincion de los controles positivos, de corte y negativos, asi como de los sueros de paciente
en la tira de referencia, se restan los valores cero (= “valores de referencia”).
3. Para todos los controles positivos, de corte y negativos, asi como los sueros de paciente, se calculan las “diferencias
entre los valores de prueba y los valores de referencia” restando los valores de referencia de los correspondientes

valores de prueba.

a) Valores de densidad Optica

Seite 6 von 9 REV 16
VIROTECH Enterovirus 1gG & IgM & IgA ELISA ES Freigabedatum 26.04.2022 19:20



La diferencia entre el valor de prueba y el valor de referencia de los controles negativos deben estar por debajo de los valores
de DO indicados en el certificado de control de calidad, mientras que la diferencia entre el valor de prueba y el valor de
referencia de los controles positivos y de nivel de corte deben estar por encima de los valores de DO indicados en el certificado.
b) Unidades VIROTECH (VE)

Las unidades VIROTECH (VE) de los controles de nivel de corte se definen como 10 VE. Los VE calculados para los controles
positivos deben estar dentro de los intervalos indicados en el certificado de control de calidad.

Si no se cumplen estas exigencias (valores de DO, VE), debe repetirse la prueba.

8.3  Calculo de las unidades VIROTECH (VE) (IgG e IgA)
La absorbancia correspondiente al valor cero (450/620 nm) debe restarse de todos los valores de absorbancia.

DO trol iti
VE (control positivo) = (control positivo) 10
DO (control de nivel de corte)

DO (suero del paciente)
VE (suero del paciente) = x10
DO (cut - off)

8.4  Célculo de las unidades VIROTECH (VE) (IgM)
La extincién correspondiente al valor cero (450/620 nm) debe restarse de todos los valores de extincion.

Diferencia (valor de prueba — valor de ref. del control positivo)
Diferencia (valor de prueba — valor de ref. del control de nivel de corte)
Diferencia (valor de prueba — valor de ref. del suero del paciente)

VE (control positivo) =

\Y =
E(S“ero del pte.) Diferencia (valor de prueba — valor de ref. del control de nivel de corte)

Ejemplo:

eDensidad 6ptica en la tira de prueba del control positivo: 0,853
eDensidad Optica en la tira de referencia del control positivo: 0,107
eDiferencia entre el valor de prueba y el valor de referencia del control positivo: 0,746
eDensidad 6ptica en la tira de prueba del control de corte: 0,341
eDensidad 6ptica en la tira de referencia del control de corte: 0,073
eDiferencia entre el valor de prueba y el valor de referencia del control de corte: 0,268

VE (control positivo) =ﬂ x10=27,8
0,268

8.5 Valoracidn de los resultados (IgG, IgM e IgA)

Resultado (VE) Valoracién
<9,0 negativo

9,0-11,0 zona limite
>11,0 positivo
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8.6

Si las VE calculadas para la muestra estan por encima de la zona limite, la muestra se considera positiva.

Si las VE se encuentran dentro de la zona limite, no existe una concentracién de anticuerpos significativamente alta, por
lo que se considera que las muestras presentan un caracter limite. Para la determinacion segura de una infeccion es
necesario determinar el nivel de anticuerpos de dos muestras de suero: Una muestra debe tomarse inmediatamente tras
el comienzo de la infeccién, y otra 5-10 dias después (suero de convalecencia). La concentracion de anticuerpos de
ambas muestras debe determinarse en paralelo, es decir, en una misma prueba. No es posible un diagnéstico correcto a
partir de la valoracién de una Unica muestra de suero.

Si los valores medidos se encuentran por debajo de la zona limite, la muestra no contiene anticuerpos detectables
especificos para el antigeno en cuestion. La muestra se considera negativa.

Limitaciones del ensayo

La respuesta inmunitaria puede ser homotipica o heterotipica. Los anticuerpos homotipicos se dirigen contra los epitopos
especificos del serotipo mientras que los anticuerpos heterotipicos reconocen epitopos que son idénticos o similares en los
serotipos.

La prueba VIROTECH-ELISA detecta anticuerpos heterotipicos con reactividad cruzada contra enterovirus con ayuda de
preparados de antigenos desnaturalizados por calor. A la hora de diagnosticar una infeccién por enterovirus debe tenerse en
cuenta lo siguiente:

1.

La manifestacion de los epitopos con reactividad cruzada a enterovirus inactivados térmicamente puede presentar
diferencias cuantitativas y cualitativas dependiendo de los serotipos y cepas clinicas utilizadas para el preparado de
antigenos. Por consiguiente, también puede variar el espectro de anticuerpos heterotipicos reconocidos con los
diferentes sistemas de prueba.

La proporcién entre anticuerpos homotipicos y heterotipicos en el suero de los pacientes puede variar. Los estudios de
King et al. (6) apuntan a que durante las primeras infecciones por enterovirus a lo largo de la infancia se forman
preferentemente anticuerpos homotipicos, y que sélo a una edad méas avanzada, cuando el nimero de infecciones
enteroviricas ya pasadas aumenta, se hace mayor la proporcion de anticuerpos heterotipicos. Por lo tanto, en la prueba
ELISA Enterovirus de VIROTECH pueden aparecer resultados negativos en los casos en que la respuesta inmunitaria
heterotipica sea poco marcada frente a la homotipica.

Como la prueba ELISA también detecta sueros positivos para la poliomielitis, no puede descartarse que los anticuerpos
vacunales existentes den lugar a un resultado positivo.

Se han descrito reacciones cruzadas entre enterovirus y el virus de hepatitis A, el virus de Epstein-Barr, el
citomegalovirus y los rinovirus (7).

La interpretacion de resultados serolégicos debe tener siempre en cuenta el cuadro clinico, los datos epidemioldgicos y
los otros resultados analiticos que puedan existir.
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10. Esquemade larealizacién de la prueba

Preparacion de las muestras de paciente y la solucion de

lavado

V¥ Solucién de lavado:

1:101

p.ej.

10 pl de suero/plasma + 1000 pl de tampén de dilucion
(El tampdn de dilucion para suero esta listo para utilizar)

V Dilucién del muestras IgG/igA

p.€j.

Afadir agua destilada/desionizada al concentrado hasta
alcanzar 1 litro

V¥ Dilucién del muestras IgM
1:101
Absorcion del factor reumatico
con RF-SorboTech

5 pl de suero/plasma +450 pl de tampon de diluciéon
1 gota de RF-SorboTech, incubar 15 min a temp. amb.

Realizacion de la prueba

Incubacién de muestras

4 lavados

Incubacién de los conjugados

4 lavados

Incubacioén del sustrato

Parada

Medicién de la absorbancia

30 minutos a 37°C

30 minutos a 37°C

30 minutos a 37°C

100 pl de muestras de
paciente

valor cero (tampon de dilucién) y controles

400 pl de solucién de lavado
sacudir bien

100 pl de conjugado
19G, IgM, IgA

400 ul de solucion de lavado
sacudir bien

100 pl de sustrato

50 ul de solucion de parada

agitar con cuidado

Fotometro a 450/620nm
(longitud de onda de referencia
620-690nm)
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