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URCENY UCEL POUZITI

IDeA® sTfR IEMA test firmy Orion Diagnostica je kvantitativni imunoenzymovy test uréeny pro in vitro
méieni koncentrace rozpustného transferinového receptoru (STfR) v lidském séru nebo plazmé jako pomucka pii
diagnostice sideropenické anémie a pro diferenciaci sideropenické anémie a anémie u chronickych nemoci.

KLINICKY VYZNAM ROZPUSTNEHO TRANSFERINOVEHO RECEPTORU

Pro identifikaci podprahového nedostatku zasob Zeleza je nutny vysoce citlivy a specificky test. Nevysvétlena
anémie z nedostatku Zeleza je diavodem k rozsdhlému vySetiovani gastrointestindlniho traktu, nebot’ viredy nebo
maligni tumory ¢asto zpisobuji velké ztraty krve. Schopnost detekce potieby suplementace zelezem u kriticky
nemaocnych, t.j. detekovat funkéni nedostatek Zeleza u chronicky nemocnych a pii |&bé erythropoegtinem ma
zésadni dilezitost. Nedavno se ukézalo, Ze vzristé subklinicky, tj. neanemicky nedostatek zeleza, coz je klinicky
relevantni pro psychosomaticky vyvoj déti a dorostu.

Tradiéni laboratorni testy ke zjisovani stavu Zeleza — sérové zelezo, transferin, celkovad vazebnd kapacita
(TIBC), saturace transferinu a feritin — jsou zna¢né ovlivnény akutni fézi, kterd ¢asto komplikuje klinickou
interpretaci  vysledki testd. Sérové Zelezo a saturace transferinu je navic ovlivnén diurndnim kolisanim az ze
30-40%. Vydedkem snahy po zlepSeni laboratorniho testovani bylo zavedeni testu k detekci rozpustnéno
transferinového receptoru jako potencidniho nastroje ke stanoveni diagndzy nedostatku zel eza.

V krvi je zelezo prendSeno transferinem, ktery snim tvori komplex. Komplex transferin — zelezo se véze
na povrchu buiiky na specificky transferinovy receptor (CD 71). Transferinovy receptor je transmembranovy
glykoprotein se dvéma identickymi polypeptidovymi fetézci (190 kD) vézanymi disulfidickymi mastky, ktery
piepravuje zelezo z extracdulaniho prostiedi do cytosolu. Pritomnost transferinovéno receptoru je
charakterigtickym rysem kazdé buiiky svyjimkou dospélych erytrocyti. Rozpustné transferinové receptory
pritomné v s&ru nebo v plazmé jsou oddélené formy tkénovych receptorii, pivodem prevédzné (z 80%)
z vyvijgjicich se erytrocytii. Pocet transferinovych receptori na bunééném povrchu reflektuje pozadavky buiky
na zelezo v navaznosti na dostupné zdroje. NizSi zasobovani Zeleza ma za nadedek urychleni syntézy
transferinovych receptort. Je zigmé, Ze infekce, zanétliva onemocnéni, malignity nebo rychly rist nezpasobuji
zadné signifikantni zmény koncentrovaného sérového rozpustného transferinového receptoru. Proto je klinicka
interpretace méfeni  STfR  citelné  jednodusSi a mnohem  spolehlivéjSi  nez  napt.  feritin.

Stanoveni sTfR jsou zvlasté uzitetna pii rozliSeni sideropenické anémie od anémie zpasobené chronickymi
chorobami (anémie zpisobené infekci, zanétliva onemocnéni, malignita), signalizuje funkéni nedostatek zeleza u
pacienti |&enych erythropoetinem, pii rozpoznavani zeleza u déti a téhotnych zen. U nekomplikovanych
piipadi se pouziva feritin pro stanoveni Ubytku nebo vycerpani zasob Zeleza a sTfR jako indikator snizeni
zésobovani zeleza na tk&iové Urovni. Rozpustny TfR je povazovén za prvni parametr, ktery signalizuje
sideropenickou erytropoézu. Bylo publikovano, ze sTfR detekuje také subklinicky, tj. neanemicky, nedostatek
Zeleza

Vzhledem ktomu, Ze expanze TfR z&visi na rovnovéze mezi z&sobovanim Zelezem a mnoZstvim Zeleza
pozadovaného pro erytropoézu, je evidentni, Ze klinicky stav, ve kterém dochéazi ke zvySeni erytropoetické
aktivity, zvy3uje také koncentrace sTfR. K takovym stavim patii hyperplastické nebo neefektivni erytropoézy
véetné hemolytické anémie, myel odysplastickych syndromi, megal oblastickych anémii a b-thalasémii. STfR je
vhodny k diferencidlni diagnostice nedostatku zel eza a thalasemi cké anémie u heterogotové b-thalasémie.

PRINCIP TESTU

IdeA® sTfR IEMA test je zalozen na nekompetitivni imunoenzymové technice ,sendvi¢ového typu“.
Kalibrdory nebo vzorky nejdfive reaguji smonoklondni protilatkou proti sTfR, kterd je navézéna
na mikrotitratni desticce. Po promyti nenavézaného antigenu je pridana monoklonalni protilatka znacena
enzymem, kterd reaguje a tvori sendvicovou formaci. Po inkubaci a promyti nenavézaného enzymového
konjugétu je mnozstvi zbylého konjugétu v mikrotitra¢ni destiéce piimo imérné koncentraci antigenu. Mnozstvi
enzymového konjugatu je méieno pomoci reakce substrétu, kterd produkuje barevny koncovy produkt. Vysledky
neznamych vzorku Ize odegsist z kalibragni kiivky.
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REAGENCIE

Materidly dodavané k soupravé

REAGENCIE MNOZSTVIi SKLADOVANI

STfR IEMA MIKROTITRACNI DESTICKA 12 x 8 jamek 2...8°C v pavodnim obalu
Pripravena k pouziti. 96 jamek s navazanou mysi protilatkou do data expirace.

proti STfR. Po pouzti peclive uzaviete.
KONJUGAT PROTILATKY PROTI STfRSENZYMEM |1 lahvicka, 0,5ml |2...8°C do data expirace.
Skladovaci roztok (50x koncentrovany) monoklonalni mysi Naredit 1:51

protiléky proti STfR konjugované s enzymem alkalicka reakénim Pripravte jen mnoZstvi,
fosfataza. tlumivym které spotrebujete.

NaNs.

roztokem, viz tab.1

STfR IEMA KALIBRATORY

Lyofilizovény, lidsky sTfR v lidském/umélém séru, oznacené
AazF.

Presné hodnoty jsou uvedeny na zviadni pribalové informaci
(QA report), ktera je v souprave.

Kalibrovano proti internimu master kalibracnimu setu.

Kathon, NaN;

6 lahvicek

Rekongtituujte
piidavkem 500 mi
destilované vody.

2...8°C do data expirace.

2...8°C 8 tydnu po
rekonstituci, delSi dobu
pri -20°C

STfRIEMA KONTROLY 1&2
Lyofilizovény, lidsky sTfR v lidském séru.
Presné hodnoty jsou uvedeny na zviadni pribalové informaci

2 lahvicky

Rekongtituujte

2...8°C do data expirace.

2...8°C 8 tydnu po

(QA report), ktera jev souprave. pridavkem 500 m | rekonstituci, delSi dobu

Kathon, NaN3, destilované vody. | pri -20°C

STfR IEMA REAKCNI TLUMIVY ROZTOK 1lahvicka 2...8°C do data expirace.

PBS tlumivy roztok je piipraven k pouZiti.

NaNj3 ¢ervené barvivo. 50 ml

STfR IEMA KONCENTRAT SUBSTRATU 1lahvicka, 0,5ml | 2...8°C do data expirace.

50x koncentrovany roztok p-NPP. Natedit 1:51 Naredeny roztok chravite
tlumivym pred svetlem a spotrebujte

roztokem pro
substrét, viz tab.1

j€ behem 1 tydne.

STfRIEMA TLUMIVY ROZTOK PRO SUBSTAT 1lahvicka, 25ml | 2...8°C do data expirace.
Pripraven k pouZiti.

NaN;.

STfR IEMA STOPOVACI ROZTOK 1lahvicka, 10ml | 2...8°C do data expirace.

Pripraven k pouZiti. 2N NaOH

sTfR IEMA KONCENTRAT PROMYVACIHO | 1lahvitka, 40ml | 2...8°C do data expirace.
ROZTOKU Nared'te Natedény roztok je stabilni
25x koncentrovany. pridavkem 960 M | 12 tydnd.

Kathon. destilované vody.

STfR IEMA ROZTOK PRO REDENI VZORKU 1lahvicka 2...8°C do data expirace.
Tlumivy roztok pro fedéni vzorku je piipraven k pouziti. 15 ml

Reagencie obsahuji jako konzervaéni ¢inidla Kathon a NaN3, ¢téte ,,Upozornéni avarovani®.
Poznamkal Zabraite opakovanému rozmrazeni azmrazeni vzorku.

UPOZORNENI A VAROVANI

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouziti in vitro.

Neni ur¢eno pro interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zvitat. Nemichejte substance ze souprav riznych Sarzi.
PouzZivejte pouze substance jedné Sarze soupravy. Nepouzivejte reagencie po datu expirace, které je vytisténo
na kazdém &itku baleni.

Nepipetujte Usty. Pri praci je zakazano jist, pit nebo koutit. Pouzivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny
odév. Zabraite kontaktu skuzi a oéima. Po skogeni prace stémito latkami s ditkladné umyjte ruce. Ukapnuty
materidl je nutno okamzité omyt velkym mnozstvim vody. Materidly pouzité k ¢isténi by mély byt likvidovany
dle predpisi.

VAROVANI 2: Se vZemi vzorky pacientii je nutno pracovat jako spotencidlné infekénim materidlem.
Vychozim materidlem pro kalibrétory a kontroly je lidska krev, ktera byla testovana licencovanymi
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reagenciemi a shledana negativni na HBsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protildky. Vzhledem k tomu, Ze zadny
znamy test nemiiZe dét jistotu, Ze materidl neni infekéni, pracujte s nim jako s materidlem potencialné infekénim.
VAROVANI 3: Reagencie obsahuji azid sodny (NaNs) jako konzervani cinidlo. Lyofilizované reagencie
obsahuji < 1% azidu sodného, ktery je v této koncentraci Skodlivy pri vdechnuti, polknuti a pii kontaktu s kizi.
Pti prodlouzené expozici existuje nebezpeti vazného poskozeni zdravi. Reagencie po rekonstituci a reagencie,
které jsou pripraveny k pouziti, obsahuji < 0,1% azidu sodného, coz se nepovazuje za Skodlivou koncentraci.
Azid sodny mize reagovat solovénymi nebo meédénymi uzdvéry za tvorby vysoce explozivnich azida
piidudnych kovi. Jako prevenci tvorby azidi oplachnéte materidly pii likvidaci velkym mnozstvim vody.
Prilezitostné mohou byt kovové uzévéry oplachnuty také 10% hydroxidem sodnym. Azid sodny tvori toxicky
plyn, pokud je v kontaktu s kysdlinami.

VAROVANI 4: Lyofilizované reagencie obsahuji 1,5% Kathon jako konzervacni ¢inidlo. Koncentrét
promyvaciho roztoku obsahuje 1,25% Kathon jako konzervaéni ¢&inidlo. Zabrainte kontaktu skuazi.
Rekonstituované reagencie a reagencie pripravené k pouziti obsahuji 0,1% Kathon jako konzervaéni ¢inidlo,
€0z se nepovazuje za Skodlivou koncentraci..

VAROVANI 5. Stopovacim roztokem je 0,2 N NaOH. Je korozivni, pracujte s nim opatrng.

PRISTROJE

K méteni 1ze pouzit jakoukoliv tiepatku smoznosti rychlého tiepani, promyvacku mikrotitraénich desticek
a jakykoliv fotometr pro tyto desticky (s moznosti méfit absorbace pfi 405 nm). Doporucujeme piistroj
pravidelné kalibrovat. Detaily o ingtalaci, pouziti, Gdrzbé a kalibraci ptistroje zjistite v navodu k jeho pouziti.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv se doporucéuje jako vzorek sérum, lze pouzit také vzorek plazmy (heparin nebo citrét). Nepouzivete
vzorky EDTA plazmy. Vzorky séra lze skladovat 2 dny pii laboratorni teploté, 7 dni pii 2 — 8°C a delSi dobu
pii —20°C. Zabrarite opakovanému rozmrazeni a op&tovnému zmrazeni vzorku.

PRACOVNI POSTUP

Materidly potiebné, ale nedodavané v soupr avé

PIPETY pro presné pipetovani 20ul, 50 pl, 200ul a 500 m
TREPACKU pro mikrotitraini desti¢ky s moznosti rychlého tiepani
PROMYVACKU pro mikrotitracni desticky

FOTOMETR pro mikrotitraéni desticky

BUNICITA VATA

KRYCi FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA

REK ONSTITUCE/PRIPRAVA REAGENCI|

Kalibréatory a kontroly: Kalibratory a kontroly vytemperujte na laboratorni teplotu. Do kazdé z lahvi¢ek sTfR
kalibréori a kontrol presné odmeite 500 mi destilované vody. Lahvicku uzaviete a dobie promichejte jemnym
krouzenim, aniz by se vytvorila péna. Pred pouzitim nechte 30 minut stét.

Enzymovy konjugat: Pozadovany objem pfipravite fedénim skladovaciho koncentrétu konjugovaného roztoku
protilatky proti sTfR reakénim tlumivym roztokem (1:51) za pouziti jednorédzového plastikového kontejneru
(viz. tab. 1).

Roztok substréatu: Pozadovany objem piipravite smichanim koncentrdtu substrétu a tlumivého roztoku pro
substrét v poméru 1:51 za pouziti tmavé sklenéné lahvicky (viz.tab.1).

Promyvaci roztok: Koncentrd promyvaciho roztoku nared’te destilovanou vodou do objemu 1000 ml
(40 ml + 960 ml).

Tabulka 1 Redéni konjugétu protilatky aroztoku substrétu v poméru 1:51
Pocet prouzki Enzymovy konjugat/ Reakeni tlumivy roztok/
koncentrovany roztok substrétu (ul) tlumivy roztok pro substrét (ml)

str.7origindni piibal ové informace
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Pracovni postup
1. Vs&echny reagencie, vzorky a kontroly vytemper ujte nalaboratorni teplotu (18...25°C).
2. Odstraiite prebytek stript z ramecku mikrotitraéni desti¢ky a vrat’te je zpét do obalu, ktery uzaviete.
3. Napipetujte 20ul kalibrétori, kontrol a pacientskych sé&r do jamek mikrotitraéni desti¢ky. Pracujte
v duplikatech.
4. Do kazdé jamky piidejte 200ul reakéniho tlumivého roztoku.
5. Desticku inkubujte 1 hodinu pti laboratorni teploté (18...25°C) natiepacce p¥i rychlém tiepani.
6. Pomoci promyvacky promyjte desticku 4x promyvacim roztokem (300 — 450 pl/jamku). Odstraiite
vSechnu prebytecnou tekutinu poklepanim na bunicitou vatu.
7. Do kazdé jamky pridejte 200ul naredéného konjugatu monoklondlni protilétky proti STfR s enzymem.
8. Dedticku inkubujte 1 hodinu pii laboratorni teploté (18...25°C) natiepadce pii rychlém tiepani.
9. Pomoci promyvacky promyjte desticku 4x promyvacim roztokem (300 — 450ul/jamku). Odstrante
vSechnu prebytecnou tekutinu poklepanim na bunicitou vatu.
10. Do kazdé jamky pridejte 200ul nafedéného roztoku pro substrét.
11. Desti¢ku inkubujte 30 minut pfi 18...25°C (bez trepani).
12. Enzymovou reakci ukonéete piidavkem 50 ul stopovaciho roztoku do kazdé jamky ve stegném sedu,
ve kterém byl pridén roztok substrétu. T¥epte natiepacce 1 — 2minuty pri rychlém tiepani.
13. Zmé¥te absorbace pii 405 nm za pouziti fotometru pro mikrotitraéni desticky.

OMEZENI METODY
Jako zaklad pro jakékoli diagnostické a terapeutické rozhodnuti musi byt vysledky jednotlivych testti podlozeny
jinymi klinicky relevantnimi daty. Vzorky obsahujici heterofilni protildtky mohou zptisobovat chybné vysedky.

KONTROLA KVALITY

Doporucujeme vSem laboratofim pouzivat interni program kontroly kvality tak, Ze se sou¢asné analyzuji séra
snizkou i vysokou hrani¢ni koncentraci normélniho rozmezi. Doporuéujeme, aby s kazda laborator vytvorila
vlastni prijatelné rozmezi pro kontrolni vzorky. Pramér kontrolniho rozmezi by mél byt uvnité prijatelného
rozmezi daného vyrobcem. K meéieni kontrolnich hodnot pouZijte alespon dvou raznych Sarzi.

VYPOCET VYSLEDK U
Pri automatickém vypoctu vysledktt doporucujeme pouzit spline funkci. Vysledky lze odetist manualné
z kalibraéni kiivky vynesené v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypokitejte pramér hodnot absorbaci vSech duplikati.

Odectéte hodnoty nulového kalibrétoru od hodnot kalibratord a neznamych vzorka.

Vyneste kalibra¢ni kiivku na logaritmicky nebo linedrni graficky papir tak, Ze hodnoty absorbaci budou
na ose y aznédmé hodnoty koncentraci sTfR (mg/l) na ose x.

4. Z kalibragni krivky ode¢téte koncentrace STfR v nezndmych vzorcich.

wnpE

Obr. 1 Typické kalibracni kiivka (absorbace vs. koncentrace sTfR nalinedarnim grafickém papite). Priklad.
str.9 originalni pribal ové informace

Tabulka 1 Typicka kalibracni kiivka a vypocet vysledki. Priklad.

Jamka Absorbance Cista absorbance STfR(mg/l)

str.9 originalni pribal ové informace
Unkn = nezndmy vzorek

REFERENCNI HODNOTY

U zjevné zdravych dospélych osob a u déti byly naméieny nadedujici referen¢ni hodnoty sTfR, uvedené
v tabulce 2.
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Tabulka2 Referenéni hodnoty STfR v séru ( Suominen P., 1997, 2000)

Vek n Referen¢ni rozmezi (mg/l)
2,5% a 97,5% referencni meze
émeésici — 4 roky 52 1,6-4,0mg/l
4-10let 60 1,5-3,7mg/l
10-161et 160 1,4-3,4mg/l
dospely > 16 let 119 1,3-3,3mg/l
Cut-off pro IDE (dospeli) 2,8 mg/l
Cut-off pro IDA (dospéli) 3,3 mg/

ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

M é&Fici rozmezi
Priblizné 0,5 -9 mg/l v zavidosti na koncentraci ngnizsiho a ngjvysSiho kaibrétoru.

Mez detekce
Mez detekce, definovana jako ngnizsi detekovatel na koncentrace odpovidajici trojnasobku smérodatné odchylky
hodnot nulového kalibrétoru, jelepsinez 0,1 mg/l.

Linearita
Sérové vzorky Izetedit do poméru 1:5 fedicim roztokem pro vzorky.

M etoda standar dniho p¥idavku (recovery)
Zn&dma mnozstvi sTfR byla pridana k pacientskym séram, které obsahovaly sTfR. Standardni pridavky byly
v rozmezi od 91,1 do 102%, s primérnou hodnotou 94,9%.

Preciznost (precision)
Vzorky s riznou koncentraci sTfR byly analyzovany k uréeni intra-assay ainter-assay variability.

Tabulka 3 Intra-assay / inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznoet
10 replikéta 10 duplikéta
Vzorek [Primér (mg/)  [CV % [Vzorek  [Pramér(mgl) [CV %

str. 10 origindni pribal ové informace

Interferujici latky

Koncentrace sérového hilirubinu neinterferuji s méenim sTfR do koncentrace 280 umol/l. Na méteni sTfR nema
vliv ani hemoglobin do koncentrace 2 g/l. Nedoporuéujeme pouzivat vysoce lipemicka séra. Heterofilni
protildtky s testem interferuiji.

Specificita
Nebyla nal ezena Z&dna ki'izova reakce u sérového albuminu do koncentrace 40 g/, u gama globulinu do 20 g/l a
transferinu do 3 g/l.

Literatura
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IDEA® ROZPUSTNY TRANSFERINOVY RECEPTOR IEMA
KAT.C. 67044

OBSAH SOUPRAVY

(96 TESTU)

STfR IEMA MIKROTITRACNI DESTICKA
ENZYMOVY KONJUGAT PROTILATKY PROTI sTfR
STfR IEMA KALIBRATORY
STfRIEMA KONTROLY 1&2
STfR IEMA REAKCNI TLUMIVY ROZTOK
STfR IEMA KONCENTRAT SUBSTRATU
STfRIEMA TLUMIVY ROZTOK PRO SUBSTAT
STfR IEMA STOPOVACI ROZTOK
STfR IEMA KONCENTRAT PROMYVACIHO ROZTOKU
STfR IEMA ROZTOK PRO REDENI| VZORKU

SOUHRN PRACOVNIHO POSTUPU

(vSechny objemy jsou v ul)

Neznamy

Kalibréator Kontrola vzor ek
Pipetovani vzorku 20 20 20
Pipetovani reaké&niho tlumivého roztoku 200 200 200
Inkubace 1h p¥i labor ator ni teploté
na tfepacce za rychlého t¥epani X X X
Aspirace a promyvani 4x X X X
Pipetovani konjugatu 200 200 200
Inkubace 1h p¥i labor ator ni teploté
na tfepacce za rychlého tfepani X X X
Aspirace a promyvani 4x X X X
Pipetovani naredéného substréatu 200 200 200
Inkubace 30 minut p¥i laborator ni teploté X X X
Pipetovani stopovaciho roztoku 50 50 50
Rychlé tiepani na tfepaéce 1-2 minuty X X X
M é&Feni absor banci p¥i 405 nm X X X
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