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1. WSTEP

1.1. Zastosowanie

Test DRG Renin ELISA jest testem immunoenzymatycznym do pomiaru aktywnej reniny w

surowicy i osoczu.

2. ZASADA TESTU

Zestaw DRG Renin ELISA jest testem immunoenzymatycznym statej fazy (ELISA), opierajgcym sie
na zasadzie kanapkowe] (sandwich). Mikrostudzienki s3 optaszczone przeciwciatem
monoklonalnym skierowanym przeciwko unikatowemu miejscu antygenowemu na czgsteczce
reniny.

Probke pacjenta zawierajgcg endogenng renine inkubuje sie w studzience optaszczonej
swoistym przeciwciatem wraz z Buforem do oznaczen. Formowany jest kompleks kanapkowy
(sandwich). Po inkubacji niezwigzany materiat jest wymywany a dodawany jest kompleks
enzymu streptawidyna-peroksydaza, a po inkubacji , niezwigzany koniugat enzymu jest
wymywany.

llos¢ zwigzanej peroksydazy jest proporcjonalna do stezenia reniny w prébce.

Po dodaniu roztworu substratu, intensywnos¢ koloru jest wprost proporcjonalna do stezenia

aktywnej reniny w prébce.
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3. SRODKI OSTROZNOSCI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Niniejszy zestaw przeznaczony jest wytgcznie do zastosowania diagnostycznego w

warunkach in vitro. Do zastosowania przez osoby fachowe.

Wszystkie odczynniki niniejszego zestawu testowego, ktére zawierajg ludzkg surowice lub
osocze, przebadano z wynikiem ujemnym na obecnos$é HIV I/Il, antygenu HBs i HCV
procedurami zatwierdzonymi przez FDA. Mimo tego, wszystkimi odczynnikami nalezy

postugiwac sie i wyrzucac je jak substancje potencjalnie niebezpieczne.

Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy uwaznie przeczytac catg instrukcje obstugi. Nalezy
postugiwac sie aktualng wersjg ulotki informacyjnej, dofagczong do zestawu. Nalezy

upewnic sie, ze wszystko jest zrozumiate.

Mikroptytka zawiera odrywane paski. Niewykorzystane studzienki muszg by¢
przechowywane w temperaturze 2° do 8°C, w szczelnie zamknietej torebce foliowe;j.

Nalezy je stosowac w ramce zawartej w zestawie.

Probki i odczynniki zestawu nalezy pipetowac jak najszybciej, w tej samej kolejnosci w

kazdym etapie oznaczenia.

Nalezy uzywaé jednego pojemnika tylko dla pojedynczego odczynnika. To szczegdlnie
dotyczy pojemnikdw na substrat. Postugiwanie sie pojemnikiem do odmierzania roztworu
substratu, ktéry wczesniej wykorzystywano do roztworu sprzezonego, moze prowadzi¢ do
wystgpienia zabarwienia roztworu. Nie wlewa¢ odczynnikow z powrotem do fiolek, gdyz

moze dojs¢ do zanieczyszczenia odczynnikow.

Nalezy dobrze wymiesza¢ zawartosé mikroptytki , aby zagwarantowac¢ uzyskanie dobrych

wynikéw oznaczenia. Nie stosowaé ponownie raz uzytych studzienek.
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8) Podczas oznaczenia nie wolno dopusci¢ do wyschniecia studzienek; odczynniki nalezy

dodawacé bezposrednio po zakonczeniu etapéw ptukania.

9) Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy pozostawi¢ odczynniki, aby osiggnety temperature

pokojowg (21 - 26°C). Temperatura wptywa na odczyt absorbancji, natomiast nie ma

wptywu na wyniki oznaczen prébek pacjentéw.

10) Nigdy nie pipetowac¢ ustami i unikaé¢ kontaktu odczynnikéw i probek ze skérg i btonami

Sluzowymi.

11) Nie palié, nie jes¢, nie pi¢ i nie stosowac kosmetykdow w miejscach, gdzie stosuje sie prébki

i odczynniki zestawu.

12) Przy postugiwaniu sie prébkami i odczynnikami stosowaé jednorazowe rekawiczki

lateksowe. Zanieczyszczenie odczynnikdw lub prébek drobnoustrojami moze prowadzic

do uzyskania fatszywych wynikéw.

13) Prébkami i odczynnikami nalezy postugiwac sie zgodnie z procedurami okreslonymi w

odpowiednich krajowych wytycznych i regulacjach dotyczacych bezpieczenstwa

biologicznego.

14) Nie stosowaé odczynnikéw po uptywie terminu waznosci podanego na etykietach

zestawu.

15) Nalezy przestrzegaé wszystkich objetosci podanych w protokole. Optymalne wyniki

oznaczenia mozna uzyskac tylko przy stosowaniu kalibrowanych pipet.

16) Nie mieszad i nie stosowac elementéw zestawdw o réznych numerach serii. Zaleca sie nie

wymienianie studzienek z réznych ptytek nawet w obrebie tej samej serii. Zestawy moga

by¢ transportowane lub przechowywane w réznych warunkach i charakterystyki wigzania

ptytek mogg sie nieznacznie réznic.

DRG International, Inc., USA Fax: (973) 564-7556 e-mail: corp@drg-international.com 3



PDRE L)

DRG" Renin ELISA (EIA-5125)

c € USA:RU

Revised 25 Mar. 2013 rm (Vers. 8.1)

17) Unika¢ kontaktu z roztworem zatrzymujacym reakcje, zawierajgcym 0,5 M H;SO4. Moze

powodowac podraznienie skory i oparzenia.

18) Niektore odczynniki zawierajg Proclin, BND i MIT jako $rodki konserwujgce. W przypadku

kontaktu z oczami lub skérg, zanieczyszczone miejsce nalezy natychmiast przeptukac

woda.

19) Substrat TMB wywiera podrazniajgcy wptyw na skore i btony $luzowe. W przypadku

ewentualnego kontaktu, przemy¢ oczy duzg iloscig wody, a skore mydtem i duzg iloscig

wody. Przed uzyciem nalezy wymy¢ zanieczyszczone przedmioty. W razie kontaktu

wziewnego, wyprowadzi¢ osobe na otwarte powietrze.

20) Substancje chemiczne i przygotowane lub stosowane nalezy traktowaé odczynniki jak

niebezpieczne odpady, zgodnie z krajowymi wytycznymi lub regulacjami dotyczgcymi

bezpieczenstwa biologicznego.

21) Informacje dotyczace niebezpiecznych substancji zawartych w zestawie mozna znalez¢ w

Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpiecznej. Karty Charakterystyki Substancji

Niebezpiecznej dla tego produktu dostepne sg na zyczenie bezposrednio w firmie DRG
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4. Odczynniki:
4.1. Odczynniki zawarte w zestawie
1. Mikropfytka, paski 12x8 (odtamywane), 96 studzienek;

Optaszczone przeciwciatem anty-renina (monoklonalnym)

2. Standardy (Standard 0-5), 6 fiolek (liofilizowane), 1 ml
Stezenia: 0-4-16-32-64-128 pg/ml
Patrz ,Przygotowanie odczynnikow”

Zawiera konserwanty nie zawierajace rteci.

3. Kontrole (Niska & Wysoka), 2 fiolki (liofilizowane), 1 ml;
Dla wartosci kontroli nalezy zapoznac sie z dokumentami Kontroli Jakosci
Patrz ,Przygotowanie odczynnikow”

Zawiera konserwanty nie zawierajace rteci.

4. Bufor do oznaczen, 1 fiolka, 20 ml, gotowy do uzycia

Zawiera konserwanty nie zawierajace rteci.

5. Roztwor Sprzezony Enzymu, 1 fiolka, 14 ml, gotowy do uzycia
Przeciwciato anty-renina (monoklonalne) sprzezone z HRP

Zawiera konserwanty nie zawierajace rteci.
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6. Roztwor Substratu, 1 fiolka, 14 mL, gotowy do uzycia

Tetrametylobenzydyna (TMB)

7. Roztwor Zatrzymujgcy Reakcje, 1 fiolka, 14 mL, gotowy do uzycia

Zawiera 0.5 M H2504

8. Roztwor ptuczqcy, 1 fiolka,30 mL (40x stezony)
Patrz ,Przygotowanie Odczynnikéw”
UWAGA: Dodatkowy Bufor do badania do rozciericzania prébek jest dostepny na zyczenie.
4.2, Odczynniki nie zawarte w zestawie

- Kalibrowany czytnik mikroptytek(450+10 nm)

- Kalibrowane nastawne precyzyjne mikropipety.
- Bibuta

- Stoper

- Woda destylowana

- wytrzgsarka mikroptytek 300-700 rpm

4.3. PRZECHOWYWANIE ODCZYNNIKOW

Nieotwarte odczynniki, przechowywane w temperaturze 2 — 8°C, zachowujg reaktywnosc¢ do
uptywu terminu waznosci. Nie stosowac¢ odczynnikdw po tej dacie. Otwarte odczynniki

muszg byé przechowywane w temperaturze 2 — 8°C. Mikrostudzienki muszg by¢
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przechowywane w temperaturze 2 — 8°C. Po otwarciu torebki foliowej nalezy uwaznie

zamknac jg szczelnie ponownie.

Otwarty zestaw zachowuje reaktywnos$é przez 6 tygodni jezeli jest przechowywany, jak

opisano powyzej.
44. Przygotowanie odczynnikow

Przed uzyciem pozostawi¢ wszystkie odczynniki oraz wymagang liczbe paskéw, do osiggniecia

temperatury pokojowe;j.
Standardy

Rozpuscié liofilizowang zawartos¢ fiolek ze standardem w 1 ml wody destylowane]. Pozostawi¢ na

minimum 10 minut do rozpuszczenia. Wymieszac delikatnie przed uzyciem.

Uwaga: Rozpuszczone standardy zachowujg stabilnos¢ przez 14 dni w temperaturze 2-8°C. Przy

dtuzszym przechowywaniu nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20°C

Kontrole
Rozpuscié liofilizowang zawartos¢ fiolek ze standardem w 1 ml wody destylowane;j.
Pozostawi¢ na minimum 10 minut do rozpuszczenia. Wymiesza¢ delikatnie przed uzyciem.

Uwaga: Rozpuszczone standardy zachowujq stabilnos¢ przez 14 tygodni w temperaturze 2-8°C.

Przy dtuzszym przechowywaniu nalezy je zamrozi¢ w temperaturze -20°C

Roztwor Ptuczgcy

Doda¢ dejonizowanej wody do 40x stezonego Roztworu Ptuczacego.
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Rozciericzy¢ 30 ml stezonego Roztworu Ptuczgcego przy pomocy 1170 ml wody dejonizowanej do

objetosci koncowej 1200 ml.
Rozciericzony Roztwor Ptuczacy jest stabilny przez 2 tygodnie w temperaturze pokojowej.
4.5, Utylizacja Zestawu

Zestaw nalezy utylizowac¢ zgodnie z krajowymi przepisami prawnymi. Specjalne informacje

dotyczace niniejszego produktu zawarte sg w Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpieczne;j.

4.6. Uszkodzone zestawy testowe

W przypadku kazdego powaznego uszkodzenia zestawu testowego lub jego elementéw nalezy
poinformowaé o tym na piSmie DRG®, nie pdzniej niz jeden tydzien po otrzymaniu zestawu. Nie
nalezy w oznaczeniu stosowac powaznie uszkodzonych pojedynczych elementéw zestawu. Nalezy je
przechowywaé¢ do momentu uzgodnienia ostatecznego rozwigzania. Nastepnie nalezy sie ich

pozby¢ zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawnymi.

5. POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBEK
W oznaczeniach mozna stosowac surowice i ososcze.
Nie stosowa¢ hemolitycznym, lipemicznych badz zéttaczkowych prébek.
Uwaga: Prébki zawierajace azydek sodu nie moga by¢ stosowane w oznaczeniach.

Warunki, w ktérych prébki musza by¢ pobierane i starannie kontrolowane, poniewaz szereg
czynnikéw fizjologicznych moze wptywaé na wydzielanie reniny. Obejmujg one:

- Postawa: dawca prébki musi byé w pozycji lezgcej na dtuzej niz 1 godzine lub pionowo przez ponad
1 godzine

— Dzienne oscylacje reniny: pobieranie prébek powinno byé miedzy 7 rano a 10 rano, jesli to
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mozliwe.

— Dieta: zawarto$¢ sodu w diecie musi by¢ znana i w konicu zweryfikowane przez pomiar natiurezy
ciggu 24 godzin,

— leki: na poziom aktywnej reniny mogg mie¢ wptyw leki przeciwnadcisnieniowych (np diuretyki,
inhibitory konwertazy angiotensyny, beta-adrenergiczne, leki rozszerzajgce naczynia, inhibitory
reniny)

— Cigza: poziom nieaktywnej i aktywnej reniny wzrasta podczas cigzy

— Cykl miesigczkowy: poziom aktywnej reniny wzrasta w drugiej fazie cyklu (nalezy pobraé prébki w
pierwszej fazie)

— Wiek: poziom aktywnej reniny zmniejsza sie z wiekiem

Uwaga: Surowica od dawcéw nowotworowych moze zawiera¢ podwyzszone stezenie reniny.

5.1. Pobieranie prébek
Surowica:

Pobra¢ krew z zyty (np. przy uzyciu Sarstedt Monovette nr 02.1388.001), pozostawié¢ do
wytworzenia skrzepu i oddzieli¢ surowice przez wirowanie w temperaturze pokojowej. Nie wirowac

probek przed wytworzeniem skrzepu.
Osocze:

Petng krew nalezy pobra¢ do probdéwek do wirowania zawierajgcych Srodek przeciwkrzepliwy i

odwirowac bezposrednio po pobraniu.
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5.2. Przechowywanie i przygotowanie prébek

Probki nalezy przechowywac zamkniete korkiem, w temperaturze pokojowej, NIE w temperaturze
2°C - 8°C przed oznaczeniem, poniewaz moze nastgpic krioaktywacja proreniny w temperaturze 2°C

- 8°C, dajac fatszywe wyniki reniny (12,13)

Jezeli Probki nie mogq by¢ oznaczone w ciggu 4 godzin od pierwszego pobrania, nalezy je zamrozic, ,

w temperaturze -20°C lub nizszej.
Zalecane jest szybkie zamrazanie i rozmrazanie, aby unikng¢ zakresu temperatury 2°C - 8°C.

Mozna zastosowac kapiel z suchego lodu/etanolu w celu szybkiego zamrozenia.

5.3. Rozcienczenie Prébek

Jezeli wynik pierwszego oznaczenia wskazuje, ze prébka zawiera wyzisze stezenie reniny niz
najwyzszy standard, probke takg mozna rozcieiczyé Buforem do Badan i oznaczy¢ ponownie, jak

opisano w Procedurze oznaczenia.

Przy obliczaniu wynikéw stezenia reniny nalezy uwzglednic ten wspdtczynnik rozcienczenia.

Przyktad:
a) Rozcienczenie w stosunku 1:2 75 ul prébki+ 75 pl Buforu do badan (dobrze wymieszad)
b) Rozcienczenie w stosunku 1:5: 30 pl probki + 120 pl Buforu do badan (dobrze wymieszacd)
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6. PROCEDURA OZNACZENIA
6.1. Uwagi Ogélne

Przed uzyciem wszystkie odczynniki i prébki nalezy pozostawi¢ do osiggniecia temperatury

pokojowej. Wszystkie odczynniki nalezy wymieszac bez wytwarzania piany.
Po rozpoczeciu oznaczenia wszystkie jego etapy nalezy wykonywac bez przerw.

Dla unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy stosowaé¢ nowe jednorazowe plastikowe

koncéwki pipet do pipetowania kazdego standardu, kontroli i prébki.

Absorbancja jest funkcjg czasu inkubacji i temperatury. Przed rozpoczeciem oznaczenia zaleca
sie przygotowanie wszystkich odczynnikdw, zdjecie korkdw, umieszczenie wszystkich
potrzebnych studzienek w statywie, itp. Dzieki temu kazdy etap pipetowania zajmie taka samg

ilos¢ czasu i nie bedzie pomiedzy nimi zadnych przerw.

Zgodnie z ogdblng zasadg, reakcja enzymatyczna jest liniowo proporcjonalna do czasu i

temperatury

Pipetowanie wszystkich standardéw, prdbek i kontroli nalezy wykonaé w ciggu 6 minut

(Szczegolnie nalezy o tym pamietaé przy pipetowaniu manualnym).

6.2. Procedura Testu

W ramach kazdego oznaczenia nalezy sporzgdzi¢ krzywg standardowa.

1.

W statywie umiesci¢ pozgdang liczbe studzienek
Doda¢ 150 ul Buforu do badan do wszystkich studzienek

Do odpowiednich studzienek odmierzyé po 50 ul standardu, kontroli i préobek, nowymi

jednorazowymi koncowkami do pipet.
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10.

11.

12.

Inkubowac przez 90 minut w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce 300-700 rpm
Energicznie wytrzasngé zawartos¢ studzienek.

4-krotnie ptukaé studzienki rozcieiczonym roztworem wymywajgcym (300 Bul na studzienke).

Energicznie uderzy¢ studzienkami o bibute w celu usuniecia resztek ich zawartosci.

Wazna uwaga: czutos¢ i precyzja tego oznaczenia w duzym stopniu zalezg od wtasciwego

wykonania procedury ptukania!

Do kazdej studzienki doda¢ 100 Bul Konjugatu Enzymu

Inkubowac przez 90 minut w temperaturze pokojowej na wytrzgsarce 300-700 rpm.
Energicznie wytrzasngé zawartos¢ studzienek.

4-krotnie ptukaé studzienki rozcieiczonym roztworem wymywajgcym (300 Bul na studzienke).

Energicznie uderzy¢ studzienkami o bibute w celu usuniecia resztek ich zawartosci.

Wazna uwaga: czutos¢ i precyzja tego oznaczenia w duzym stopniu zalezg od wiasciwego

wykonania procedury ptukania!
Do kazdej studzienki doda¢ 100 ul Roztworu Substratu
Inkubowac przez 15 minut w temperaturze pokojowe;j.

Zatrzymacé reakcje enzymatyczng przez dodanie do kazdej studzienki 100 ul Roztworu

zatrzymujqcego reakcje.

Odczyta¢ absorbancje (OD) kazdej studzienki przy dtugosci fali 450 @ 10 nm przy uzyciu
czytnika ptytek. Zaleca sie odczytanie studzienek w ciggu 10 minut od dodania roztworu

zatrzymujgcego reakcje
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6.3. Obliczanie wynikéow

1.

Dla kazdego zestawu standardéw, kontroli i prdbek pacjenta obliczy¢ $rednig wartosé

absorbancji.

Skonstruowaé krzywg standardowg przez naniesienie Sredniej absorbancji uzyskanej dla
kazdego standardu wobec podanego stezenia reniny w danym standardzie, przy czym wartos$é

absorbancji nalezy nanies¢ na osi pionowej (Y), a stezenie reniny na osi poziomej (X).

Przy uzyciu $redniej wartosci absorbancji dla kazdej prébki, z krzywej standardowej okreslié

odpowiednie stezenie.

Metoda automatyczna: Wyniki w IFU mozna obliczy¢ automatycznie przy uzyciu dopasowania 4
PL (4-parametrowego logistycznego). Zalecang metoda jest dopasowanie 4-parametrowe

logistyczne. Inne funkcje obrobki danych mogg daé nieco inne wyniki.

Stezenie w prébkach mozna odczyta¢ bezposrednio z tej krzywej standardowej. Prébki, w
ktdrych stezenie jest wyzisze od stezenia w najwyiszym standardzie, nalezy dodatkowo
rozcienczy¢ lub oznaczy¢ jako >128 pg/ml. Przy obliczaniu wynikéw stezenia nalezy uwzglednié¢

ten wspétczynnik rozcienczenia.
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6.4. Przyktadowa Krzywa Standardowa

Ponizej przedstawiono typowy przyktad krzywej standardowej , majacej charakter jedynie

ilustracyjny.
Standard Jednostki gestosci optycznej (450 nm)
Standard 0 (0 pg/ml) 0,09
Standard 1 (4 pg/ml) 0,19
Standard 2 (16 pg/ml) 0,44
Standard 3 (32 pg/ml) 0,78
Standard 4 (64 pg/ml) 1,14
Standard 5 (128 pg/ml) 2,48

7. KONTROLA JAKOSCI

Dobra praktyka laboratoryjna wymaga oznaczania kontroli przy okazji sporzgdzania kazdej krzywej
standardowej. Nalezy oznaczy¢ statystycznie istotng liczbe kontroli w celu wyznaczenia wartosci
$rednich i dopuszczalnych przedziatéw wartosci dla zagwarantowania wtasciwej charakterystyki

testu.

Zaleca sie stosowanie prébek kontrolnych, zgodnie z krajowymi przepisami prawnymi. Zaleca sie
stosowanie probek kontrolnych w celu zagwarantowania codziennej wiarygodnosci wynikéw
oznaczenia. Nalezy oznacza¢ prébki kontrole zawierajgce zaréwno prawidtowe, jak i patologiczne

stezenia analizowanej substancji.
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W certyfikacie kontroli jakosci dotaczonym do zestawu podano stezenia LH w odpowiednich

kontrolach.

Podane wartosci i przedziaty wartosci zawarte w certyfikacie kontroli jakosci zawsze dotyczg zestawu

o danym numerze serii i nie nalezy postugiwac sie nimi do bezposredniego porownywania wynikéw.

Zaleca sie takze uczestnictwo w krajowych lub miedzynarodowych programach oceny jakosci w celu

zagwarantowania doktadnosci wynikéw.

Nalezy stosowac¢ odpowiednie metody statystyczne do analizy wartosci kontrolnych. Jezeli wyniki
oznaczenia nie mieszczg sie w ustalonych dopuszczalnych przedziatach wartosci dla prébek

kontrolnych, wyniki uzyskane dla probek pacjenta nalezy uznac za niewiarygodne.

W takim przypadku prosze sprawdzi¢ nastepujgce kwestie: przyrzady do pipetowania i stopery,
czytnik, daty waznosci odczynnikdw, warunki przechowywania i inkubacji, metody aspiracji i
wymywania.

Po sprawdzeniu wspomnianych wyzej kwestii i nie znalezieniu btedu, prosze skontaktowad sie ze

swoim dystrybutorem lub bezposrednio z firmg DRG.
8. OGRANICZENIA PROCEDURY

Wiarygodne i powtarzalne wyniki uzyska sie, gdy procedure testu przeprowadzono wg petnego
zrozumienia  instrukcji  z  ulotkg i przestrzegania dobrej praktyki laboratoryjne;.
Wszelkie niewtasciwe obchodzenie sie z prébkami lub modyfikacje tego testu mogg wptyngc na
wyniki.

8.1. Substancje zaktécajgce
Hemoglobina (do mg/ml), bilirubina (do mg/ml) oraz triglicerydy nie maja wptywu na wyniki

oznaczenia
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9. ASPEKTY PRAWNE
9.1. Wiarygodnosé wynikow testu

Oznaczenie musi by¢ wykonane $cisle wedtug instrukcji uzytku producenta. Dodatkowo uzytkownik
musi $cisle przestrzegac zasad GLP (Dobrej Praktyki Laboratoryjnej) i innych majacych zastosowanie
standardow krajowych i/lub przepiséw prawnych. Ma to szczegdlne znaczenie w zakresie
stosowania kontrolnych odczynnikdw. Wazne jest, aby w procedurze oznaczenia zawsze uwzglednic

wystarczajgcay liczbe kontroli dla zweryfikowania doktadnosci i precyzji oznaczenia.
9.2. Odpowiedzialnos¢

Wszystkie modyfikacje niniejszego zestawu testowego i/lub wymiana lub wymieszanie
jakichkolwiek sktadnikdw z réznych serii testow mogg mieé niekorzystny wptyw na uzyskane wyniki
i wiarygodnos$¢ catego testu. Takie modyfikacje i/lub wymiany czynig kazde zgdanie wymiany

zestawu testowego bezzasadnym.

Roszczenia sktadane w zwigzku z btedng interpretacjg wynikow badan laboratoryjnych 2 sg takze
bezzasadne. W przypadku kazdego roszczenia odpowiedzialnos¢ producenta nie bedzie przekraczaé
wartosci zestawu testowego. Producent nie ponosi odpowiedzialnosci za zadne uszkodzenie

zestawu testowego w czasie transportu.
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