IN VITRO DIYAGNOSTIK AMAGLI
IFN-y ELISA ASSAY

NK HUCRELERININ AKTIVITESINI

TEST ETMEK AMAGLIDIR.

NK TUPU ILE BIRLIKTE KULLANILIR

REF. N 007

NKVUE

ELISA

1. KULLANIM AMACI

Hastalardan 1ml kan NK VUE tipdi igine alnir ve hastalarin plazmalari hazirlanir. NK VUE ELISA
testi ile hastalarin plazma 6rneklerinde bir IFN-y miktar tayini yapilmaktadir. NK VUE Tube (ayri
olarak satilir). NK VUE testi, bireylerin bagisiklik durumunun izlenmesi igin in vitro diagnostik amagl
kullanim igin tasarlanmistir. NK hticresi aktivitesinin 6lgim, badisiklik sisteminin izlenmesi ve
badisikligin degisikliklerin degerlendirilmesi igin yararli bir arag olabilir. NK hiicresi aktivitesinin
durumu bazi hastaliklarin gdstergesi olabilir.

2. NK VUE'NUN OZETi VE ACIKLAMALARI

2.1 NKVUE Prensipleri

NK VUE, tam kanda NK hiicrelerini stimiile etmek igin tescilli bir stabilize immiinomoduilatér
sitokin (Promoca) kullanmaktadir. Aktivasyonundan sonra, salgilanan IFN-y seviyelerini
belirlemek enzim immunoassay (ELISA) kullaniimaktadir. Bu amagla, anti-IFN-y monoklonal
antikor, bir mikrodalga plakaya 6nceden adsorbe edilmistir. Hasta numuneleri, kuyucuklara
pipetle konur, hasta 6rneklerindeki antijenlerin immobilize edilmis olan IFN- y, antikora
baglanmasi igin birakilir. Baglanmamig tiim materyali yikadiktan sonra, bir raportér enzime
(HRP) konjuge edilmis ikinci bir anti-IFN-y monoklonal antikoru gukurlara ilave edilir.
Baglanmamis antikor-HRP kompleksini uzaklastirmak igin yikama yapilir, yikamayi takiben,
substrat soltisyonu kuyucuklara eklenir renginin gelismesine izin verilir.

NK hiicreleri tarafindan salinan IFN-y miktari, IFN-y standart egrisine gore kiyaslanir ve nicellestirilir.
Ornekler ELISA okuyucusunda 450 nm dalga boyunda okutulur.
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Sekill. NKVue testinin prensibi

2.2 NK VUE ELISA testinin gerceklestirilmesi icin gereken siire

© 96 kuyucukiu bir ELISA plakasinin manuel olarak caliimasi igin gegen toplam sire: ~ 4 saat (inkiibasyon stiresi = 2.5 saat,
elle agma siresi ~ 1.5 saaf). Otomatilestirimis bir platform kuilaniyorsa toplam siire 3-3.5 saate kisaltiabili.
© Paralel olarak calisan her faziadan plakaigin, ek olarak 15-45 dakika elle caligimalicir.

3. NK VUE NiN SAKLAMA KOSULLARI
3.1 Kitin igindekiler ve Saklama

20X olan yikama gdzeltisi 1:19 oraninda saf su kullanilarak sulandirimalidir. Ornegin,96 lik tam bir

plate igin toplam 1.000 mL 1X sollisyon yapmak; 20X lik konsantre yikama sollisyonundan 50 mL alinir

ve 950 ml saf su igerisinde seyreltilir. Seyreltilmis 1X lik yikama soltisyonu agzi kapakl bir sisede oda
sicakliginda 3 ay boyunca muhafaza edilebilinir. Stok sollisyonda herhangi bir kristallenme olusursa

stok soliisyon sisesi 37 © C'de ( bu bir su banyosu olabilir veya inkiibatér olabilir) (bir mikrodalga kullanmayin)
bir sure bekletilerek kristallerin tekrar gézilmesi saglanir. Liyofilize edilmis IFN-y standardini sulandirmak igin
double-distilled or higher grade) suyu ekleyin ve tamamen eriyene kadar karistirin (nadiren dokunarak
yaklasik 10 dakika). Kopiirmeyi en aza indirgemek igin pipet ile karistirmayiniz ve yiiksek hizda vorteks
yapmayiniz.Strip tzerinde bulunan kuyucuklari asla bogs birakmayin yada kurutmayin. Her zaman 6nceden
hazirlanmis ve pipetlenecek olan bir sonraki soliisyonu hazir bulundurun.

Protokol:

1. Liyofilize olan tiim IFN-y standarlari; Yiiksek Pozitif Kontrol ve Diisiik Pozitif Kontroltin her bir sisesi
sirastyla 500 uL deiyonize veya damitilmis su igerisinde goziiltr. Képiiklenmeyi en aza indirgemek ve
tamamen goziindurmeyi saglamak igin hafifge karistirin. IFN-y larin final konsantrasyonlari; IFN-y standardi
igin 4,000 pg/ mL, yiiksek pozitif kontrol igin 1,000 pg/mL ve distk pozitif kontrol igin 165 pg / mL olacaktir.

Bu (g soliisyondan 100-200 pl kadar bir kismi her galigma igin kullanilacaktir. Geri kalan standart ve kontrollerin

daha kullaniimak tzere saklanabilinir. (-20 °C de 3 aya kadar saklanabilinir).

2. Ependorf tiiplerini standart soltisyonlarini seyreltmek igin #1 den #4 kadar numaranlandiriniz. Sekil 2
ve tablo 2 iki de goriildigu gibi seri sulandirma yapiniz. Sulandirma soliisyonundan sekilde de gorildugu
gibi 200 uL tiip # 4'e, 300 ul' tiip 3'e 1'e koyunuz. IFN-y stok standartindan (4,000 pg / mL) 200 pL alip
tlp # 4'e koyunuz ve iyice karistiriniz. Tup # 4'e den 100 pL alarak # 3'e koyunuz ve iyice karistiriniz,

Tup # 3 den 100 pL alip tip#2 koyunuz ve iyice karistiriniz. Sakin # tip 1 e sulandirma sollisyonundan baska
bir sey koymayiniz (tiip #1 (0 pg/mL). ( Sulandirmanin nasil yapildigini ayrica sekil2 ve tablo2 de de gorebilirsiniz)

St d/m'ut\‘ 1004L  100WL
andar

—
ST2

= B Suandrma Sol. 200 uL 300pL  300pL 3003L

4000 pg/mL. SOn konsantrasyon 2000 pg/mL 500 pg/mL  125pg/mL 0 pg/mL

Sekil 2. Standart egri soltisyonunun hazirlanmasi

Standard Sulandirma Metodu (standard araligi = 0-2,000 pg/mL)
ST Diluent (uL) Standard soliisyon  pl dnceki sulandirmadan  |Final standard Konsantrasyon (pg/mL)
1 300 0 0 (blank)
2 300 100 125
3 300 100 500
4 200 200 2000

Sekil 2. Standart egri soltisyonunun hazanmasi

3. Hazirladiginiz dort standart egri seyreltme sollisyonunun (2,000 pg/mL - 0 pg / mL) her
birinden 2 kuyu ekleyiniz. Yuiksek ve dustik kontrol soliisyonlarini da 2 ser kuyucuda ekleyiniz.
Geri kalan kuyucuklara da sekil 3 gosterildigi gibi 6rneklerinizi ekleyebilirsiniz.
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Tablo 1. Kit Bileseneri ve Depolama Onerileri

3.2 Gerekli Ancak Saglanmamis Malzemeler
Ayarlanabilir, otomatik mikropipetler (P200 ve P1000 veya benzeri)

5. Hazirlamis oldugunuz IFN-y standart egrisi sollisyonlarindan, disiik kontrol soltisyonlarindan,ytiksek control
sollisyonlarindan ve her bir 6rnekten 50 pL kuyucuklara ekleyiniz. Platin tzeri yapiskan film kapattiniz.
Kuyucuklara eklememis oldugunuz 6rneklerin daha iyi karismasi igin plate hafifce vurunuz alternatif olarak,
mikroplate galkalayicida bir dakika bekletiniz). Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edin; Oda sicakligi 20 © C ~ 24 ° C

6. Plate tizerindeki yapiskan filmi kaldirin ve kuyucuklardaki tim siviyi aspire edin (vakum ile emdirin). Cok kanalli
bir pipet ile her kuyucuga 300 pL manifold dagitici veya otomatik bir plaka yikayici kullanarak 300 pL 1X lik
yikama soltisyonundan koyunuz (aspirasyon oncesinde yikama tamponu kuyucuklarda en az 5 saniye bekletin)
ve kuyucuklari 4 kez yikayiniz. Her yikama adiminda sivinin tamamen uzaklastirildigindan emin olunuz.

(NOT:Bu yikama islemi otomatik ELISA yikayicisiylada yapilabilinir.) Son yikamadan sonra, plakay ters gevirerek
ve temiz kuru kadit havlu tizerine kuvvetlice vurarak kalan yikama tamponunu uzaklagtiniz. 4. yikama islemine
baslamazdan once deteksiyon (algilama) gozeltisini hazir oldugundan egin olunuz (Yani bir sonraki adima bakin

7. Biyotin konjuge ve Streptavidin HRP leri 1:99 oraninda karistirarak Deteksiyon (algilama ) solisyonunu
hazirlayin. Ornegdin 10 mL hazirlamak igin deteksiyon (algilama) soliisyonu hazirlamak igin 9.8 mL Conjugate
seyreltici sollisyon tizerine 100 pL Biotin konjugat ve 100 pL Streptavidin HRP'yi ekleyin ve karistirin.

8. Her kuyucuga 100 L deteksiyon (Algilama) soliisyonu (7. Asamada haziladiginiz) ekleyin (adim 7'de
hazirladiginiz). Yapiskan film ile plate kapatiniz ve oda sicakliginda 1 saat 30 dakika inkiibe ediniz; Oda sicaklig
20°C ~ 24 ° C araliginda degilse litfen uygun bir ikbiibator kullanin Tablo 3'e tavsiye edildigi gibi. Altinci adimda
oldugu gibi aspirasyon /yikama islemlerini tekrarlayin ve toplam 4 kez yikama islemi bu asamada da yapilacaktir.
Son yikamadan sonra, plate i ters gevirin iginde kalan sollisyonlari tamamiyle uzaklastirmak igin temiz emici kagit

9. Altincl adimda oldugu gibi aspirasyon /yikama islemlerini tekrarlayin ve toplam 4 kez yikama islemi bu
asamada da yapilacaktir. Son yikamadan sonra, plate i ters gevirin iginde kalan sollisyonlari tamamiyle
uzaklastirmak igin temiz emici kadit tizerinde nazikce vuru. . Son yikama agamasindan 6nce, TMB sollisyonunu

10. Her kuyucga 100 uL TMB soliisyonu ekleyin. Oda sicakliinda ve karanlikta 30 dakika inkiibe edin.

11. Her kuyucuda 100 pL durdurma (stop) sollisyonu ekleyin. Kuyucuklardaki renk maviden sariya donmelidir.
*En iyi tekrarlanabilirlik igin Durma (stop) sollisyonunu kuyucuklara eklenmesi sirasinda 9. adimda belirtilen
TMB sollisyonunu da ayni anda ve hizlica kuyucuklara eklenmelidir.Kuyudaki renk yesil renkte ise veya tniform

12. Plate altinda kalinti, nem, veya yabanci maddeleri gidermek igin platin altini yumusak emici kagitlarla dikkatli
bir sekilde silin ve 450 nm'ye ayarlanmis bir mikroplate okuyucu kullanarak derhal kuyucuklardaki 6rneklerin
absorbansini belirleyin. Diizeltme dalga boyu olarak 600-650 nm'de ayni anda okumasi siddetle tavsiye edilir .

. Son Kullanim Tarihi @
Bilesenler Miktar Ozellik Saklama e
Acllmadan | Acilmis @
F
Mab Coated Plate 12 strips of 8 wells colorless 2-8°C 12 6 @
(Microwell plate coated with a murine (equivalent to one polystyrene Protect months 3 months @
monoclonal antibody against human IFN- 96-well plat i
y ag; Y) well plate) plate from light Y Y Y Y e
Standard vial @ng) | \hite powder l%r_cﬁeri 12 3238?(1:8 gﬁk"s!t;mg?s rllp;;_ E')-;?t?ilgsléientlnsiﬁve kontrol; L: Diistik positive kontrol; S: Ornek
(recombinant human IFN-y) (lyophilized) p . months S ’ . egri; 1. )/ p s Lo DUsUk p T
from light resuspended)| 4. lk 6nce her kuyucuda 50 uL seyreltici koyun.
2-8°C
Diluent 1 bottle (10 mL) cleelairq{r]ietljlow Protect m (]nzths 3 months
from light
Biotin Conjugate (100X) - clear orange 2-8°C 12 araliginda olmazsa, bir inkibatére koyunuz. Tablo 3' de de gosterilmektedir.
(biotin-conjugated murine monoclonal 1 vial (0.15 mL) liquid Protect th 3 months
antibody against human IFN-y) Iqui from light months
2-8°C
Streptavidin HRP (100X) 1vial .15 ml) C'S"’}i’q‘f{iz”ge Potect |12 | 3months
from light
clear orange 2-8°C 12 ve hazrr olun).
Conjugate Diluent 1 bottle (13 mL) liquid 9 Protect months 3 months
from light
colorless 2-8°C 12 Deteksiyon (Algilama) sollisyonunu kullanmazdan hemen 6nce hazirlayiniz.
Washing Solution, 20X 1 bottle (50 mL) - Protect 3 months
liquid from light months
TMB Substrate 1 bottle (12 mL) colorless I%r_(ﬁ(-:(g 12 3 months
(tetramethyl benzidine) liquid . months SV ) N " .
from light izerinde nazikce vuru. . Son ylkama asamasindan 6nce, TMB sollisyonunu hazirlayin.
Stop Solution 1 bottle (12 mL) colorless Igr_cﬁec(i 12 3 months
(contains 1N HCL) liquid : months
from light hazirlayin.
High Positive Control 1 vial white powder ?’r}ﬁeﬁ 12 3 months *TMB sollisyonunu her zaman gliglii 1siktan veya giines isigindan koruyun.
9 (Iyophilized) p from light months En iyi tekrarlanabilirlik igin her zaman tam 30 dakika inkiibe edin.
1 vial 2-8°C 12
Low Positive Control Vool white powder Protect 3 months 1B solus : - h are
(yophilized) from light months goriinmiiyorsa, plate I nazikce ve iyice karistirmak igin plakaya hafifce vurun.
Adhesive film for microwell plate 2 films clear film 2-30°C N/A N/A

Stop Soliisyonu

* 8 veya 12 kanalli goklu pipet, 50 pL, 100 pL (numune ve standart igin) ve 300 pL (yikama igin, istege bagl).

e Tek kullanimlik pipet uglari

e Masa Ustl mikrosantrifiij (11.500 x g hizina gikabilen)

 Dereceli silindir (500 veya 1000 mL); vorteks; rack, mikroplate calkalayicisi (istege bagl)
o Gift damitilmis su veya esdederi veya daha yuksek kalite (6rn., Milli-Q sinifi)

« Vakum pompasi veya otomatik mikroplak yikayici (istege bagl)

» Mikroplakarastirici, 450 nm (0-3.0 ile minimum dinamik araligi 0-3.5 6nerilir) ayarlayin.
Es zamanl olarak 600-650 nm'de (duzeltme dalga boyu)

4. ONLEMLER

* Sadece in vitro diagnostik kullanim igindir

* Bu yonergeleri tam olarak okuduktan ve anladiktan sonra kullanin.

* TMB gozeltisi, 3,3 ', 5,5'-tetrametil benzidin igerir; stipheli bir kanserojendir,Solunmasi ve goz ile

temasinda veya cilt ile temasinda zararlidir. Gozliik ve eldiven kullanin ve dikkatli tutun.

« Durdurma gozeltisi, 1N Hidroklorik asit (HCI) icermektedir. igilmemeli, teneffiis edilmemeli, g6z

veya cilt ile temas edilmemelidir. Gozllk, eldiven ve normal laboratuvar koruyucu giysileri giyin.
Durdurma gozeltisi cilde veya gozlere temas ederse, normal gesme suyuyla durulayin ve tibbi

yardim isteyin. Konjuge Seyreltici, alerjik reaksiyonlara neden olabilen sigir serum albimini igerir.
Cilt ile temasindan kaginin. insan kanini potansiyel olarak bulasici gibi kullanin. lgili kan giderme

talimatlarina uyun. Goézliik kullanin, tek kullanimlik eldiven kullanin ve sonrasinda ellerinizi
kullandiktan sonra iyice yikayin.

Herhangi bir bilesen hasar goérmiisse veya siselerden birisinde sizinti isareti gosteriyorsa kiti
kullanmayin. Herhangi bir reaktif tiiptinin, sisesinin veya insan numunelerinin kapagini agarken
veya clkarirken ve mikrobiyal kontaminasyonu dnlemek igin GLP prosediirlerini kullanin.

Farkli kit partikllerinin reaktiflerini / bilesenlerini karistirmayin.

Son kullanma tarihi gegmis NK VUE ELISA bilesenlerini KULLANMAYIN.

Bir ELISA yikayici veya bir ELISA okuyucu gibi ekipman kullanirken, diizgiin bir sekilde kalibre
edildiginden emin olun (Bu cihazlarin diizenli bir bakimlarini yaptirin)

Numuneleri veya reaktifleri pipetlemek igin tek kullanimlik pipetuglarini kullanin.Pipetlerinizin
kalibreli olduguna emin olun.

Kati atiklari, kullaniimayan reaktifleri ve biyolojik numuneleri ilgili goriilen kurallara gore atiniz.
Genel laboratuvar giivenlik kurallarini takip edin.

5. TEST PROTOKOLU

5.1 Birinci Adim : Kan toplanmasi ve kdiltlirii ve indiiklenen plazmanin ayriimasi

« NK VUE Tube igerisinde bir gece inkiibe edilen kan 6rneginin tizerindeki plazma kismi alinir.
Herhangi bir kontaminasyon olmamasina dikkat edilmelidir. Uriin paketi ekine gére hazirlanmistir.

5.2. ikinci Adim - insan IFN-y ELISA testi
Onemli genel Tavsiyeler

« Tiim standartlarin ve numunelerin plate derhal yiiklenebileceginden emin olun (iginde15 dakika).
Yiiklemeler arasindaki uzun zaman araligindan kagininiz. Ornek yiiklemesinde uzun bekleme
araliklarindan dolayi calismada 6nemli degisiklikler olabilir.

* Plazma 6rnekleri, antikor kapl mikroplate stripler ve tiim reaktifler kullanima baslamazdan
hemen 6nce oda sicakligina getirilmelidir.

o ELISA kuyucuklarina plazma érneklerini yiiklemezden 6nce dondurulmus olan plazma
orneklerinin tamamen eritildiginden emin olun ve sonrasinda oda sicakliginda 1 dakika
siireyle 11.500 g'de santrifiije edin.

* Kullaniimayacak olan mikrokuyucuk stripler derhal kurutucu folyo sariimali ve gantasina geri
konulmalara buzdolabinda saklanmalidir. Tekrar ihtiyac duyuldugunda bu mikrokuyucuk stripler
kullanilabilimir.

Buzdolabindan 6rnekleri gikarin / eger donmus ise buzun ¢ozdiiriin

< Santifj 1dk, 11,500g
Seyreltmede kullanilan sollisyonunu, standart egri soliisyonlarini ve 6rnekleri
(her biri 50 pL) mikroplate seritlerene pipetleyiniz

1 . inkiibasyon Tutma asamasi 4 kez yilkama
Antikor-enzim konjugati ekleyin (100 pL)
* 2 Inkiibasyon : Baglanma asamasl. 4 kez ylkama
TMB soliisyonunu ekleyin (100 pL)
¢ 3 Inkiibasyon : Renk Degistirme

Stop (durdurma Soliisyonu ekleyin (100,

+

Plate i okuma 450 nm (ve 620nm) ELISA okuyucu
Sekil 4 protokoliin ozeti

Lab Sicakhigi 1 inkiibasyon 2 inkiibasyon 3 inkiibasyon
15°C~19°C 1saat 30dk 1saat30dk 30dk
20°C~24°C 1saat 1saat30dk 30dk
25°C~37°C 1saat 1saat 30dk

Tablo 3. Lab sicakligi ve inkiibasyon zamani

6. . HESAPLAMA VE SONUG ANALIZI
Mikroplate okuyucusundan elede edilen tiim veriler MS Excel de veya yaygin istatistiksel yazilim
programlarindan GraphPad veya Sigma Plot programlarini kullanabilirsiniz.
e Tiim 450 nm okumalardan diizeltme dalga boyu (600-650 nm) dederlerini gikarin.
* 450 nm dalga boyunda 6lglilen tim standart ve 6rneklerin averaj absorbans degerlerini
varyasyonlar arasinda farki hesaplayin.
* CV nin ylzdelik dederi % 20 den biyiik ise (6rnek yeniden test edilmelidir) 6rneklerin gifti
calisiimasi yaygin bir pratiktir, ancak distik konsantrasyonlu 6rnekler disinda dikkatli bir sekilde
daha yiiksek CV% tolere edilebilir. Sonraki analizler igin gogaltmalarin yalnizca ortalama degerleri
kullanilacaktir. Belirgin olarak daha yiiksek CV% 'nin tolere edilebildigi durumda dustik konsantrasyonlu
ornekler diglanabilinir. Sonraki analizler igin tekrarlarin yalnizca ortalama degerleri kullanilacaktir.
 Blank (0) 6rneginin okumalardan gikarmaya gerek yoktur; Blak (0) okumasini standart egrinin
olusturulmasinda kullaniimasi onerilir.

6.1 Standart egri hesaplama

Standart egri Uzerinde dogrusal regresyon analizi yapin. X ekseni pg / mL cinsinden standart
soliisyon konsantrasyonunu ve Y ekseni 450 nm'de (duzeltilmis) absorbansi gosterir. Standart
egdrinin dogrusal gerilemesinin korelasyon katsayisi (R2) >0.98 olmalidir. Standart egri
hesaplamasina iliskin sayisal bir 6rnek asagida gosterilmistir (bkz. Tablo 4).

Ornekteki veriler (Tablo 4) ve standart egrisi (Sekil 5) sadece 6rnekleme amaciyla verilmistir ve
diger tahlillerdeki sonuglari hesaplamak igin kullanilamaz.

ORNEK

Absorbans (450nm) (Dogrulama blanked
onsantrasyon(pg/mL)
Duplikasyon CV%
Standard 1 0 pg/mL 0.050 0.060 9.1
Standard 2 125 pg/mL 0.200 0.197 0.76
Standard 3 500 pg/mL 0.659 0.676 1.3
Standard 4 2000 pg/mL 2.366 2.418 1.1

Tabl0 4. standard curve data 6rnegi

2

14

y=0.0012 x + 0.0625
R? =0.9998

0 50
Sekil 5. standard curve 6rnegi

6.2 Kalite Kontrol

T
1000

T
1500

2000

Y

Test sonuglarinin dogrulugu, dogru bir standart egrisinin olusturulmasina baghdir. Bu ne
sonuglari yorumlanabilmesi igin standartlardan elde edilen sonuglar tutarli olmalidir
ELISA Gegerli Olabilmesi igin;
@ Standard 1'in ham absorbans degeri (negative kontol olmayan) < 0.15 olmalidir
@ Standart 3'Uin ham absorbans degeri (negative kontol olmayan) > 0.4 olmalidir
© Standart 4'in ham absorbans degeri (negative kontol olmayan) > 1.7 olmalidir
O Standart egrinin dogrusal gerilemesinin korelasyon katsayisi (R2) > 0.98 olmalidir

Bu kosullarin saglanamamasi halinde, test sonuglarn gegerli degildir ve yeni bir test yapilmalidir.

Not: Sulandirildiktan sonra, yliksek ve diistik pozitif kontroller (HPC, LPC) sirasiyla 1000
konsantrasyonlarinda rekombinant insan IFN-y igerir. Deneysel olarak belirlenen gok-sp
, ilgili kutuda bulunan onay belgesinde belirtilmistir.

6.3 Numune Konsantrasyonunun Hesaplanmasi
Absorpsiyon degerlerinin ortalamasini ve dogrusal regresyon analizi (y = ax + b) ile olu
kullanarak érneklerin konsantrasyonunu hesaplayin. Ornegin, ikincisi y = 0.0012x + 0.(
gosterildigi gibi) ise ve 6rnek ortalama absorbansi 1.265 ise, 6rnek konsantrasyonu aga

«Ornek konsantrasyonu (pg/mL) = (numunenin ortalama absorbansi - b)/a
«Ornek konsantrasyonu (pg/mL) = (1.265-0.0625)/0.0012 = 1002.08 (pg / mL)

Ipucu: Eger bir numune IFN-y konsantrasyonu> 2.000 pg/mL hassas konsantrasyc
betirlemeye ihtiyag vardir, Hasta plazma numunesini 1:10 oraninda sulandirin ve EL
calismasini tekrarlayin.

7.LIMIT

Asadidaki durumlarda, sonuglar gtivenilir olmayacaktir:
@ Kanin alinmasi ve kiltir edilmesi NK tiip kutusundaki tavsiyeler dogrultusunda yapilr

@ ELISA testini gergeklestirmek igin bu paketin ekinde anlatilan prosediir dogru bir sek

8. PERFORMANS OZELLIKLERT
Algilama Alt Siniri: 40 pg / mL
Deney Araligi: 40-2000 pg / mL
Standart egri noktalari 2000, 500, 125 ve 0 pg / mL IFN-y'dir.

Hassasiyet: Testler arasi hassasiyet, oturumlar arasi, operatorler arasi, laboratuarlar are
ara parti olarak degerlendirildi. Elde edilen CV degerleri% 10'un altindaydi.

Spesifikligi: Bu ELISA testi, insan IFN-y icin spesifiktir. insan IL1a, IL1B, IL2, IL3, IL4,
IL15, GM-CSF, SCF, TNFa, G-CSF, LT-a'ya kars! belirgin gapraz reaktivite bulunamadi (
XCL1, MIP-la / CCL3, MCP-1 / CCL2, ve fare ILIp, TNFa, IL2 ve IL15. Bu proteinlerin !
plazma érneklerinin ELISA calismasin negative miidahalesi olmadi. insan albumin, bilir
glikoz ve trigliseritler 150, 300 veya 500 pg/mL IFN- y igeren plazma 6rneklerin ELISA

miidahalesi olmadi

Kalibrasyon: Bu ELISA kutunda bulunan standartlar, NIAID rekombinant IFN-y ile kalibr
edilmistir. lot Gxg01-902-535 Bir (1) pg IFN-y Standardi = 0.018 NIAID birimi.

9. SORUN GIDERME

Problem

Miimkiin olan neden

Cozim

Disuik okuma
Nedenleri

NK tlpu kan alinisaya kadar oda
1sisinda uzun sure birakilmis
oldugunden ve Promoca nun
inactive olmasindan dolayi

NK tipiine kan alindiktan sonrakj

15 dakika iginde 37°C lik
inklibatore konulmadiysa

Yeni bir NK tiipline kan aldi

Spesifik olmayan
renk gelismesi/
Yiksek background

Tamamlanmamis veye kurallara
uygun yapilmamis plate yikamasi

ELISA kuyucuda 300 pL yikama s
gelecek gekilde yikama igleminin 1
ve yilkama sayisinnin tavsiye edild
yapilmasi. Yikama soltisyonunun |
kadar kuyucuklarda bekletilmesi.
cevirerek ve emici kadida siddetle
yikama tamponunu alin.

Yapiskan filmin dizgiin bir sekilde
yapistirimamig olmasi

Yapiskan filmin terar kullaniimasi 6rr
arasinda karsilikli kontaminasyon risl
( kiiglik damlaciklar film yiizeyinde k
Yapiskan filmin uygun yapistitiimadi¢
kuyucuk igerindeki sivilar ugmus olat

ELISA kuyucuklarinda karsilikl
kontaminasyon

Ornekleri dikkatli bir sekilde mikroku
pipetleyerek riski azaltabilirsiniz

Kitin veye kit bilesenlerinin son
kullanim tarihlerinin gegmis
olmasi

Kitin son kullanim tarihinin gegmedigi
ediniz. Dondurulmus 6rnekler tekrar
malidir. Ornekler gozdirildiikten sont

Kitin veye kit bilesenlerinin son
kullanim tarihlerinin gegmis olmasi

Eger soliisyonlar kuyucuklara eklel
once mavi renkte ise sollisyonlar

Standarlar igin
Dusiik optikil
yogunluk okumasi

Standard diltisyonunda hata

Kitin standartlari ve dilisyonlarinin
sekilde hazirlandigindan ve kit pal
igerisine konuldugundan emin olu

inkiibasyon sicakliginin gok
disuk olmasi yada inkiibasyon
zamaninin kisa olmasi

Inkiibasyon sicakligini control ediniz.
sicakliginin tablo 3 ile uyumlu oldugun
olunuz. Substrat sollisyonu(TMB) tam
dakika inkiibe edilmelidir.

Soltisyonlann sicakliklannin gok
diisiik olmasi

Sollisyonlari kullanmazdan hemen
1sisina getiirniz.

Dogru olmayan plate okuyucu
filtrelerinin kullaniimasi

Plate 450nm de okunmali

Kitin veye kit bilesenlerinin son
kullanim tarihlerinin gegmis olmasi

Lineer olmayan
standar egrisi.
Tekrarlar arasinda
bliylik deger
farklarinin
olusmasi

Tamamlanmamis veye
kurallara uygun yapiimamis
plate yikamasi

Kitin son kullanim tarihinin gegcme:
emin olunuz.

ELISA kuyucuga 300 pL yikama soliis
sekilde yikama isleminin tekrarlanma
sayisinnin tavsiye edildigi sayida yapi
soltsyonunun minimum 5 sn kadar k
bekletiimesi. Plate i kurutma kagidini
cevirin ve kalan yikama sollisyonunu

Standard dilisyonunda hata

Kit standardinin diltisyonlarinin P:
gore hazirlandigindan emin olun

Pipetleme hatasi

Pipetlerin kalibre edildiginden ve U
talimatlarina gére kullanildigindan

Kotl karnistirma

Reagentlari plate almadan veya e
once iyice karistirin

10. TEKNIK SERVIS
For customer technical service please contact:

Manufacturer : ATGen
SNUH HIP 4F and 6F

172 Dolma-ro, Bundang-gu
Seongnam-si, Gyeonggi-do 13605

REPUBLIC OF KOREA
Tel.: 82-31-603-9212
Fax: 82-31-8017-8124
www.nkvue.com

Authorized Represen
Emergo Europe
Prinsessegracht 20
2514 AP The Hague
The Neherlands

Tel. : 31-70-345-857
Fax : 31-70-346-72¢
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