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IgA Saliva ELISA

English

INTENDED USE
Immunoenzymatic colorimetric method for quantitative determination of IgA in saliva.
Salivary IgA ELISA is intended for laboratory use only.

CLINICAL SIGNIFICANCE
IgA represents about 15% to 20% of immunoglobulins in the blood, they are also found in the mucus
secreted in the stomach, lungs and intestines. This prevents the microbes to bind to epithelial cells of the
respiratory and digestive tract. This immunoglobulin helps to fight against pathogens that contact the
body surface, are ingested, or are inhaled. It exists in two forms, IgA1 (90%) and IgA2 (10%) that differ
in the structure. IgAl is found in serum and made by bone marrow B cells, however IgA2 is made by }
cells located in the mucosae and has been found to secrete into, colostrum, maternal milk, tears a(@s
saliva.
The IgA found in secretions have a special form. They are dimeric molecules, linked by two a ®nal
chains. One of these is the J chain (from join), which is a polypeptide of molecular mass 1,5 k ich with
cysteine and structurally completely different from other immunoglobulin chains. The dimerig@ of IgA
in the outer secretions also has a polypeptide of the same molecular mass (1,5 kD) calle secretory
chain and is produced by epithelial cells.
Decreased or absent IgA, termed selective IgA deficiency, can be a c4®%lly significant
immunodeficiency. 4

©

PRINCIPLE Q
Salivary IgA ELISA is based on the simultaneous binding of human IgA to t m_gftibodies, one monoclonal
immobilized on microwell plates and the other, polyclonal conjugated with™orseradish peroxidase (HRP).
After incubation the bound/free separation is performed by a simple solidsphase washing.
Then the enzyme in the bound-fraction reacts with the Substrate 2) and the TMB Substrate and
develops a blue color that changes into yellow when the Stop SoIgté?stoz;) is added.

pl

The color intensity is proportional to the IgA concentration in the e.
The IgA concentration in the sample is calculated through a st rd curve.
REAGENT, MATERIAL AND INSTRUMENTATION é\$
Reagents and materials supplied in the kit N
Standards ;\(\Q
Cat. no. & tandard Volume/Vial
ETANDARD & SA E-6801_“YStandard A (CAL0) |1 ml
ETANDARD B SA E-6802 | Standard B (CAL1) |1 ml
STANDARD[C SA EA-@?B Standard C (CAL 2) 1ml
ETANDARDI D SA¥<6804 | Standard D (CAL3) |1ml
GTanpArDE  .SA E-6805 | Standard E (CAL4) | 1ml
>
A E-6851 Control
1 vial, 1 ml; Concentratio%&ontrol is Lot-specific and is indicated on the QC-Report.
[ASSAY-BUFF 5] \\\ SA E-6813 Assay Buffer (5X concentrated)
1 vial, 40 ml; Hepes&fer 25 mM pH 7.4; BSA 0.5 g/I
%
CONJUGATE-CONC| \ D SA E-6840 Enzyme Conjugate (20X concentrated)

1vial, 1 ml;@ ibody anti-IgA conjugated with horseradish peroxidase (HRP)

b 96 o SA E-6831 Coated Microtiterwells
1 br \a le microplate; Antibody anti-IgA adsorbed on microplate

MS E-0055 TMB Substrate
1 vial, 15 ml; H20,-TMB 0.26 g/I (avoid any skin contact)

MS E-0080 Stop Solution
1 vial, 15 ml; Sulphuric acid 0.15 mol/I (avoid any skin contact)

Hazards
identification:

H290 May be corrosive to metals.
H314 Causes severe skin burns and eye damage.
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SA E-0030 Wash Solution (50X concentrated)
1 vial, 20 ml; NaCl 45 g/I; Tween-20 55 g/I

Reagents necessary not supplied
Distilled water

Auxiliary materials and instrumentation
Automatic dispenser
Microplates reader (450 nm, 620 - 630 nm)

Note

Store all reagents between 2 °C - 8 °C in the dark.

Open the bag of the Coated Microplate only when it is at room temperature and close it immediately aftt—;'g\
use; once opened, it is stable until the expiry date of the kit. Do not remove the adhesive sheets on
strips unutilized. (%)

o)
WARNINGS 20
— This kit is intended for in vitro use by professional persons only. Not for internal or ext | use in

— Follow Good Laboratory Practice (GLP) for handling blood products. .

— Some reagents contain small amounts of Proclin 300® as preservatives. Avoid tI‘SXBntact with skin or
mucosa.

— The TMB Substrate contains an irritant, which may be harmful if inhal d,Qingested or absorbed
through the skin. To prevent injury, avoid inhalation, ingestion or contac wﬁ\ skin and eyes.

— The Stop Solution consists of a diluted sulphuric acid solution. Suréuric acid is poisonous and
corrosive and can be toxic if ingested. To prevent chemical burns, aéﬁt contact with skin and eyes.

— Avoid the exposure of reagent TMB/H;0, to directed sunlight, me or oxidants. Do not freeze the
solution. 9

— This method allows the determination of IgA from 0.5 pg/ml st\"®‘(€0 Hg/ml.

PRECAUTIONS K\‘ro

— Please adhere strictly to the sequence of pipetting st provided in this protocol. The performance
data represented here were obtained using specific ents listed in this Instruction for Use.

— All reagents should be stored refrigerated at 2 °C °C in their original container. Any exceptions are
clearly indicated. The reagents are stable until b@expiry date when stored and handled as indicated.

— Allow all kit components and specimens to reé&h room temperature (22 °C - 28 °C) and mix well prior
to use.

— Do not interchange kit components from(&?ferent lots. The expiry date printed on box and vial labels
must be observed. Do not use any kit ponent beyond their expiry date.

— If you use automated equipment K@ ser has the responsibility to make sure that the kit has been
appropriately tested.

— The incomplete or inaccurate @d removal from the wells could influence the assay precision and/or
increase the background.

To improve the performa%SOf the kit on automatic systems is recommended to increase the number
of washes. ‘Q

— It is important that thg\me of reaction in each well is held constant for reproducible results. Pipetting
of samples should extend beyond ten minutes to avoid assay drift. If more than 10 minutes are
needed, follow th€)same order of dispensation. If more than one plate is used, it is recommended to
repeat the dosé’response curve in each plate.

— Addition of TMB Substrate solution initiates a kinetic reaction, which is terminated by the addition
of the St olution. Therefore, the TMB Substrate and the Stop Solution should be added in the same
seque 0 eliminate any time deviation during the reaction.

- Ob the guidelines for performing quality control in medical laboratories by assaying controls
a %r pooled sera.

— Maximum precision is required for reconstitution and dispensation of the reagents.

— Samples microbiologically contaminated, highly lipemeic or haemolysed should not be used in the
assay.

— Plate readers measure vertically. Do not touch the bottom of the wells.

Humans or Animals.
— Use appropriate personal protective equipment while working with the reagents provg@
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PROCEDURE

Preparation of the Standards

Standards and Control are ready for use.

The standards have the following concentration:

0-6.9-62-132 -400 ng/ml.

The standard concentrations are 1000 times lower than the values reported in the reference range
because the samples are diluted 1:1000 while the standards are not diluted.

The Standard concentrations to be entered in the instruments for calculation are:

A B C D E
Hg/ml 0 6,9 62 132 400
Once opened, the standards are stable 6 months at 2 °C - 8 °C. \{~
%
Preparation of IgA Assay Buffer \\Q
Dilute the content of 5X Conc. IgA Assay Buffer with 160 ml of distilled or deionized water m@wtable
storage container. $
To prepare different volumes respect the dilution ratio 1:5. 6
Store at 2 °C - 8 °C until the expiry date printed on the label. GQ)
W
Preparation of Diluted Conjugate OA
Prepare immediately before use. Q\

Add 50 pl of conjugate to 950 pl of diluted IgA Assay Buffer.

The quantity of diluted conjugate is proportional at the number of tests. 0@
Mix gently for 5 minutes, with rotating mixer.

Stable for 3 hours at room temperature (22 °C - 28 °C). &Oﬁ

Preparation of Wash Solution Z

Dilute the content of each vial of the 50X Conc. Wash Solut/orq\'@ distilled water to a final volume of
1000 ml prior to use.

For smaller volumes respect the 1:50 dilution ratio.

The diluted wash solution is stable for 30 days at 2 °C - é’

Preparation of the Sample @

For sample collection is advised to use a centrifu é&ss tube and a plastic straw.

Let the saliva flow down through the straw intéﬁe centrifuge glass tube; then centrifuge at 3000 rpm
per 15 minutes.

Do not use plastic tube or commercially avg\@ le devices for the saliva collection to avoid false results.

Prepare the dilution A for each saﬁp e by diluting supernatant liquid 1:20 with diluted Assay
Buffer (e.g.: 50 pl + 950 pl); mix gently every dilution A by leaving it for at least 5

minutes on a rotating shake}:b d dilute this dilution A 1:50 with diluted Assay Buffer (e.g.:
20 pl + 980 ul).
Final dilution obtained: 1:

Mix gently by leaving it f0‘€t east 5 minutes on a rotating shaker.
If the assay is not carr%out in the same day of collection store the saliva at -20 °C.

\
Procedure o
Allow all reag to reach room temperature (22 °C - 28 °C) for at least 30 minutes. At the
end of the a , store immediately the reagents at 2 °C - 8 °C: avoid long exposure to room

&

d microwell strips should be released securely in the foil pouch containing desiccant and

temperatur
Unused
°C - 8 °C.

store

To a&i potential microbial and/or chemical contamination, unused reagents should never be transferred
into the original vials.

As it is necessary to perform the determination in duplicate in order to improve accuracy of the test
results, prepare two wells for each point of the standard curve (Standard A - E), two for each Control,
two for each sample, one for Blank.
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Reagent Standard Sample / Control Blank

Standard A - E 25 pl
Diluted Samples / Control 25 pl
Diluted Conjugate 100 pl 100 l

Incubate 1 hour at room temperature (22 °C - 28 °C).
Remove the contents from each well; wash the wells three times with 300 pul of diluted wash solution.
Important note: during each washing step, gently shake the plate for 5 seconds and remove excess
solution by tapping the inverted plate on an absorbent paper towel.

Automatic washer: if you use automated equipment, wash the wells at least 5 times. \kl\\
©
TMB Substrate Solution 100 pl 100 pl 100 pl \"Q
Incubate 15 minutes in the dark at room temperature (22 °C - 28 °C). &\
Stop Solution 100 pl 100 pl ?\@go ul
N\

Shake the microplate gently. @)
Read the absorbance (E) at 450 nm against a reference wavelength of 620 - 63@qm or against Blank
within 5 minutes. %)

O%‘
N

RESULTS
)
Mean Absorbance
Calculate the mean of the absorbance (Em) for each point of the st ard curve and of each sample.
Calculation of Results — Automatic method LAY
Use the method: 4 parameter logistic, sigmoid logistic or sme&fed cubic spline like calculation algorithm.
Calculation of Results - Manual method &)
A dose response curve is used to ascertain the concent@'on of IgA in unknown specimens.

1. Record the absorbance obtained from the prin &of the microplate reader.

2. Plot the absorbance for each duplicate serqu erence versus the corresponding IgA concentration
in ug/ml on linear graph paper. @)

3. Connect the point with a best-fit curve.

4. To determine the concentration of Igﬂ\@r unknown samples, locate the average absorbance of the
duplicates for each unknown sampld&ﬂ‘n the vertical axis of the graph, find the intersecting point on
the curve, and read the concentngh (in pg/ml) from the horizontal axis of the graph (the duplicates
of the unknown may be avera,g\és[ as indicated).

REFERENCE VALUES be
Based on the literature dat@, and on the results obtained with the IgA Saliva ELISA, the range of

normality is: QA
\
(S\ IgA saliva

Range of ngr@élity 40 - 170 pg/ml

7
Please pay att@ct’lon to the fact that the determination of a range of expected values for a "normal"
population iiZa given method is dependent on many factors, such as specificity and sensitivity of the
method and type of population under investigation. Therefore each laboratory should consider the
range gi¥en by the manufacturer as a general indication and produce their own range of expected values
baseddon the indigenous population where the laboratory works

PERFORMANCE AND CHARACTERISTICS

Sensitivity
The lowest detectable concentration of h-IgA that can be distinguished from the Standard A is 0.5 pg/ml
at the 95% confidence limit.

Specificity
The cross reaction of the antibody calculated at 50% according to Abraham are shown in the table:
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hIgA | 100.0%
hIgAl | 124.5%
hIgA2 | 145.5%
h IgG < 0.3%
h IgM < 0.3%

Correlation with RIA

The IgA Saliva ELISA was compared to another commercially available IgA assay. 22 serum samples
were analysed according in both test systems.

The linear regression curve was calculated

y = 1.5865x - 7.614 X
r=0.9478 (r2 = 0.8984) ©
%
Hook Effect \‘Q
The IgA Saliva ELISA shows no Hook Effect up to 600 pg/mil \\g\
N

WASTE MANAGEMENT 6$
Reagents must be disposed off in accordance with local regulations. b@
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Q)
TROUBLESHOOTING s\\

POSSIBLE ERROR CAUSES / SUGGESTIONSO

OCRONOUNAWNE

No colorimetric reaction - O

— no conjugate pipetted reaction after a ion

— contamination of conjugates and/or, @@Jbstrate

— errors in performing the assay %oéedure (e.g. accidental pipetting of reagents in a wrong sequence
or from the wrong vial, etc.) \\

Too low reaction (too low ﬁs)
— incorrect conjugate (e.@t from original kit)

— incubation time too s&n , incubation temperature too low

Too high reaction @: high ODs)

— incorrect conju@ate (e.g. not from original kit)

— incubation tj too long, incubation temperature too high

— water quatity for wash buffer insufficient (low grade of deionization)
- msufﬂ%ép washing (conjugates not properly removed)

Une }hlnable outliers
— contamination of pipettes, tips or containers
— insufficient washing (conjugates not properly removed)

Too high within run (CV%)
— reagents and/or strips not pre-warmed to room temperature prior to use
— plate washer is not washing correctly (suggestion: clean washer head)

Too high between-run (CV%)

— incubation conditions not constant (time, temperature)

— controls and samples not dispensed at the same time (with the same intervals) (check pipetting order)
— person-related variation
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IgA Saliva ELISA Deutsch

VERWENDUNGSZWECK
Immunoenzymatisches kolorimetrisches Verfahren zur quantitativen Bestimmung von IgA in Speichel.
Der IgA Saliva ELISA ist nur fir den Laborgebrauch bestimmt.

KLINISCHE BEDEUTUNG

IgA macht etwa 15% bis 20% der Immunglobuline im Blut aus und ist auch im Schleim von Magen,
Lunge und Darm enthalten. Dadurch wird verhindert, dass sich Mikroben an die Epithelzellen der
Atemwege und des Verdauungstrakts binden kdnnen. Dieses Immunglobulin hilft bei der Bekampfung von
Krankheitserregern, die mit der Kérperoberflache in Berihrung kommen, verschluckt oder eingeatmet
werden. Es kommt in zwei Formen vor, IgAl (90%) und IgA2 (10%), die sich in ihrer Struktu%
unterscheiden. IgA1 befindet sich im Serum und wird von B-Zellen im Knochenmark gebildet, wéhreﬂd-
IgA2 von B-Zellen in den Schleimhauten gebildet und durch Kolostrum, Muttermilch, Tranen und Spéﬁlel
ausgeschieden wird. B\

Die in den Sekreten gefundenen IgA-Molekiile haben eine besondere Form. Es handelt sich. dimere
Molekile, die durch zwei zusatzliche Ketten verbunden sind. Eine davon ist die J-Kette (vo nglischen
Wort "join"), ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 1,5 kD, das reich an Cyst ist und sich
strukturell komplett von den anderen Immunglobulinketten unterscheidet. Die dimereskROFm von IgA in
den auBeren Sekreten hat ebenfalls ein Polypeptid mit der gleichen Molekijlmass&' ,5 kD), das als
sekretorische Kette bezeichnet wird und von Epithelzellen produziert wird. ?

Vermindertes oder fehlendes IgA, der so genannte selektive IgA-Mangel, kann @ linisch bedeutsamer
Immundefekt sein. %6

PRINZIP

Der IgA Saliva ELISA basiert auf der gleichzeitigen Bindung von hume‘@ IgA an zwei Antikérpern, von
denen einer monoklonal auf Mikrotiterplatten immobilisiert der andere polyklonal mit
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert ist. Nach der Inkubation&%‘gt die Trennung von gebundenem
und freiem Enzym durch einfaches Waschen in der Festphase. x\

AnschlieBend reagiert das Enzym in der gebundenen Fraktio it dem Substrat (H,02) und dem TMB-
Substrat und entwickelt eine blaue Farbe, die bei Zugabe do\lg opplésung (H2S04) in Gelb Gbergeht.

Die Farbintensitat ist proportional zu der IgA-Konzentrg{igga'n der Probe.

Die IgA-Konzentration in der Probe wird anhand einer dardkurve berechnet.

REAGENZIEN, MATERIALIEN UND GERATE g\\.\Q
Im Kit enthaltene Reagenzien und Mater@@n

Standards .
Katalognq.%\ Standard Volumen/Fldschchen
ETANDARD & SA E-6801 | Standard A (CALO) [ 1 ml
ETANDARDB) SA Er6802 | Standard B (CAL1) |1 ml
ETANDARDC SAE-6803 | Standard C (CAL2) [ 1ml
ETANDARDI D | SA E-6804 | Standard D (CAL3) |1 ml
ETANDARDIE QS\"SA E-6805 | Standard E (CAL4) | 1 ml

& SA E-6851 Control (Kontrolle)
1 Flaschchen, 1 8’0 Die Konzentration der Kontrolle ist lotspezifisch und wird auf dem QC-Report
angegeben. %)

%) SA E-6813 Assay Buffer (5X konzentriert) (Assaypuffer)
1 Flaschc , 40 ml; Hepespuffer 25 mM pH 7,4; BSA 0,5 g/I

7

[CONJOGATE-CONC] SA E-6840 Enzyme Conjugate (20X konzentriert) (Enzymkonjugat)
1 Flaschchen, 1 ml; Antikdrper Anti-IgA, konjugiert mit Meerrettichperoxidase (HRP)

[d 96 SA E-6831 Coated Microtiterwells (Beschichtete Mikrotiterplatte)
1 brechbare Mikrotiterplatte; Antikérper Anti-IgA an die Mikrotiterplatte gebunden

MS E-0055 TMB Substrate (TMB-Substrat)
1 Flaschchen, 15 ml; H,0,-TMB 0,26 g/l (vermeiden Sie jeglichen Hautkontakt)
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MS E-0080 Stop Solution (Stopplésung)
1 Flaschchen, 15 ml; Schwefelsaure 0,15 mol/lI (vermeiden Sie jeglichen Hautkontakt)

Mégliche
Gefahren:

H290 Kann gegeniber Metallen korrosiv sein.
H314 Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.

SA E-0030 Wash Solution (50X konzentriert) (Waschlésung)
1 Flaschchen, 20 ml; NaCl 45 g/I; Tween-20 55 g/I

Nicht im Kit enthaltene erforderliche Reagenzien

Destilliertes Wasser

Erforderliche Hilfsmittel und Messgerate (%)
Automatischer Dispenser \"Q

Mikrotiterplatten-Lesegerat (450 nm, 620 - 630 nm)

Hinweis $

Alle Kit-Reagenzien zwischen 2 °C und 8 °C im Dunkeln lagern. 6
Den Beutel mit der beschichtete Mikrotiterplatte erst 6ffnen, wenn er Raumtemperatua genommen hat

und sofort nach Gebrauch wieder verschlieBen; einmal gedtffnet, ist die Mik

terplatte bis zum

Verfalldatum des Kits haltbar. Klebestreifen auf unbenutzten Streifen nicht entfer| :

WARNUNGEN %6

Dieses Testkit ist nur flr In-vitro-Diagnostik zur Anwendung durch Fab@ersonal bestimmt. Nicht zur
inneren oder duBeren Anwendung bei Mensch oder Tier geeignet.

Beim Arbeiten mit den enthaltenen Reagenzien geeignete persénli&@ Schutzausristung verwenden.
Beim Arbeiten mit Blutprodukten die GLP-("Good laboratory pr e") Richtlinien befolgen.

Manche Reagenzien enthalten kleine Mengen an Proclin 3G©s Konservierungsmittel. Kontakt mit
der Haut oder Schleimhaut vermeiden.

Das TMB-Substrat enthdlt eine reizende Substanz, iécﬁ)eim Einatmen, Verschlucken oder der
Aufnahme Uber die Haut gesundheitsschadlich seia-9 ann. Um eine Schadigung zu verhindern,
Einatmen, Verschlucken oder Kontakt mit der Haut\@er den Augen vermeiden.

Die Stopplésung besteht aus verdinnter Schwefelsdure. Schwefelsdure ist giftig und dtzend und
kann bei Einnahme toxisch sein. Um Verétz@en zu verhindern, Kontakt mit der Haut oder den
Augen vermeiden.

Reagenz TMB/H;0, keinem direkten Soanenlicht, Metallen oder Oxidationsmitteln aussetzen. Die
Losung nicht einfrieren. O

Mit diesem Verfahren kénnen IgA—K{ﬂg\entrationen von 0,5 ug/ml bis 400 pg/ml bestimmt werden.

W
VORSICHTSMASSNAHMEN

Die Reihenfolge der Pipettietsehritte muss genau wie in dieser Anleitung angegeben eingehalten
werden. Die hier dargestellten Daten zur Performance wurden unter Verwendung der in dieser
Gebrauchsanweisung ge ten spezifischen Reagenzien ermittelt.

Alle Reagenzien im @nalbehélter kahl bei 2 °C - 8 °C lagern. Ausnahmen werden deutlich
gekennzeichnet. B%' achgemaBer Lagerung und Verwendung sind die Reagenzien bis zum
Verfalldatum hal

Vor der Verwenthg missen alle Testkit-Komponenten und Proben Raumtemperatur (22 °C - 28 °C)
annehmen gut gemischt werden.

Die TestkitsKomponenten zwischen unterschiedlichen Chargen nicht austauschen. Das auf dem
Karton den Flaschchen aufgedruckte Verfalldatum muss eingehalten werden. Die Testkit-
Kom nten nach Ablauf ihres Verfalldatums nicht mehr verwenden.

Wgt ie automatische Gerate verwenden, unterliegt es Ihrer Verantwortung zu Uberprifen, ob die
Q s mit dem Kit ordnungsgemaB durchgeflihrt wurden.

Eine unvollstandige oder ungenaue Flissigkeitsentnahme aus den Wells kann die Testgenauigkeit
beeinflussen und/oder den Hintergrund erhéhen.

Bei Verwendung von automatischen Systemen wird empfohlen, die Anzahl der Waschschritte zu
erhdhen.

Die Reaktionszeit muss fir alle Wells konstant gehalten werden, damit die Ergebnisse reproduzierbar
sind. Das Pipettieren der Proben sollte nicht ldnger als 10 Minuten dauern, um Testabweichungen zu
vermeiden. Falls mehr als 10 Minuten benétigt werden, muss die Reihenfolge des Pipettierens
eingehalten werden. Bei Verwendung von mehreren Platten wird empfohlen, die Dosis-Wirkungs-
Kurve fir jede Platte zu wiederholen.

Durch die Zugabe der TMB-Substratlésung wird eine kinetische Reaktion gestartet, die durch die
Zugabe der Stopplésung beendet wird. Deshalb miissen die TMB-Substrat- und die Stopplésung

Version: 6.0c Effective: 2023-01-25 9/13



jeweils in derselben Reihenfolge pipettiert werden, um Zeitabweichungen wahrend der Reaktion zu
vermeiden.

— Die Richtlinien zur Qualitatskontrolle im medizinischen Labor miissen befolgt werden, indem
Kontrollen und/oder vereinigte Serumproben mit untersucht werden.

— Beim Lésen und Pipettieren der Reagenzien ist gréBte Genauigkeit erforderlich.

— Mikrobiell kontaminierte, stark lipamische oder hamolysierte Proben nicht im Test verwenden.

— Mikrotiterplatten-Lesegerate lesen vertikal ab. Nicht die Unterseite der Wells berthren.

VERFAHREN

Vorbereitung der Standards
Die Standards und die Kontrolle sind gebrauchsfertig.
Die Standards haben die folgenden Konzentrationen:

0-6,9-62-132-400 ng/ml. R\
Die Standardkonzentrationen sind 1000-mal niedriger als die im Referenzbereich angegebenen Werte &'
die Proben 1:1000 verdiinnt werden, wahrend die Standards nicht verdiinnt werden. \\QQ

Die Standardkonzentrationen, die zur Berechnung in die Gerdte eingegeben werden@jssen,
sind:

O
A B C D E
GQ)

pg/ml| 0 6,9 62 132 | 400 N

Nach dem Offnen sind die Standards 6 Monate bei 2 °C bis 8 °C haltbar. Q

Vorbereitung des IgA-Assaypuffers
Verdinnen Sie den Inhalt des 5X Conc. IgA-Assaypuffers mit 160 ml illiertem oder deionisiertem
Wasser in einem geeigneten GefaB. O
Zur Herstellung verschiedener Volumina das Verdiinnungsverhaltnis '§\einhalten.
Bei 2 °C - 8 °C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfalldatsqlg"haltbar.
. i . X
Zubereitung des verdiinnten Konjugats @)
Unmittelbar vor der Verwendung zubereiten. QQ
50 pl des Konjugats zu 950 pl verdinntem IgA-Assaypuff, eben.
Die Menge des verdinnten Konjugats ist proportional z@nzahl der Tests.
Vorsichtig 5 Minuten lang mit einem rotierenden R rk mischen.
Stabil fir 3 Stunden bei Raumtemperatur (22 °Cs—\ °C).
Vorbereitung der Waschlésung QO
Verdinnen Sie den Inhalt jedes Fléschche@ der 50X konzentrierten Waschlésung vor der Verwendung
mit destilliertem Wasser auf ein Endvolu von 1000 ml.
Bei kleineren Volumina ist das Verdinnfgsverhaltnis 1:50 einzuhalten.
Die verdinnte Waschlosung ist bei 6’ - 8 °C 30 Tage lang haltbar.
N

: >
Vorbereitung der Probe R\
Flr die Probenentnahme em@iehlt sich die Verwendung eines Zentrifugenréhrchens aus Glas und eines
Plastikstrohhalms. L\
Lassen Sie den Speic durch den Strohhalm in das Glasréhrchen flieBen; zentrifugieren Sie dann bei
3000 U/min fir 15 Mi .
Verwenden Sie kein&Plastikréhrchen oder handelsiiblichen Geréte fir die Speichelsammlung, um falsche
Ergebnisse zu vg@&iden.

verdiinn Assaypuffer (z.B. 50 pyl + 950 pl) verdiinnen; dann mischen Sie jede Verdiinnung
A vorsichtig, indem Sie sie mindestens 5 Minuten lang auf einem rotierenden Schiittler stehen
lasséqn, und verdiinnen diese Verdiinnung A 1:50 mit verdiinntem Assaypuffer (z.B. 20 pl +
980 ul).

Bereiten ;@ die Verdiinnung A fiir jede Probe vor, indem Sie den Uberstand 1:20 mit

Erzielte Endverdiinnung: 1:1000.
Vorsichtig mischen und mindestens 5 Minuten auf einem rotierenden Schiittler stehen lassen.
Wird der Test nicht am Tag der Entnahme durchgefiihrt, ist der Speichel bei -20 °C zu lagern.

Verfahren

Alle Reagenzien mindestens 30 Minuten lang Raumtemperatur (22 °C - 28 °C) annehmen
lassen. Nach Beendigung des Tests sind die Reagenzien sofort bei 2 °C - 8 °C zu lagern: eine langere
Lagerung bei Raumtemperatur ist zu vermeiden.

Unbenutzte beschichtete Mikrotiterstreifen sollten sicher in dem Folienbeutel mit Trockenmittel
aufbewahrt und bei 2 °C - 8 °C gelagert werden.
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Um eine mogliche mikrobielle und/oder chemische Kontamination zu vermeiden, sollten unbenutzte
Reagenzien niemals in die Originalflaschchen umgeftllt werden.

Da es zur Verbesserung der Genauigkeit der Testergebnisse erforderlich ist, die Bestimmung in
Doppelbestimmung durchzufiihren, sind zwei Wells fir jeden Punkt der Standardkurve (Standard A - E),
zwei flr jede Kontrolle, zwei fir jede Probe und eine fir den Blank vorzubereiten.

l//('

Reagenz Standard Probe / Kontrolle Blank
Standard A - E 25 pl
Verdliinnte Proben / Kontrolle 25 pul
Verdiinntes Konjugat 100 pl 100 pl \
S
1 Stunde bei Raumtemperatur (22 °C - 28 °C) inkubieren. R
Den Inhalt aus jedem Well entfernen; die Wells dreimal mit 300 pl verdiinnter Waschldésung hen.
Wichtiger Hinweis: Bei jedem Waschschritt die Platte 5 Sekunden lang vorsichtig schi und

Uberschissige Flissigkeit durch Klopfen der umgedrehten Platte auf ein saugfahiges P@iertuch

entfernen.
Automatisches Waschgerit: Bei Verwendung eines Waschautomaten die Wells mi\'q@stens 5-mal
waschen. (O

TMB-Substrat Lésung 100 pl 100 pl O’Q N 100 pl

N

15 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur (22 °C - 2%{%))inkubieren.
4

N
Stopplésung 100 pl wm 100 pl

-
.

. . Y
Mikrotiterplatte vorsichtig sc@heln.
Messen Sie die Absorption (E) bei 450 nm gegen eine Ref zwellenlange von 620 - 630 nm oder
gegen den Blank innerhalb 5 Minuten.

)
Ergebnisse \'\(\Q)

Mittlere Extinktion
Berechnen Sie den Mittelwert der Extinktion (@@fijrjeden Punkt der Standardkurve und fir jede Probe.

Berechnung der Ergebnisse - Autom q}g‘le Methode
Verwenden Sie die Methode: 4-Par:@ ter-logistisch, Sigmoid-logistisch oder gegldtteter kubischer
Spline-dhnlicher Berechnungsalgori% S.
N\
Berechnung der Ergebnisse nuelle Methode
Eine Dosis-Wirkungs-Kurve @’%d verwendet, um die IgA-Konzentration in unbekannten Proben zu

bestimmen.

1. Notieren Sie die Abs ?ﬁon, die Sie aus dem Ausdruck des Mikrotiterplatten-Lesegerats erhalten.

2. Tragen Sie die ption fir jedes Serumduplikat gegen die entsprechende IgA-Konzentration in
pg/ml auf Milli rpapier auf.

3. Verbinden SjéZlen Punkt mit einer Best-Fit-Kurve.

4. Um die I% onzentration fir unbekannte Proben zu bestimmen, die durchschnittliche Absorption
der Du@@te fir jede unbekannte Probe auf der vertikalen Achse des Diagramms suchen, den
Schnijtépunkt auf der Kurve finden und die Konzentration (in pg/ml) auf der horizontalen Achse des

DR mms ablesen (die Duplikate der unbekannten Probe kénnen wie angegeben gemittelt werden).

REF&ENZWERTE
Auf der Grundlage der Literaturdaten und der mit dem IgA Saliva ELISA erzielten Ergebnisse liegt der
Normalitatsbereich bei:

IgA Speichel
Normalitatsbereich 40 - 170 pg/ml

Bitte beachten Sie, dass die Bestimmung eines Bereichs erwarteter Werte fiir eine "normale" Bevoélkerung
bei einer bestimmten Methode von vielen Faktoren abhangt, z.B. von der Spezifitdét und Empfindlichkeit
der verwendeten Methode und der Art der untersuchten Bevdlkerung. Daher sollte jedes Labor den vom
Hersteller angegebenen Bereich als allgemeinen Anhaltspunkt betrachten und seinen eigenen Bereich von
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erwarteten Werten auf der Grundlage der einheimischen Bevdlkerung, in der das Labor arbeitet,
erstellen.

LEISTUNG UND EIGENSCHAFTEN

Empfindlichkeit
Die niedrigste nachweisbare Konzentration von h-IgA, die vom Standard A unterschieden werden kann,
betragt 0,5 pg/ml bei einer Konfidenzgrenze von 95%.

Spezifitat
Die Kreuzreaktion des Antikdrpers, berechnet zu 50% nach Abraham, ist in der Tabelle aufgeftihrt:

hIgA | 100,0%

hIgAl | 124,5% \{:\\
hIgA2 | 145,5% ")
higG | <0,3% N\

h IgM < 0,3% $’\§9

Korrelation mit RIA Q

Der IgA Saliva ELISA wurde mit einem anderen kommerziell erhaltlichen IgA—T‘%} verglichen. 22
Serumproben wurden mit beiden Testsystemen analysiert. OA

Die lineare Regressionskurve wurde berechnet. A\

y = 1,5865x - 7,614 QQ

r=0,9478 (r2 = 0,8984) 0@

Hook-Effekt O&
Der IgA Saliva ELISA zeigt keinen Hook-Effekt bis zu 600 ug/ml. 6&

ABFALLENTSORGUNG N N
Die Reagenzien mussen gemaB den ortlichen Vorschriften ents@t werden.
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FEHLERBEHEBUNG
MOGLICHE FEHLE@SACHEN / VORSCHLAGE

Keine kolorim che Reaktion

- Kein Konj pipettiert (Reaktion erfolgt nach Zugabe)

- Konta%@;ation des Konjugats und/oder Substrats

— Fehl ei der Durchfiihrung des Testverfahrens (z.B. versehentliches Pipettieren der Reagenzien in
schen Reihenfolge oder aus einem falschen Flaschchen, usw.)

Zu geringe Reaktion (OD-Werte zu niedrig)
— Falsches Konjugat (z.B. nicht aus dem Original-Testkit stammend)
— Inkubationszeit zu kurz, Inkubationstemperatur zu niedrig

Zu starke Reaktion (OD-Werte zu hoch)

— Falsches Konjugat (z.B. nicht aus dem Original-Testkit stammend)

— Inkubationszeit zu lang, Inkubationstemperatur zu hoch

— Wasserqualitat fir den Waschpuffer nicht ausreichend (entionisiertes Wasser)
— unzureichendes Waschen (Konjugat nicht ordnungsgemanB entfernt)
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Unerkldrliche Ausrei3er
— Kontamination der Pipetten, Spitzen oder Behélter
— Unzureichendes Waschen (Konjugat nicht ordnungsgemaf entfernt)

Zu hoher Intra-CV (CV%)
— Reagenzien und/oder Streifen wurden vor Gebrauch nicht auf Raumtemperatur aufgewarmt
— Mikrotiterplatten-Waschgerat wdscht nicht ordnungsgemaB (Vorschlag: Waschkopf reinigen)

Zu hoher Inter-CV (CV%)

— Inkubationsbedingungen nicht konstant (Zeit, Temperatur)

— Kontrollen und Proben nicht zur selben Zeit pipettiert (mit denselben Intervallen)
(Pipettierreihenfolge Uberprifen)

— Personenabhdngige Abweichungen X
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