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ELISA
Mikrotitracné dosticky

PRINCIP METODY

Protilatky proti myeloperoxidaze zo séra sa viazu na antigén
naviazany na povrchu mikrotitraénych dosticiek. V priebehu
druhej inkubacie sa viaze konjugat (polyklonalne kralicie
imunoglobuliny proti ludskému 1gG znacené chrenovou
peroxidazou) s protilatkami na povrchu jamky. Nakoniec sa
prida do kazdej jamky 3.3,5.5 — tetrametylbenzydin (TMB) s
H,O, ako enzymovy substrat. Dochadza k enzymatickej
farebnej reakcii , ktord je zastavena kyselinou. Absorbancia
vzniknutého ZItého komplexu sa meria pri 450nm, pricom
hodnota absorbancie je Umerna koncentracii protilatok vo
vzorke.

OBSAH A ZLOZENIE

A. Koncentrovany premyvaci roztok. 50 ml. Koncentrovany
fosfatovy pufer, azid sodny 15mmol/l.

B. Riediaci roztok. 100ml. Tris pufer 0,1mol/l, azid sodny
15mmol/l

C+. Pozitivna kontrola. 1,5ml. Pripravené k priamemu
pouzitiu.

Sérum s anti- MPO protilatkami, azid sodny 15mmol/l.

C-. Negativna kontrola. 1,5ml. Pripravené k priamemu
pouzitiu. Ludské sérum bez anti -MPO protilatok,
azid sodny 15mmol/l.

D. Konjugat. 15ml. Polyklonalne kréli¢ie imunoglobuliny proti
fudskému IgG znacené chrenovou peroxidazou.

E. Substrat.15ml. 3.3',5.5 — tetrametylbenzydin (TMB)

F. Zastavovaci roztok. 15ml. Kyselina fosforeéna 4,5%.
Vystraha :

H314 — Spdsobuje tazké poleptanie koze a poskodenie o¢i.
Upozornenie :

P280 — Pouzivajte ochranné rukavice/ochranny odev/
/ochranné okuliare/stit na tvar

P303 + P361+ P353 - Pri styku s kozou (alebo vlasami) :
VSetky kontaminované €asti odevu okamZite vyzlecte.
Kozu oplachnite vodou/osprchuijte.

M. Mikrotitraéné dosti¢ky. 12 modulov po 8 odlamovatelnych
jamkach s naviazanou vysoko furifikovanou MPO.

S1 - S6. Standardy. Kazdy po 1,5ml. Pripravené k priamemu
pouzitiu. Sérum s anti- MPO protilatkami, azid sodny
15mmol/l. Koncentracie protilatok su 0, 5, 10, 20, 40
a 100 U/ml a st uvedené na Stitku flasticky.

Pre dalSie vystrahy a upozornenia vid bezpecnostny list.

Ludské séra pouzité pri priprave pozitivnej a negativnej kontroly
boli testované s negativnym vysledkom na anti-HIV a anti-HCV
a rovnako na HBs antigen. | napriek tomu zaobchadzajte s
kontrolami ako s potencionalne infekénym materialom.

SKLADOVANIE

Skladujte pri 2 — 8°C.

Reagenty su stabilné do datumu uvedeného na Stitku v pripade,
Ze su skladované uzatvorené a je zabranené kontaminacii v
priebehu ich pouzivania.
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Priznaky zhorsenia kvality :

» Kvapalné reagenty : Pritomnost zrazeniny, zakalu

* Mikrotitraéné dosti¢ky : natrhnutie saCku, makroskopické
defekty, ako je poskriabanie dna jamiek.

PRIPRAVA REAGENCII

Premyvaci pufer : Zriedte koncentrovany premyvaci pufer (A)
destilovanou vodou v pomere 1/20. Riadne premiesSajte. Pre 1
strip sa spotrebuje priblizne 50 ml premyvacieho reagentu.
Roztok je stabilny 30 dni pri 2 — 8°C.

Ostatné ¢inidla su pripravené k priamemu pouZitiu.

PRIDAVNE ZARIADENIA

» zvlh&ovacia komdrka

» premyvacie zariadenie pre mikrotitracné dosticky

 reader mikrotitraénych dostiCiek alebo fotometer s
mikrokyvetou a filtrom 450 +10nm.

VZORKY

Sérum alebo plazma odobrana standardnym spdsobom.
Vzorku pred testovanim zriedte v pomere 1/100 riediacim
pufrom (B). Na testovanie pouzite vzdy Cerstvd vzorku.

POSTUP

1. Vytemperujte vSetky Cinidla na izbovu teplotu. (Poznamka1)

2. Otvorte bali¢ek s mikrotitracnymi dostickami (M) a vyberte

mnozstvo potrebné pre stanovenie. (Poznamka 2).

3. Postup prace :

» Kvantitativne stanovenie : Pipetujte po 100ul kazdého
Standardu (S1-S6), pozitivnej kontroly (C+), negativnej
kontroly (C-) a zriedenej vzorky do jednotlivych (odliSnych)
jamiek.

» Kvalitativne stanovenie : Pipetujte po 100 ul $tandardu
S3, pozitivnej kontroly (C+), negativnej kontroly (C-) a
zriedenej vzorky do jednotlivych (odli§nych) jamiek. Ako
blank pouzite 100ul riediaceho roztoku (B).

4. Stripy umiestnite do zvihéovacej komorky a inkubujte ich
30 minut pri izbovej teplote.

5. Odsaijte obsahy jamiek a premyte ich premyvacim pufrom
3 x po 300 pl . Doba premyvania — minimalne 10 sekund.
(Poznamka 3 a 4).

6. Do vSetkych jamiek pipetujte 100ul konjugatu (D).

7. Stripy umiestnite do zvih¢ovacej komérky a inkubujte ich
15 minut pri izbovej teplote.

8. Jamky premyte podla bodu 5.

9. Do vSetkych jamiek pipetujte 100pl substratu (E).

10. Stripy umiestnite do zvlhéovacej komérky a inkubujte ich
15 minut pri izbovej teplote.

11. Do vSetkych jamiek pipetujte 100l zastavovacieho roztoku

(F) a inkubujte 5 minut pri izbovej teplote. (Poznamka5).

12. Odgitajte hodnotu absorbancie jednotlivych jamiek pri
450 nm pri pouziti Standardu S1 , alebo jamky s blankom
pre vynulovanie pristroja. Farba je stabilna najmenej
30minut.
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VYPOCET

+ Kvantitativne stanovenie : Na kalibracnu krivku vyznacte
hodnoty absorbancie kazdého Standardu oproti koncentracii
anti-MPO protilatok ( U/ml). Koncentracia anti-MPO protilatok
pritomnych vo vzorke sa vypocita interpolaciou absorbancie na
kalibraénej krivke ( odporu¢a sa pouzit 4-parametrickd,
logisticku).

* Kvalitativne stanovenie : absorbanciu cut-off vypo itajte
nasledovne :

Ass0nm Cut-off = Ass0nm S3 x 0,5

Vypoditajte absorbanény pomer :

absorbanény pomer = Avzorky450nm
Acut—off 450nm

Ak su hodnoty absorbancii vysSie ako horny limit merania
readeru , nariedte vzorky reagentom (B) a stanovenie opakujte.

REFERENCNE HODNOTY

Za pozitivne su povazované vzorky s koncentraciou vys$Sou
ako 5 U/ml, alebo ak je ich absorbanény pomer vys$si ako 1,0.
Za negativne su povazované vzorky s koncentraciou niZzSou
ako 5 U/ml, alebo ak je ich absorbanény pomer nizsi ako 1,0.
Uvedené hodnoty su orientacné, preto by si malo kazdé
laboratérium stanovit’ svoje vlastné rozmedzia.

KONTROLA KVALITY

Absorbancia $tandardu S6 by mala byt vyssSia ako 1,300.
Koncentracia pozitivnej kontroly (C+) by mala byt v rozmedzi
medzi 25 az 45 U/ml.

5 U/ml.

Absorbanény pomer pre negativhu kontrolu (C-) by mal byt
nizsi ako 1,0.

Kazdé laboratérium by si malo stanovit svoju vlastnu vnatornu
kontrolu kvality a postupy pre napravu pre pripad, ze kontroly
nie su v toleranénom rozpati.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
+ opakovatelnost ( jednej vzorky) :

Priemerna koncentracia Ccv n
7,5 U/ml 6,4% 24
30,2U/ml 4,1% 24
59,9 U/ml 3,1% 24

* reprodukovatelnost ( run to run) :
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Priemerna koncentracia CcVv n
7,5 U/ml 5,0% 30
30,2U/ml 4,9% 30
59,9 U/ml 6,3% 30

+ detekény limit : 0,5 U/ml

» Suprava anti-MPO je Specificka k autoprotilatkam MPO.
Ziadne skrizené reakcie k ostatnym protilatkam neboli
pozorované.

« interferencie : hemoglobin do 1000mg/dl, bilirubin do
40mg/dl, triglyceridy do 3000mg/dl neinterferuju. Niektoré
druhy liekov a dalSich latok mézu interferovat.2

* Rozsah merania : 0,5 — 100 U/ml. Ak ziskate vysledky
s vy$Sou hodnotou, zriedte vzorku riediacim pufrom (B)
a stanovenie opakuijte.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Vysoké hladiny anti -MPO protilatok sa vyskytuji u 65%
pacientov s idiopatickou nekrotizujucou glomerulonefritidou, u
60% pacientov s Churg — Strauss syndrémom, u 30-40%
pacientov s Goodpastureovym syndrémom a u 10% pacientov s
Wegenerovou granulomatézou. 34 Specificita u systémovej
vaskulitidy a u idiopatickej nekrotizujucej glomerulonefritidy sa
pohybuje okolo 95%. ° Senzitivita sUpravy BioSystems anti-
MPO bola u rychlo progredujucej glomerulonefritidy 98,2% a
$pecificita 96,7%. Stadia bola vykonana s 205 klinickymi
vzorkami a detaily su k dispozicii na vyziadanie. Klinicka
diagn6za by nemala byt stanovena na zaklade vysledkov
jediného testu, je potrebné posudit vSetky klinické i laboratérne
vysledky.

POZNAMKY

1. Nezamienajte jednotlivé reagenty z roznych suprav.

2. Nepouzité jamky skladujte v plastikovom sacku s
exsikatorom.

3. NepoSkodte vnutorny povrch mikrotitracnych dosticiek.

4. Premyvaci roztok by mal byt z jamiek celkom odstraneny.

5. Zastavovaci roztok enzymovej reakcie(F) musi byt
pipetovany do jamiek priblizne v rovhakom ¢asovom odstupe
ako substrat (E) v bode 9 Postupu prace.
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UPOZORNENIE

Slovensky preklad k 18.6.2018.

Vzhladom k moznej inovacii vyrobku sa odporuca
prekontrolovat slovensky preklad s originalnym pribalovym
letdkom tak, Ze sa porovnaju identifikaéné Cisla uvedené v
zapati. Originalny navod najdete v suprave a na internetovej
adrese www.biosystems.es.

Slovensky navod je k dispozicii na www.jktrading.cz.

Vyhradny distributor:
CR : JK-Trading spol.s.r.o., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha5,
tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.0., Mecikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pripade mimoriadnych udalosti:

CR : Toxikologické informagni stfedisko (TIS), klinika

pracovniho |ékafstvi VFN a . LF UK,

tel.: +420 224 91 92 93 a +420 224 91 54 02

SK : Toxikologické informaéné centrum Bratislava, 833 05,
Limbova 5, tel.: +421 254 774 166

VYROBCA
BioSystems S.A. Costa Brava 30, Barcelona (Spain)
1SO 13485 - TUV Rheinland - Reg.: SX 60010383 0001
ISO 9001 - TUV CERT - Reg.: 01 100 6696
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