C€

Kéd 44907 96 Testl

SKLADOVANI PRI 2-8°C

Reagenty pro stanoveni anti-elastaza protilatek.
Pouze pro in vitro diagnostiku v klinickych laboratofich.

PROTILATKY PROTI ELASTAZE

BioSystems

REAGENTS & INSTRUMENTS

PROTILATKY PROTI ELASTAZE

ELISA
MIKROTITRACNI DESTICKY

PRINCIP METODY

Protilatky proti elastdze ze séra se vazi na antigen navazany na
povrchu mikrotitranich desti¢ek. V prabéhu druhé inkubace se vaze
konjugat (kfenovou peroxidazou znacené imunoglobuliny proti
lidskému 1gG) s protilatkami navazanymi na povrchu jamky.
Nakonec se pfidava 3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) s H20, do
kazdé jamky jako enzymovy substrat. Vznikld enzymaticka barevna
reakce je zastavena kyselinou. Zluté zabarveni reakce se méfi pfi
450 nm a intenzita absorbance je umérna koncentraci protilatek ve
vzorku?.

OBSAH A SLOZENI

A. Koncentrovany promyvaci roztok. 50 mL. Koncentrovany
Tris pufr, detergent, azid sodny 15 mmol/L.

B. Redici roztok 100 mL. Fosfatovy pufr, albumin z hovéziho
séra, detergent, azid sodny 15 mmol/l.

C+. Pozitivni kontrola. 1,5 mL. Ready to use. Sérum
s anti-elastaza protilatkami, azid sodny 15 mmol/L.

C-. Negativni kontrola. 1,5 mL. Ready to use. Lidské sérum bez
anti-elastaza protilatek, azid sodny 15 mmol/L.

D. Konjugat. 15 mL. Kfenovou peroxidazou znac¢ené polyklonalni
krali¢i imunoglobuliny proti lidskému 1gG.

E. Substrat. 15 mL. 3,3'5,5'-tetramethylbenzidin (TMB).

F. Zastavovaci roztok .15 mL. Kyselina fosfore¢na 4,5%.
H314 — ZpUsobuje tézké poleptani kiize a poskozeni oci.
P280 — Pouzivejte ochranné rukavice/ochranny odév/
ochranné bryle/obli¢ejovy Stit.
P303 + P361 + P353 — PRI STYKU S KUZI (nebo s vilasy):
Veskeré kontaminované c&asti odévu okamZité sviéknéte.
Oplachnéte kuzi vodou/osprchuijte.

M. Mikrotitracni desticky: 12 moduld po 8 rozlamovatelnych
jamkach s navazannym vysoce purifikovanou elastazou.

S1-S6. Standardy. Kazdy po 1,5 mL. Ready to use.
Lidské sérum s anti-elastaza protilatkami. Azid sodny 15
mmol/L. Koncentrace protilatek jsou: 0; 6,25; 12,5; 25; 50 a
100 U/ml, jak je uvedeno na $titku lahvi¢ek. Kalibrovano proti
internimu referenénimu standardu.

Pro dal$i varovani a doporuceni — viz Karta bezpecnostnich

udaji (SDS).

Lidska séra pouZzita pri pfipravé pozitivni a negativni kontroly byla

testovana a shledana negativni na pfitomnost protilatek anti-HIV a

anti-HCV, a stejné tak na HBs antigen. Nicméné zachazejte

s kontrolami jako s potencionalné infekénim materialem.

SKLADOVANI

Skladujte pfi 2-8°C. Reagenty jsou stabilni do data expirace uvedené
na S&titku, jestlize jsou skladovany uzaviené a je zabranéno
kontaminaci v prabéhu jejich uzivani.

Znamky zhorseni kvality:
- Kapalné komponenty: Pfitomnost Castic, zakal
- Mikrotitracni desticky: natrzeni sacku, makroskopické defekty
jako je poSkrabani dna jamek.

PRIPRAVA REAGENCIi

Promyvaci pufr: Zfedte koncentrovany promyvaci pufr A
destilovanou vodou v poméru 1/20. Porfadné promichejte. Pro 1 strip
se spotfebuje pfiblizné 50 ml promyvaciho reagentu. Roztok je
stabilni 30 dn( pfi 2-8°C.

Ostatni €inidla jsou pfipravena k pfimému pouziti - ready to use.
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PRIDAVNA ZARIZENI

- zvlhéovaci komurka

- promyvaci zafizeni pro mikrotitracni desticky

- reader nebo fotometr s mikrokyvetou a filtrem 450 + 10 nm.

VZORKY

Sérum nebo plazma odebrana standardnim zpusobem.
Vzorek pred testovanim zifedte 1/100 fedicim pufrem (B).
K testovani vzdy pouZivejte Cerstvé nafedény vzorek.

PRACOVNI POSTUP

1. Vytemperujte vSechna &inidla na pokojovou teplotu (Pozn.: 1).

2. Oteviete balitek s mikrotitratnimi destickami a vyjméte
pozadované mnozstvi pro stanoveni (Poznamka 2).

3. Postup prace:

- Kvantitativni stanoveni: Pipetujte po 100 pL kazdého
standardu (S1-S6), Pozitivni kontroly (C+), Negativni kontroly (C-
) a zfedéného vzorku do odliSnych jamek.

— Kovalitativni stanoveni: Pipetujte 100 pL standardu S3, Pozitivni
kontroly(C+), Negativni kontroly (C-) a zfedéného vzorku do
odlisnych jamek. Pipetujte 100 pL Fediciho roztoku (B) jako
blank.

4. Stripy umistéte do zvlhéovaci komurky a inkubujte je pfi
pokojové teploté po dobu 30 minut.

5. Odsajte obsahy jamek a jamky promyjte 3-krat po 300 pL

promyvaciho pufru vzdy po dobu nejméné 10 sekund

(Poznamka 3 a 4).

Pipetujte do vSech jamek 100 yL konjugatu D.

Stripy inkubujte ve zvihéovaci komurce pfi pokojové teploté po

dobu 15 minut.

8. Promyjte jamky podle odstavce €. 5.

9. Pipetujte 100 pL substratu (E) do vSech jamek.

10. Stripy inkubujte ve zvlhéovaci komUrce pfi pokojové teploté po
dobu 15 minut.

11. Pipetujte 100 pL zastavovaciho roztoku (F) do vSech jamek a
inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 5 minut. (Poznamka 5).

12. Odectéte absorbanci jednotlivych jamek pfi 450 nm za pouziti
S1 standardu nebo jamky blanku pro vynulovani pfistroje.
Zbarveni je stabilni po dobu nejméné 30 minut.

N o

VYPOCET

Kvantitativni stanoveni: Vyneste do grafu hodnoty absorbanci pro
kazdy standard proti koncentraci anti-elastaza (v U/mL).
Koncentrace protilatek pfitomnych ve vzorku se vypocité interpolaci
absorbance na kalibraéni kfivce (doporuc¢ena kfivka: 4-parametricka
logisticka).

Kvalitativni stanoveni: Vypoctéte absorbanci Cut-off nasledovné:

Aas0 nm Cut-off = Assonm S3 x 0,80
Vypoctéte absorbanéni pomér:

Aass0nm Vzorku
Absorbanéni pomér =
Aass0 nm Cut-off

Jestlize jsou hodnoty absorbanci vysSi nez je horni méfici limit
readeru, nafedte vzorky reagentem (B) a stanoveni opakujte.

REFERENCNi HODNOTY

Vzorky, s koncentraci vétsi jak 10 U/mL, nebo které maiji
absorbancni pomér vysSsi jak 1,0 jsou povazovany za pozitivni.
Vzorky, s koncentraci nizsi jak 10 U/mL, nebo které maji
absorbanéni pomér nizS§i jak 1,0 jsou povazovany za negativni.
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Uvedené hodnoty jsou pouze orientacni. Kazda laboratof by si méla
stanovit sva vlastni rozmezi.

KONTROLA KVALITY

Absorbance standardu S6 by méla byt vy$Si nez 1,300 U/mL.
Koncentrace Pozitivni kontroly (C+) by méla byt v rozmezi od 20

do 40 U/mL a Negativni kontroly (C-) by méla byt nizsi jak 5 U/mL.
Absorbanéni pomér pro Negativni kontrolu (C-) by mél byt nizsi nez
1,0.

Kazda laboratof by si méla stanovit svoji vlastni vnitfni kontrolu
kvality a postupy pro napravna jednani, jestlize kontroly nejsou
v toleranénim rozpéti.

METROLOGICKA CHARAKTERISTIKA
- Opakovatelnost (jednoho vzorku):

U/ml CV% n
10,5 4,8 24
24,8 3,6 24
45,7 3,3 24

- Reprodukovatelnost (run to run):

U/ml CV% n
10,5 51 30
24,8 4,2 30
45,7 4,5 30

— Detekéni limit: 0,5 U/mL .

- Interference: Hemoglobin do 1000 mg/dL, bilirubin do 40 mg/dL a
triglyceridy do 3000 mg/dL neinterferuji. Nékteré druhy lékt a
dal$ich latek mohou interferovat?.

- Rozsah méfeni: 0,5 —100 U/mL. Jestlize ziskate vy$Si hodnoty,
zfedte vzorek Fedicim pufrem (B) a opakujte stanoveni.

DIAGNOSTICKA CHARAKTERISTIKA

Anti- elastaza protilatky spolu s protilatkami anti- BPI, anti- laktoferin,
anti-lysozym,nebo anti- katepsin G jsou minoritni autoprotilatky a pfi
imunofluorescenénich technikach stanoveni mizeme dostat ve
vysledku C-ANCA nebo P-ANCA obraz.

Pfi C-ANCA testech je v 80-90% pfipadl cilovym antigenem
proteinaza3 (PR3), ve zbyvajicich 10-20% jsou to jiné proteiny, jako
je napfiklad baktericidni permeabilitu zvy$ujici protein (BPI).
Protilatky anti-elastaza,anti-laktoferin, anti-lysozym a anti-katepsin G
byly zjistény u rliznych nerevmatickych onemocnéni 3.

Protilatky proti elastaze byly zjiStény v nizkych frekvencich u riznych
nemoci v€etné vaskulitidy, jako je Wegenerova granulomat6za nebo
mikroskopicka polyangitida (méné nez 20% pacientt). Tyto protilatky
se rovnéz nasly u vice nez 50% pacientt s bilateralni destruktivni
Iézi vyvolanou kokainem 45.

POZNAMKA

1. Nezaménujte reagenty ze souprav rliznych Sarzi.

2. Skladujte nepouzité jamky v plastikovém sacku a uzavrete je
spolecné s vysouSecim sackem.

3. Neposkodte vnitfni povrch mikrotitracnich desti¢ek.

4. Promyvaci roztok by mél byt kompletné odstranén z jamek.

5. Zastavovaci roztok (F) enzymové reakce musi byt pipetovan do
jamek pfiblizné ve stejném €asovém odstupu jako substrat (E)
v odstavci ¢.9.
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UPOZORNENI
Preklad revidovan k datu18.6.2018.
Vzhledem kmozné inovaci vyrobku Vam  doporucujeme

prekontrolovat Cesky pfeklad s originalnim pfibalovym letakem
porovnanim podle identifikacniho &isla navodu uvedeném v zapati.
Originalni navod najdete v soupravé a na internetové adrese:

www.biosystems.es.
Cesky navod je k dispozici na: www.jktrading.cz

Vyhradni distributor:

CR : JK-Trading spol.s.r.0., Kfivatcova 421/5,150 21 Praha5,
tel.: +420 257 220 760

SK : JK-Trading spol.s.r.o., Me¢ikova 30, 841 07 Bratislava,
tel.: + 421 264 774 591

V pfipadé mimofadnych udalosti:

CR : Toxikologické informagni stfedisko (TIS), klinika pracovniho
lékarstvi VFN a LF UK,

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

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