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Navod k pouZiti

ELISA souprava BPI IgG

Kvantitativni /kvalitativni test pro protein zvySujici baktericidni propustnost protilatek IgG

ELISA souprava BPI IgA

Semikvantitativni/kvalitativni test pro protein zvy3ujici baktericidni propustnost protilatek IgA

Katalogové ¢islo GD05 & GD11, 96 testu

Pouze pro pouziti in vitro

q3
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1. PouZiti soupravy

Souprava BPI IgG a IgA je rychla ELISA metoda
pro detekci IgG a IgA protilatek proti proteinu
zvySujicimu  baktericidni propustnost neutrofilni
cytoplazmy (BPI). Souprava je uréena pouze pro
pouZziti in vitro.

2. Popistestu

BPI je slozka azurofilnich granuli neutrofilld. Jedna
se 0 vysoce kationaktivni, 55 kD cytotoxicky protein
vazany na membrané nachéazejici se pouze v
burikach myeloidni Fady. Potentni toxicita BPI je
sméfovana vyhradné na gramnegativni bakterie.

Znacny pocet vzork( séra poskytuje pozitivni c-
ANCA nebo p-ANCA barveni metodou nepfimé
imunofluorescence, ale jsou negativni pfi testovani
na ¢innost MPO a PR-3 protilatek. Tyto vzorky
mohou ¢€asto vykazovat aktivitu proti BPIl. BPI je
dulezity antigen u vaskulitidy a muze odrazet
zapojeni gramnegativni bakterie v etiologii tohoto
onemocnéni. BPI IgG a IgA hladiny jsou zvySeny pfi
bakterialni infekci plic, jako napf. u cystické fibrozy.
U téchto pacientl Uzce koreluji BPI hladiny IgA s
plicni funkci.

3. Princip testu

Zfedéné vzorky séra se inkubuji s purifikovanym
BPI imobilizovanym na mikrotitracni jamce. Po
vymyti nenavazanych slozek séra jsou do jamky
pfidany krdlici anti-lidské IgG nebo IgA
konjugované s kfenovou peroxidazou, které se
vazou na povrch protilatky vazané na povrchu
jamky v pribéhu druhé inkubace. Nenavazany
konjugat se odstrani promytim, pfida se roztok
obsahujici  3,3',5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) a
enzymaticky substrat k dohledani specifickych
protilatek. Reakce konéi pfidavkem stop roztoku,
coz poskytuje vhodné pH pro zabarveni. Opticka
hustota standardd, pozitivni kontroly a vzorku se
mé&ri pomoci readeru pfi 450 nm. Optick& hustota je
pfimo imérna aktivité protilatek ve vzorku.
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Material obsazeny v souprav &

Mikrotitra €ni desti €ka: 96 jamek, lomitelné
stripy (12x8 jamek), potaZzené purifikovanym
BPI, se stojankem ve félii s vysouSedlem.
Reagencie 1: fedici roztok : 10mM tris-pufr, pH
7,2 s antimikrobidlni agens, 100 ml, modré
barvy, pfipraveno k pfimému pouZiti

Reagencie 2: promyvaci roztok : 100mM tris-
pufr s detergentem, pH 7,2, 100 ml,
koncentrovany (10x)

Reagencie 3: konjugat : krdli¢i anti-lidské 1gG
(Cervené) nebo IgA (Zluté) konjugované
s kfenovou peroxidasou v roztoku stabilizujicim
proteiny a s antimikrobialnimi agens, 12 ml,
pfipraveno k pfimému pouziti

Reagencie 4: TMB Substrat : vodny roztok
TMB a hydrogenperoxidu, 12 ml, pfipraveno
k pfimému pouZziti

Reagencie 5: stop roztok 0,25M kyselina
sirova, 12 ml, pfipraveno k pfimému pouZiti
Standardy: 1gG - 3,1, 6,2, 12,5, 25, 50 & 100
U/ml; IgA 0 & 10 U/ml, 1 ml 10 mM tris-pufru
obsahujiciho lidské sérum IgG/IgA protilatky
proti BPI, pfipraveno k pfimému pouziti
Pozitivni kontrola: 1 ml 10 mM tris-pufru
obsahujici lidské sérové protilatky proti BPI,
pfipraveno k pfimému pouziti (1gG),
lyofilizovano (IgA)

Navod k pouziti

DalSi pot Febné vybaveni

Zkumavky na fedéni ¢ odmérny valec pro
pfipravu promyvaciho pufru ¢ pfesné pipety a
jednorazové Spicky o objemu 10 ul, 100 ul, 1 ml
* EIA promyvacka mikrotitracnich desti¢ek nebo
multikanalové pipety nebo promyvaci lahev e
destilovana nebo deionizovana voda ¢ savy
papir ¢« EIA reader se ¢étenim pfi 450nm a
referennim filtrem 620nm. Alternativné muze
byt pouzit vhodny automatizovany systém.
Prfistrojové vybaveni, at uz manualni nebo
automatické, by mélo splhovat nasledujici
kritéria: pipety s lepSi nez 3% nepfesnosti bez
mezikrokt pipetovani; promyvacka
mikrotitracnich desti¢ek by méla odstranit 99%
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tekutiny; automaty by mély minimalizovat ¢as
mezi praci a pfidanim dalSich reagencii.

Bezpe €nostni a technické opat feni

Bezpe €nostni opat Feni

VSechny reagencie v tomto kitu jsou uréeny pro
diagnostiku in vitro.

Tento test by mél pouzivat pouze zkuSeny
laboratorni personal. Musi byt pfesné dodrzen
postup testu.

VSechen lidsky vychozi material pouzivany pfi
pfipravé standard a kontrol pro tento vyrobek
byl testovan a shledan negativni na pfitomnost
protilatek proti HIV, HbsAg a HCV. Zadna

zkuSebni metoda vSak muUZe nabidnout
kompletni zaruku, Ze infekéni agens neni
pfitomna. Proto by mély byt se vSemi
reagenciemi, obsahujicimi lidsky materidl,

zachazeno jako s potencialné infekénimi. Pfi
manipulaci s kazdym pacientskym sérem nebo
na séru zalozenych produktech by méli
pracovnici nosit rukavice a ochranny odév.
Reagencie tohoto kitu obsahuji antimikrobialni
latky a roztok substratu obsahuje 3,3'5,5'-
tetramethylbenzidin. Vyhnéte se kontaktu s kGzi
a oc€ima. V pripadé jakéhokoliv kontaktu
okamzité postizené misto dikladné
vyplachnéte vodou.

Stop roztok obsahuje 0,25 M kyselinu sirovou.
Vyhnéte se kontaktu s kGzi a o€ima. V pfipadé
kontaktu okamzité postizené misto dukladné
vyplachnéte vodou.

Jakékoli kapalina, kterd byla v kontaktu s
potencidlné infekénim materidlem, musi byt
zlikvidovana v kontejneru s dezinfek&nim
prostfedkem. Likvidace musi byt provedena v
souladu s mistnimi pfedpisy.

Technicka opat feni

Stripy a roztoky by se nemély pouzivat v
pfipadé, kdy félie je poSkozena nebo doslo
k Gniku kapaliny.

Pfed pouzitim nechte vSechny reagencie a
mikrotitraéni  desticku  vytemperovat na
pokojovou teplotu. Ujistéte se, Zze mikrotitracni
folie obsahujici vSechny nepouzité prouzky je
dobfe utésnéna a obsahuje vysousSeci
prostfedek, aby se zabranilo vihkosti. Po pouziti
uchovavejte pfi teploté 2 — 8C.

V kazdém béhu testu pouzite pozitivni a
negativni kontrolu ke sledovani stability Cinidla
a spravnému stanoveni vysledku.

Striktné dodrzujte uvedené inkubaéni doby a
teploty.

PFi automatizaci zvazte objemy potfebné pro
nastaveni pfistroje a mrtvy objem automatické
pipety

Zajistéte, aby nedoSlo ke cross-kontaminaci
mezi jamkami. Ukladejte vSechny pipety a dalsi
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zafizeni pouZité pro enzymovy konjugat
oddélené od TMB substratu.

» PFi pipetovani konjugatu nebo TMB substratu
by mél byt zajistén alikvotni pocet jamek pro
zamezeni vicenasobného vstupu Spicky pipet
do reagencni lahve. Nikdy nevracejte nepouzité
reagencie zpét do plvodni lahve.

» Nedovolte, aby jamky mezi inkubacemi vyschly.

> Striktné dodrzujte popsané promyvaci kroky.
Nedostate¢né promyti mdze zplsobit vysokou
hodnotu signdalu pozadi.

> Béhem vSech inkubaénich krokl(l se vyhybejte

kontaktu s pfimym sluncem a vystaveni
zdrojim tepla.
» Nezaménujte barevné kodované uzavéry

jednotlivych lahvicek, aby se zabranilo kfizové
kontaminaci.

» Je dulezité se davkovat vSechny vzorky a
kontroly do jamek bez prodlevy. Zajistéte proto,
aby vSechny vzorky byly pfipraveny k
okamzitému pouziti.

7. Doba pouzitelnosti a podminky skladovani
Soupravu skladujte po dodani pfi 2 - 8 €. Po
otevieni je souprava stabilni po dobu 3 mésicu
(nebo do vyprSeni doby exspirace, pokud je kratsi
nez 3 mésice). Nepouzivejte soupravy po uplynuti
jejich doby exspirace. VSechny komponenty chrarite
pfed mrazem. Redény promyvaci pufr (viz
technick& opatfeni) ma trvanlivost 3 mésice, pokud
je uloZzen v uzaviené lahvi pfi teploté 2 — 8<C.

8. Odbeér vzork G a jejich skladovani

Vzorky séra nebo plazmy mohou byt pouzity pfi
dlouhodobém skladovani pfi -20C. Po rozmrazeni
a pred testovanim musi byt zmrazené vzorky dobre
promichany. Opakované zmrazovani a
rozmrazovani muze ovlivnit vysledky. Pfidani
konzervacnich latek do vzorku séra mize
nepfiznivé ovlivnit vysledky. Nemély by byt
pouzivany mikrobialné kontaminované a tepelné
oSetfené vzorky nebo vzorky obsahujici ¢astice.
Vyhnéte se pouziti hrubé hemolyzovanych,
ikterickych nebo lipemickych vzorkd.

9. Priprava reagencii

» Narfedte promyvaci pufr (Reagencie 2) 1: 9 v
destilované vodé tak, aby bylo vytvofeno
dostate€né mnozstvi pufru pro analyzu, napf.
pfidejte 50 ml promyvaciho pufru do 450 ml
vody.

» Rozpustte pozitivni kontroly v 1 ml destilované
vody (pouze pfi stanoveni IgA)

10. Postup testu
1. Naredte vzorky pacientského séra 1:50 fedicim
roztokem (napf. 20 ul séra + 1ml Fediciho roztoku).

2. Pripravte potfebny pocet stripd pro stanoveni.
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3. Pro kvantitativni analyzu (pouze IgG) davkujte
100ul fediciho roztoku jako standardu O U/ml.
Davkujte vSechny standardy, pozitivni kontrolu a
fedéna pacientska séra do odpovidajicich jamek.

Pro semikvantitativni stanoveni (pouze IgA)
davkujte standardy 0 a 10 U/ml, pozitivni kontrolu a
zfedéné vzorky pacientd.

Pro kvalitativni testy davkujte pouze standardu 3,1
U/ml (IgG testy), nebo standardu 10 U/ml (IgA
testy), pozitivni kontrolu a zfedéné vzorky.

4. Inkubujte 60 minut pfi pokojové teploté.

5. Po 60 minutach odsajte obsah jamek a opatrné
3krat promyjte pomoci promyvacky nebo manualné
(viz nize). Opatrné promyvani je klicem ke
spravnym vysledkdm. Nenechte jamky
vyschnout.

Postup pfi manudlnim promyvani:

Vyprazdnéte  jamky  pFevracenim.  Pouzitim
multikanalové pipety nebo promyvaci lahve naplrite
jamky  promyvacim  roztokem. Vyprazdnéte
prevracenim na filtraéni papir. Opakujte tento
postup promyti jeSté 2krat.

6. Do kazdé jamky davkujte 100ul konjugatu
(Reagencie 3). Inkubujte jamky po dobu 30 minut
pfi pokojové teploté.

7. Po 30 minutach odstrante obsah jamek a opatrné
4krat promyjte promyvacim pufrem. Ujistéte se, Ze
jamky jsou prazdné, ale nenechte je vyschnout.

8. Do kazdé jamky pfidejte pomoci davkovace
100ul TMB substratu (Reagencie 4). Inkubujte
desku po dobu 10 minut .

9. Do kazdé jamky pfidejte 100ul Stop roztoku
(Reagencie 5). Chcete-li dodrzet stejné doby
reakce, mél by byt Stop roztok pfidan do jamek ve
stejném poradi jako TMB substrat.

10. Do 10 minut odectéte optické hustoty (OD)
kazdé jamky pfi 450nm pomoci readeru. Jako
referenéni vinovou délku pouZzijte filtr 620nm.

11. Kontrola kvality

Oc¢ekavané hodnoty OD a pfijatelné rozsahy
standardd a pozitivnich kontrol jsou uvedeny
v certifikatu, ktery je soucasti soupravy.

Kontrola je uréena pro monitorovani vyrazného
selhani reagencii.

Jakakoliv jamka pozitivni pFi cteni

spektrofotometrem, ale bez viditelného zbarveni, by
méla byt ocCiSténa a odectena opakované. Pokud
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jsou pozorovany hodnoty OD nizSi nez nula, ovéfte
vinovou délku, znova nastavte blank a opakujte
méfeni.

12. Interpretace vysledk

Kvantitativni vysledky (1gG)

Naneste hodnotu OD kazdé standardy oproti jeji
koncentraci a zakreslete nejlépe pasujici kfivku
mezi body. Odectéte z kfivky neznamé. Hodnoty
okolo 4 U/ml jsou podstatné zvySené.

Semi-kvantitativni vysledky (IgA)

Naneste hodnotu OD standard 0 a 10 U/ml oproti
jejich odpovidajici koncentraci a zakreslete mezi
jednotlivymi body pfimku. Odectéte z této primky
neznamé. Vzorky s OD vySSi nez 10 U/ml jsou
pozitivni na anti-BPI IgA.

Kvalitativni vysledky

IgG — vzorky s OD vysSi nez 3,1 U/ml jsou pozitivni
na anti-BPI IgG.

IgA — vzorky s OD vysSi nez 10 U/ml jsou pozitivni
na anti-BPI IgA.

13. Limitace testu

Vysledky ELISA testu BPI IgA a IgG by mély byt
pouzity ve spojeni s dalSimi vysledky testd a
v navaznosti na klinicky stav.

14. Opakovatelnost

VariaCni koeficient v ramci jednoho stanoveni: <
12%

Variaéni koeficient mezi jednotlivymi stanovenimi: <
12%

Shrnuti postupu testu

« Narfedte séra 1:50 fedicim roztokem
(Reagencie 1)

e Davkujte standardy, pozitivni kontrolu a
fedény vzorek do odpovidajicich jamek
mikrotitracni desticky

e Inkubujte 60 minut pfi pokojové teploté

e 3x promyjte jamky

e Pridejte do kazdé jamky 100 ul konjugatu
(Reagencie 3)

e Inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté

e 4x promyjte jamky

e Do kazdé jamky pridejte 100ul TMB
substratu (Reagencie 4)

e Inkubujte 10 minut pfi pokojové teploté

* Do kazdé jamky pfidejte 100 ul stop roztoku
(Reagencie 5)

e Odectéte optické hustoty pfi 450nm nebo pfi
450/620nm
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