ANCA Combi

RS

ELISA ENnzYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

Microwell Method

ANCA Combi

PR3, MPO, BPI, Elastase, Cathepsin G, Lysozyme, Lactoferrin

Cat. No. R97434

Pro in vitro diagnostické pouZiti
PFibalovy l et a k
ELISA souprava pro cut-off detekci protilatek k cytoplazmé neurofil

(ANCA) - PR3, MPO, BPI, elastaze, katepsinu G, lysozimu a
laktoferinu v lidském séru nebo plazmé

IVD

Microwell Method - 96 jamek

(12 prouzk(i x 8 jamek potazenych specifickym antigenem)
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ANCA Combi

ZAKLADNI INFORMACE

Vinova délka

Méfici filtr: 450 nm
Volitelny referencni filtr: 600-690 nm

Inkubacni doba

60 minutv laboratorni teploté (30/15/15)

Enzyme Conjugate

HRP (Kfenova peroxidaza)

Substrate

TMB (3,3",5,5 -tetrametylbenzidin)

Vzorek

Sérum nebo plazma

Stabilita vzorku

nefedéné: 5 dnive 2-8°C; az 6 mésicu pfi - 20 °C

Doba pouzitelnosti a stabilita komponent

Souprava: 18 mésicu od data vyroby
Komponenty: viz datum expirace na Stitku
Redici pufr: stabilni 30 dni po nafedéni
Promyvaci pufr: stabilni 30 dni po nafedéni
Indikace

Myeloperoxidase ANCA: Vasculitis, Microscopic Polyangiitis, Churg-Strauss
Syndrome, SLE, Rheumatoid Arthritis

Proteinase 3 ANCA: Wegener’s Granulomatosis
BPI ANCA: Chronically Infectious Diseases, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa

Elastase ANCA: Emphysema, Rheumatoid Arthritis, Inflammatory Rheumatic
Disorders

Cathepsin G ANCA: Inflammatory Rheumatic Diseases, SLE, Sjogren Syndrome,
Felty Syndrome

Lysozyme ANCA: Rheumatoid Vasculitis, Inflammatory Bowel Disease, Colitis
Ulcerosa

Lactoferrin ANCA: Rheumatoid Vasculitis, Colitis Ulcerosa, Primary Sclerosing
Cholangitis
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SLOZENi SOUPRAVY

Microwell plate 12 8 jamkové stripy s odlamovatelnymi jamkami

Mikrotitracni desticka

Negative Control (A)
Negativni kontrola

Cut-Off Control (B)
Cut-off kontrola

Positive Control (C)
Pozitivni kontrola

Enzyme Conjugate
Enzym konjugat

Substrate Solution
Substrat

Stop Solution
Stopovaci roztok

Sample Diluent
Redici roztok

Wash Buffer
Promyvaci roztok

potaZené jednim z nasledujicich vysoce purifikovanych
antigent (PR3, MPO, BPI, Elastase, Cathepsin G,
Lysozyme a Lactoferrin) na vzorky pacientll a se smési
neurofilnich cytoplasmickych antigenu jako kontrolami;
k pfimému pouziti.

lahvicka, 1.5 ml, obsahuje protilatky k ANCA v
séropufrovém matrixu, (PBS, BSA, detergent, NaN3
0.09%), Zluta kapalina, k pfimému pouziti.

hodnota a rozmezi jsou uvedeny v quality control
certificate

lahvicka, 1.5 ml, obsahuje protilatky k ANCA v
séropufrovém matrixu, (PBS, BSA, detergent, NaN3
0.09%), Zluta kapalina, k pfimému pouziti.

hodnota a rozmezi jsou uvedeny v quality control
certificate

lahvi€ka, 1.5 ml, obsahuje protilatky k ANCA v
séropufrovém matrixu, (PBS, BSA, detergent, NaN3
0.09%), Zluta kapalina, k pfimému pouziti.

hodnota a rozmezi jsou uvedeny v quality control
certificate

lahvi€ka polyklonalniho rabbit anti-human-lgG HRP
konjugatu, 15 ml, barevné znaceno rtzova, k primému
pouziti.

lahvicka TMB; obsahuje 3,3’,5,5-tetrametylbenzidin,
15 ml, k pfimému pouziti.

lahvi¢ka kyseliny fosfore¢né (<5%), 15 ml, k pfimému
pouziti.

lahvicka, 20 ml, obsahuje PBS, BSA, detergent,
konzervans azid sodny 0.09%, koncentrat (5x),
barevné znaceno zluta.

lahviCka, 20 ml, obsahuje Tris, detergent, konzervans
azid sodny 0.09%, koncentrat (50x).

DALSi POTREBNY MATERIAL
e Reader mikrotitraCnich destiCek sachony méfit endpoint pfi 450 nm, volitelné,

referenéni filtr 620 nm

e Software na zpracovani dat
e Multikanalovy dispenzor nebo opakovaci pipeta na 100 ul

o TrepacCka
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e Pipety 10 pl, 100 pl a 1000 pl

e Laboratorni stopky

e Destilovana nebo deionizovana voda

e Odmérné valce na 1000 mla 100 ml

e Plastova nadoba na uchovavani promyvaciho roztoku

Reader a Promyvacku Vam v Dialabu nabidneme.

page 4 of 12 Nora Kampitsch, MSc Rev. 03, 2014-05
\\Sbs2011\Laborator_vyroba\Nové navody\ELISA\ANCA Combi R97434_rev03_cz.doc



ANCA Combi

SHRNUTI A VYZNAM

Protilatky proti cytoplazmé neutrofill se vyskytuji u systémovych nekrotizujicich
vaskulitid a idiopatickych rychle progredujicich glomerulonefritid. Pozitivita
autoprotilatek ANCA je typicka pro vaskulitické syndromy typu Wegenerovy
granulomatozy (cANCA se specifitou proti proteinaze 3) a nodozni polyarteriitidy
(PANCA se specifitou proti myeloperoxidaze). Autoprotilatky ANCA jsou casto
pozitivni i pfi chronickych stfevnich zanétech (ulcerdzni kolitida), cystické fibroze,
sklerozujici cholangitidé i jinych imunopatologickych stavech.
Klinicky vyznam testovanych protilatek pfi diagnostice:
PR3- proteinaza 3- zvlasté Wegenerova granulomatéza,
Straussové, cysticka fibréza
MPO- myeloperoxidaza- Mikroskopicka polyangiitida, Syndrom Churga-Straussoveé,
Noddzni polyarteriitida, SLE,

nespecifikované stievni zanéty a dalSi autoimunitni onemocnéni
BPI- nespecifikované stfevni zanéty jako jsou Crohnova nemoc nebo ulcerdzni
kolitida, cysticka fibroza
Elastaza- SLE (zanétliva revmatoidni onemocnéni), ulcerdzni kolitida
Katepsin G- zanétliva stfevni onemocnéni, zanétliva revmatoidni onemocnéni
Lysozym- revmatoidni vaskulitida, ulcerézni kolitida
Laktoferin- revmatoidni artritida, zanétlivd onemocnéni traviciho traktu, akutni
hepatitida

Syndrom Churga-

Nasledujici tabulka shrnuje vyuziti ANCA protilatek k diagnostice autoimunitnich
onemocnéni:

Onemocnéni IF Antigen

Wegenerova c-ANCA, vzacné p-ANCA | PR3, vzacné MPO

granulomat6za

Mikroskopicka c-ANCA, p-ANCA PR3, MPO

polyangiitida

Churg-Straussové p-ANCA MPO

syndrom

Noddzni polyarteriitida | vzacné ANCA Vzacné PR3 a MPO

Neklasifikovana vzacné Ne PR3 a MPO

vaskulitida

Revmatoidni artritida GS-ANA, P-ANCA, | vzacné MPO, laktoferin p-
atypicka ANCA ANCA, a-ANCA

SLE p-ANCA Vzacné MPO a Laktoferin

Ulcerdzni kolitida Katepsin, lktoferin

TEST PRINCIPLES

Jamky jednotlivych stript mikrotitraéni destiCky jsou potazeny antigeny PR3, MPO,
BPI, elastazy, katepsinu G, lysozomu a laktoferinu. Protilatky k tomuto antigenu,
pokud jsou pfitomny v séru nebo plazmé, se vazou na antigen. Promytim se z jamek
odstrani nespecifické sloZzky séra nebo plazmy. Pfidany enzym konjugat se vaze na
pacientovy protilatky za vzniku komplexu konjugat-protilatka-antigen. Promytim se
odstrani nenavazany konjugat. Pfidany substrat pak v pfitomnosti vazaného
konjugatu hydrolyzuje za vzniku modrého zbarveni. Po pfidani kyseliny se reakce
zastavi za vzniku Zluté zbarveného produktu. Intenzita Zlutého zbarveni je pfimo
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umérna koncentraci IgG, IgM a IgA protilatek ve vzorku.

CINIDLA

e Reagencie skladujte pfi 2 — 8 °C ve tmé.

e Béhem skladovani reagencie nevystavujte reagencie horku, slunecnimu
zareni nebo intenzivnimu svétlu.

e Mikrotitracni desticky skladujte hermeticky uzaviené v originalnim obalu.

¢ Neoteviena souprava je stabilni po celou dobu pouzitelnosti (18 mésicu). Viz
etikety.

e Jednou nafedéné pufry jsou stabilni, pokud jsou skladovany pfi teploté 2 — 8
°C, po dobu 30 dni.

Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouZzitelnosti soupravy!

SBER A MINIPULACE SE VZORKEM

K odbéru krevnich vzorkl pouzijte stanovené postupy.

Obvyklym zpisobem pfipravte sérum..

Vysoce hemolyzované, lipemické nebo mikrobiologicky kontaminované vzorky by
nemély byt pouzity. Bilirubin nema na stanoveni vliv.

Vzorky pro stanoveni se mohou uchovavat pfi 2 — 8 °C po dobu maximalné 5 dni,
po zamrazeni az po dobu 6 mésica.

Opakované nezmrazujte! Protilatka ztaci svou aktivitu.

Nedoporu€ujeme testovani tepelné inaktivovaného séra.

WARNINGS AND PRECAUTIONS

VSechny reagencie v soupravé jsou urCeny pro profesionalni in vitro diagnostické
pouziti.

VSechny slozky lidského plavodu byly testovany na HBsAg, HCV, HIV-1 and 2
and HTLV-l a shledany negativnimi postupy doporuc¢enymi FDA. Prfesto je se
vSemi derivaty lidské krve a se vzorky pacientu tfeba zachazet jako s latkami
potencionalné infekénimi. Dodrzujte SLP ve skladovani, rozplfiovani, manipulaci
s témito materialy.

Bovinni sérovy albumin (BSA) pouzity v Ccinidlech byl testovan a shledan
negativnim na BSE.

Vyvarujte se styku TMB s pokozkou. Pokud dojde k potfisnéni, omyjte dukladné
vodou a mydlem.

Vyvarujte se styku Stopovaciho roztoku s pokozkou. Pokud dojde k potfisnéni,
omyijte dukladné vodou a mydlem.

Kontroly, Fedici roztok a promyvaci roztok obsahuji azid sodny 0,09% jako
konzervans. Tato koncentrace neni klasifikovana jako nebezpecna.

Enzym konjugat ProClin 300 0.05% jako konzervacni Cinidlo. Tato koncentrace
neni klasifikovana jako nebezpeéna.

Pfi manipulace s reagenciemi a vzorky dodrzujte pravidla SLP.

Prvni pomoc: V pfipadé kontaktu s pokozkou ihned oplachnéte vodou a mydlem.
Sejméte kontaminovany odév a boty a pfed dalSim pouzitim vycCistéte. PFi vniknuti
do o¢i dukladné oplachujte pod tekouci vodou minimalné 10 minut. Podle potfeby
vyhledejte |ékaifskou pomoc.

Ochranné pomucky a nouzové postupy: Dodrzujte smérnice pro bezpeénou praci
v laboratofi. Zabrante potfisnéni nebo vniknuti reagencii do oCi. Nepipetujte usty.
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V laboratofi nejezte, nepijte, nekufte a nenanasejte make-up. Pfi vyliti nasajte
inertnim materialem a zlikvidujte v souladu s predpisy.
o Expozicni limity, ochrana osob: Pfi praci pouzivejte ochranné rukavice z nitrilové
pryze nebo pfirodniho latexu. Pouzivejte ochranné bryle. Pfi manipulaci podle
zamysleného ucelu pouziti nejsou znamy nebezpecné ucinky.
« Situace, kterym je tfeba pfedchazet: Substrat je citlivy na svétlo, skladujte na
tmavém misté.
« P¥ilikvidaci laboratorniho odpadu dodrzZujte platné predpisy.

POSTUP

Doporuceni k pracovnimu postupu
Nepouzivejte reagencie po uplynuti doby pouZzitelnosti.
Nepouzivejte reagencie ze souprav ruznych Sarzi.
Pfed zahajenim testu vytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu
(20-28°C).
Pred zahajenim testu si pfipravte vSechny reagencie a vzorky. Po zahajeni
musite provést cely test bez pferuseni.
Doporucujeme pipetovat kontroly i vzorky v dubletu. Projevi se tak Iépe
pfipadna chyba v pipetovani.
V8echny kroky testu provadéjte ve stanoveném pofadi.
Pouzivejte vzdy Cerstvé nafedéné vzorky.
Reagencie a vzorky pipetujte na dno jamek.
Pokazdé pouzivejte Cistou Spi¢ku, pfedejdete tak kfizové kontaminaci.
Uvédomte si, ze promyvani je kritickym krokem testu, na jehoz preciznim
provedeni zavisi reprodukovatelnost vysledku.
Dodrzujte asovani mezi jednotlivymi kroky.
Nepouzivejte mikrotitraCni destiCku opakované.

Priprava ¢inidel

Redici roztok (5x):

Promyvaci roztok (50x):

ml destilovanou vodou.

ml destilovanou vodou.

Preparation of Sample Dilutions

Vzorky séra nebo plazmy:

Nafedte pfed pouzitim na celkovy objem 100

Naredte pfed pouzitim na celkovy objem 1000

Redte 1:100 fedicim roztokem. Napf.:

10 pl séra nebs

)1@@'8@“

n8H0 plakeayc

hogeatpkie

diciho roztokt

Pozm.: Kalibratory/Kontroly jsou pripraveny k pfimému pouZziti a nemusi se fedit

Postup:

Pfipravte si dostacujici mnozstvi janek.
Napipetujte 100 pl kontrol a pfediedénych vzorka do pfislusnych jamek.

1.
2
3.
4. Do kazdé jamky napipetujte 100 ul konjugatu a inkubujte 15 minut pfi

5.

. Inkubuijte 30 minut pfi laboratorni teploté (20-28 °C).

Obsah jamek vylijte a 3 x vyplachnéte 300 pl promyvaciho roztoku.

laboratorni teploté.

Obsah jamek vylijte a 3 x vyplachnéte 300 pl promyvaciho roztoku.
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Do kazdé jamky napipetujte 100 pl substratu.

Inkubujte 15 minut pfi laboratorni teploté.

Reakci ukoncete pfidanim 100 ul stopovaciho roztoku. Dbejte na to,
abyste roztok pfidavali ve stejném pofadi jako substrat.

9. Absorbanci odectéte po cca 5 minutach pfi 450/600-690 nm.
Neodecitejte po vice nez 30 minutach.

© N o

Schéma pipetovani:

1213145167891 |1(1 Contr
of1y2 ol
alA[BJ|C < mixed A
antigen

b|P[|P|P|P < PR3 B
112(3]..

cfP|P([P]P < MPO C
112(3]..

dP|P[P]P < BPI
1123

elP|P(|P < Elastase
1(2(3

fiP|P|P < Cathepsi
1(2(3 nG

g PI[P|P < Lysozym
112(3 e

hiP|P|P < Lactoferr
1(2(3 in

VALIDITA

Vysledky testu jsou validni, pokud OD pfi 450 nm kalibratori/kontrol a vysledky
kontrol odpovidaji referenénimurozmezi uvedenému v Certificate of Analysis, ktery
je pfilozen ke kazdé soupraveé.

Pokud nejsou tato kritéria spInéna, neni test validni a je tfeba jej opakovat.

VYPOCET VYSLEDKU

Kazdé fadé (typ antigenu) je pro kazdy LOT v Certifikatu kvality uveden specificky
faktor, kterym je potfena vynasobit zméfenou absorbanci. Nasledné pak pro
kazdy vzorek vypocitat Index:

Osz_adj_ = Oszorku * LOT faktor

0D sample
0D Control B

HODNOCENIFUNKCNI ZPUSOBILOSTI

Kalibrace
Test je kalibrovan v relativnich arbitraznich jednotkach, protoze dosud neni k
dispozici zadny mezinarodni referencni material.
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Ocekavané hodnoty

Testovanim vzorkd zdravych darcu byla stanovena cut-off Index = 1,0

Interpretace vysledku

Negativni
Pozitivni

Linearita

Index < 1,0

Index = 1,0

Vzorky pacientl s vysokou hladinou protilatek byly sériové zfedény a testovany.
Koncentrace byly odecteny z kalibraCni kfivky.

Vzorek Redéni Nalezeny Ocekavany N/O [%]
index Index

PR3 1:100 3.7 3.7 100
1:200 1.9 1.8 103
1:400 1.0 0.9 111

MPO 1:100 3.4 3.4 100
1:200 1.8 1.7 106
1:400 0.9 0.9 100

BPI 1:100 3.8 3.8 100
1:200 2.0 1.9 105
1:400 0.9 0.9 100

Elastase 1:100 3.0 3.0 100
1:200 1.6 1.5 106
1:400 0.7 0.7 100

Lysozyme 1:100 3.1 3.1 100
1:200 15 1.6 94
1:400 0.7 0.8 86

Lactoferrin 1:100 3.6 3.6 100
1:200 1.7 1.8 94
1:400 0.8 0.9 89

Reprodukovatelnost

Intra-assay- 24 opakovani tfi riznych vzorku

Inter-assay- tfi rizné vzorky v Sesti opakovanich v péti rznych testech

Intra-Assay Inter-Assay
Sample Mean CV % Sample Mean CV%
Index Index

PR3 1.8 3.2 PR3 1.7 2.8

MPO 2.0 2.8 MPO 1.9 2.0

BPI 1.3 4.2 BPI 1.3 2.8

Elastase 1.3 4.6 Elastase 1.2 3.3

Cathepsin | 1.4 51 Cathepsin | 1.4 2.8

G G

Lysozyme | 1.1 4.5 Lysozyme | 1.0 3.7

Lactoferrin | 1.9 3.0 Lactoferrin | 1.8 2.4
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Interference

Nebyla pozorovana interference se séry, ktera byla hemolyticka (do 1000 mg/dl),
lipemicka (do 34 mmol/l triglyceridd) nebo s obsahem bilirubinu az do 684 pmol/l.
Nebyly pozorovany interference s antikoagulacnimi Cinidly (EDTA, heparin, citrat).
Pfesto doporu€ujeme vysoce hemolyzované nebo lipemické vzorky netestovat.

Studie na populaci

Sample description n n %
pos

ANCA vasculitis/non-
ANCA vasculitis or 102 92 90.2
other conditions
Healthy controls or
non-rheumatological or | 234 32 13.7
non-ANCA vasculitis

Imunologicka

Pos Neg
Pos 92 32
Neg 10 202
102 234 | 336

Sensitivity: 90.2 %
Specificity: 86.3 %
Overall agreement: 87.5 %

OMEZENIi TESTU

Test je urCen pro in-vitro diagnostické pouziti. Klinicka diagnéza nemuze byt
stanovena pouze na zakladé vysledku tohoto testu, ale musi vychazet z celkového
klinického obrazu a vysledkl dalSich testl. Kazda laborator si podle 1ISO15189 nebo
jiné vhodné metodiky musi stanovit vlastni rozmezi normalnich a abnormalnich
hodnot.
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ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay
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