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1. Введение
Копрологический тест ScheBo(( Pancreatic Elastase 1 для количественного определения уровня панкреатической эластазы 1 в кале. Для профессионального использования.
1.1. Патобиохимия

Панкреатическая Эластаза 1 человека (Э1) – фермент поджелудочной железы человека, который остается в неизмененном виде в процессе его транзита по кишечнику. Поэтому, концентрация этого фермента в образце кала отражает состояние экзокринной функции поджелудочной железы.

В случае развития острого воспаления поджелудочной железы Э1 поступает в кровоток. Обнаружение Э1 в сыворотке крови позволяет поставить или исключить диагноз острого панкреатита.

1.2. Преимущества
Надежный и доступный по цене тест для количественного определения панкреатической Эластазы 1 в кале является новым «Золотым Стандартом» в неинвазивном определении функции поджелудочной железы. В отличие от других лабораторных методов диагностики заболеваний поджелудочной железы, таких как определение активности амилазы и липазы в сыворотке крови для диагностики острого панкреатита и определение активности химотрипсина в кале для диагностики экзокринной недостаточности поджелудочной железы – определение Э1 имеет следующие преимущества:

· Э1 является абсолютно специфичной для поджелудочной железы.

· Э1 стабильна в процессе кишечного транзита, поэтому ее концентрация в кале отражает секреторную способность поджелудочной железы. Таким образом, с помощью теста на Э1 возможно поставить или исключить диагноз экзокринной недостаточности поджелудочной железы.

· Результаты определения Э1 коррелируют с результатами инвазивных тестов: секретин-панкреозиминовым тестом и секретин-церулеиновым тестом - «золотыми стандартами» в определении степени экзокринной недостаточности поджелудочной железы.

· Низкая индивидуальная вариабельность уровня концентрации Э1 в кале у пациента

· Заместительная ферментативная терапия не влияет на определение Э1. Моноклональные антитела, используемые в данном тесте, не взаимодействуют с эластазой животного происхождения, которая присутствует в ферментных препаратах.

· Как и другие панкреатические ферменты, Э1 попадает в кровоток вследствие развития воспалительного процесса поджелудочной железы. Благодаря более длительному, чем у амилазы и липазы, периоду полураспада, концентрация Э1 остается повышенной более длительное время, и острый панкреатит может быть установлен даже через 3 или 4 дня после начала заболевания.

Предлагаются два вида наборов ИФА (основанных на использовании моноклональных антител) для определения панкреатической Эластазы 1.

Сывороточный тест определяет Э1 в сыворотке крови и позволяет поставить или исключить диагноз острого панкреатита или обострения хронического панкреатита или РХПГ - индуцированного панкреатита или желчекаменного панкреатита.
Копрологический тест определяет Э1 в кале (или в дуоденальном соке) и позволяет поставить или исключить диагноз экзокринной недостаточности поджелудочной железы вследствие: хронического панкреатита; муковисцидоза; сахарного диабета; холелитиаза; «недостаточности прибавления веса»; опухоли поджелудочной железы или папиллярного стеноза.
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1.3. Чувствительность и специфичность
Диагностическая эффективность определения панкреатической Эластазы 1 в кале была оценена в большом количестве клинических испытаний. Löser et al. (1996) сообщил о 93% чувствительности и 93% специфичности при диагностике недостаточности экзокринной функции поджелудочной железы.

Stein et al. (1996), Löser et al. (1996)  и Katschinski et al. (1997) продемонстрировали высокую корреляцию между тестом на Э1 и инвазивными интубационными методами (секретин-панкреозиминовым и секретин-церулеиновым тестами). 
В сравнительных исследованиях тест на Э1  показал большую чувствительность чем копрологический тест на химотрипсин, особенно в случаях умеренной и средней панкреатической недостаточности Walkowiak et al. (2002), Löser et al. (1995&1996), Katschinski et al. (1997), Glasbrenner et al. (1996), Gullo et al. (1999).
Dominguez-Muñoz et al. (1995) и Glasbrenner et al. (1996) показали, что тест на Э1 более специфичен чем
панкреолауриловый тест (PLT)  при сопоставимой чувствительности. Также тест на Э1 продемострировал лучшую корреляцию с клиническим ответом на назначение ферментозаместительной терапии, чем PLT (Elphick & Kapur (2005)).

Кроме того, исследования Beharry et al. (2002), Cade et al. (2000), Walkowiak et al. (1999 & 2002), Phillips et al. (1999), Terbrack et al. (1996), Soldan et al. (1996), Gullo et al. (1997), Wallis et al. (1997), показали исключительно высокую чувствительность и специфичность данного теста для диагностики муковисцидоза у детей с нарушением функции поджелудочной железы.
1.4. Основные принципы метода
На поверхность лунок планшета для ИФА нанесены первые моноклональные антитела, специфичные только к панкреатической Эластазе 1 человека. 
Эластаза 1, присутствующая в образце кала пациента и в стандартах тестового набора для ИФА, связывается с антителами и иммобилизуется на планшете. Комплекс моноклональных анти-Эластаза 1-Биотин и Пероксидаза (POD)-Стрептавидин связываются с Э1 в течение следующей инкубации. Пероксидаза окисляет ABTS [2, 2’ – Азино-бис-(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновая кислота), которая приобретает темно-зеленый цвет. Далее концентрацию окисленной ABTS определяют фотометрически.

1.5. Границы определения
Данный набор ИФА позволяет определять концентрации панкреатической Эластазы 1 в стуле в пределах от 15 до 500 мкг/г кала. Показатели концентрации Э1, не достигающие нижнего порога, должны определяться как, ( 15 мкг/г кала. Концентрации Э1, превышающие значения верхнего предела определения метода должны быть представлены как ( 500 мкг/г кала.

1.6. Точность измерения

Погрешность интра-исследования Э1 была измерена посредством 20-кратного анализа шести образцов кала (32 - 405 мкг /г стула). Среднее значение коэффициента вариации (СV) составило 5,6 % (3,9 - 8,4 %).

Погрешность метода так же вычислялась на примере 5 образцов кала, исследованных в разные 10 дней). Среднее значение CV - 7,6% (в пределах 4,8 – 10,6 %).

1.7. Интерференция.

В очень водянистых образцах кала концентрация Э1 может быть снижена из-за разведения. Поэтому в случаях водянистых образцов кала рекомендуется это отмечать. При получении результата, указывающего на наличие патологии (Э1( 200 мкг/г кала), необходимо затребовать образец оформленного стула. Другие факторы, влияющие на данный тест неизвестны. В частности, ферментная заместительная терапия не влияет на определение панкреатической Эластазы 1.
2. Реагенты

1. 12 отделяемых стрипов для ИФА с 8 лунками каждый, покрытых моноклональными антителами к панкреатической Эластазе 1 (Э1) человека, 96 лунок

2. 5-кратный концентрат (5х) буфера для образца/промывки (черная крышечка), 100 мл.
Забуференный фосфатами физиологический раствор, рН 7,2 с детергентом.

3. Стандарты Э1 от 1 до 4, готовые к применению (синие крышечки), 700 мкл каждый.
Панкреатическая Эластаза 1 человека в водном растворе с добавлением азида натрия

4. Контроль 1, готовый к применению (фиолетовая крышечка), 700 мкл.

Панкреатическая Эластаза 1 человека в водном растворе с добавлением азида натрия.

5. Контроль 2, готовый к применению (зеленая крышечка), 700 мкл.

Панкреатическая Эластаза 1 человека в водном растворе с добавлением азида натрия.

6. Комплекс: моноклональные анти-Э1-биотин + ПОД-Стрептавидин (= анти-Э1-био-ПОД-Стрепта-видин-компл.), готовый к применению, чувствительный к свету (черный пластиковый флакон с черной крышечкой), 8 мл.

Водный раствор с консервантом.

7. Раствор субстрата, готовый к применению, чувствительный к свету (красная крышечка),12 мл.

Соль ABTS в водном растворе.
8. Стоп-раствор, готовый к применению (белая крышечка), 12 мл.
Щелочной водный раствор.

3. Материал для исследования и стабильность образцов

Материал для исследования: Образец оформленного кала размером с горошину (около 100мг).

Стабильность: Взятые от пациентов образцы стабильны для пересылки по почте и после этого могут храниться до 3 дней при температуре 4-8°С или до 1 года при температуре –20°С. Неразведенные экстракты кала могут храниться при температуре 4-8°С в течение 1 дня или до 1 года при температуре –20°С.
ИФА - набор «ScheBo( ( Эластаза 1 - копрологический тест» также может быть использован и для определения концентрации Э1 в соке двенадцатиперстной кишки (пожалуйста, уточняйте информацию у производителя). Для других видов образцов рабочие характеристики не определены.
4. Хранение и стабильность диагностического набора

Все компоненты диагностического набора стабильны при температуре 4-8°С до окончания срока годности, указанного на этикетке набора. Не использовать после истечения срока годности. Неиспользованные стрипы для ИФА должны храниться в плотно закрытом пакетике из фольги, содержащем влагопоглотитель. Всегда проверяйте надежность закрытия пакетика.
5.
Необходимые дополнительные приспособления

· Полистиреновые пробирки (5,10 и 12 мл) с крышечками.

· Мерный цилиндр на 500 мл.
· Вихревой встряхиватель типа вортекс (Vortex).

· Автоматические регулируемые пипетки: 0-50, 50-200 мкл и 200-1000 мкл.

· Пипетки на 5 и 10 мл.

· Регулируемая 8-канальная пипетка (50 - 250 мкл).

· Спектрофотометр для плашек ИФА, способный считывать показания на длине волны 405 нм. Референсная длина волны 492 нм.
6. Меры предосторожности

Данный ИФА - набор предназначен только для диагностики in vitro. Буфер для экстракции, стандарты, контроли и комплекс анти-Э1-био и POD-Стрептавидин содержат консерванты. Соблюдайте соответствующие меры предосторожности. Избегайте контакта с кожей. Не набирайте жидкости в пипетку ртом. При проведении анализа пользуйтесь одноразовыми перчатками. Данные по безопасности доступны по запросу. Не смешивайте материалы из наборов разных лотов.
7. Рекомендации для оптимального выполнения анализа

1. Точно соблюдайте инструкцию 
2. Все компоненты диагностического набора должны храниться при температуре 4-8ºС. Все реагенты и планшет ИФА приведите к комнатной температуре непосредственно перед выполнением исследования. После использования все реагенты немедленно возвратите на хранение в температуру 4-8ºС.

3. Встряхните все жидкие реактивы на вортексе перед использованием. Избегайте капель в крышках пробирок.

4. Не дотрагивайтесь до нижней поверхности планшета для ИФА.

5. Всегда выполняйте манипуляции на планшете в одинаковом порядке и с одинаковыми временными интервалами.

6. Во избежание внесения загрязнений используйте чистые пипетки и чистую посуду. Не используйте одну посуду для разных реагентов (например, субстрат и стоп-раствор).

7. Раскапывание.

· Вносите все реактивы и образцы в нижнюю треть лунки.

· При промывании лунок держите кончик пипетки на уровне верхнего края лунки.
8. Промывка.

· Перед каждым шагом промывки переверните планшет и плотно прижмите его к бумажному полотенцу для удаления остатков жидкости.
· Для высушивания пользуйтесь только чистыми бумажными полотенцами.
· Убедитесь, что жидкость не переливается и не перетекает в другие лунки.

· На каждом этапе промывки инкубируйте лунки с буфером для промывки, по меньшей мере, 1-2 минуты.

9. Измерение.

· Перед каждым измерением планшета встряхните содержимое лунок для обеспечения равномерного распределения окраски.

· Уберите возможные пузырьки в лунках при помощи чистой иголки.
· После добавления стоп-раствора подождите, по меньшей мере, 5 минут прежде, чем начать измерение оптической плотности.
8. Процедура исследования

8.1. Подготовка.
8.1.1. Приготовление раствора буфера для образца/промывки
100 мл 5-кратного буфера для образца/промывки 5х (черная крышечка) + 400 мл бидистиллированной воды. Разведенный буфер для образца/промывки стабилен в течение 6 месяцев при 4-8°С.
8.1.2. Подготовка планшета ИФА

Перед открытием приведите планшет ИФА к комнатной температуре. Откройте упаковку из фольги, разорвав ее по обозначенным меткам. Раскройте внутреннее многоразовое соединение. Извлеките необходимое для работы количество стрипов. Неиспользованные стрипы оставьте в упаковке из фольги. Неиспользованные стрипы и/или лунки должны храниться в плотно закрытом пакете из фольги, в котором содержится влагопоглотитель. Убедитесь, что упаковка плотно закрыта.
8.1.3. Подготовка образца кала к анализу

· Мы рекомендуем систему для экстракции кала ScheBo Е1 Quick-Prep (одноразовые дозаторы, каталожный № 7-Quick, см.п.8.1.3.1), для быстрой и удобной подготовки образцов кала к исследованию, или альтернативно  
· Весовой метод: образцы кала могут быть взвешены (см. п. 8.1.3.2)
8.1.3.1. Использование Quick-Prep (одноразовых дозаторов).

Система для экстракции кала ScheBo Е1 Quick-Prep содержит готовый к применению буфер для экстракции. См срок годности на упаковке

Приготовление образца кала:
Используйте систему для экстракции кала ScheBo Е1 Quick-Prep (кат № 7-Quick), в соответствии с рисунком 1.

Разведение экстрактов кала (1:70)
Приготовление разведения 1:70 :
10 мкл экстракта образца кала + 700 мкл буфера для образца/промывки
8.1.3.2. Использование весового метода

Концентрат буфера для экстракции образцов кала (5х) (кубический флакон, зеленая крышечка),   100 мл (кат. № 02) Забуференный фосфатами физиологический раствор, рН 7,2 с детергентом и азидом натрия
Приготовление буфера для экстракции:

Развести буфер для экстракции образцов кала (5х) (кат. № 02): 100 мл буфера для экстракции (5х) + 400 мл дистиллированной воды. Разведенный буфер для экстракции стабилен в течение 6 месяцев при 4-8оС
Взвешивание проб кала:

Предварительно взвесьте одноразовую пробирку и петлю для взятия образца на чувствительных лабораторных весах. Возьмите небольшой кусочек (примерно 100 мг) образца кала при помощи петли  и вместе с петлей внесите в пробирку. Взвесьте образец. Вместо петли может быть использована деревянная палочка или зубочистка.
Добавьте в пробирку буфер для экстракции в соответствии с массой взвешенного образца кала так, чтобы конечная концентрация соответствовала 10 мг кала на 1 мл буфера для экстракции (например, к 100 мг кала добавить 10 мл буфера или к 75 мг кала – 7,5 мл буфера). Конечная концентрация должна быть 10 мг кала/мл буфера для экстракции. 
Гомогенизация и экстракция образцов кала.

Полученную суспензию кала тщательно перемешать при комнатной температуре на вортексе. Кал необходимо подвергнуть полной гомогенизации для обеспечения полной экстракции панкреатической эластазы 1. После периода экстракции (по меньшей мере, 5 минут) суспензию перемешать на вортексе еще раз. Потом, после оседания частичек, развести экстракт. Поскольку эластаза 1 очень стабильна, период экстракции может быть продлен до 24 часов при 4-8оС и разведение можно сделать на следующий день.

Разведение экстрактов кала (1:250)
Приготовление разведения 1:250:

10 мкл экстракта кала + 2,5 мл разведенного буфера для образца/промывки

[image: image1]
Рисунок 1.
8.2. Процедура исследования.

8.2.1. Инкубация образцов и стандартов.
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	8
	9
	10
	11
	12

	A
	Бланк
	Бланк
	Об3
	Об3
	Об11
	Об11
	Об19
	Об19
	Об27
	Об27
	Об35
	Об35

	B
	Стд1
	Стд1
	Об4
	Об4
	Об12
	Об12
	Об20
	Об20
	Об28
	Об28
	Об36
	Об36

	C
	Стд2
	Стд2
	Об5
	Об5
	Об13
	Об13
	Об21
	Об21
	Об29
	Об29
	Об37
	Об37

	D
	Стд3
	Стд3
	Об6
	Об6
	Об14
	Об14
	Об22
	Об22
	Об30
	Об30
	Об38
	Об38

	E
	Стд4
	Стд4
	Об7
	Об7
	Об15
	Об15
	Об23
	Об23
	Об31
	Об31
	Об39
	Об39

	F
	Кон
	Кон
	Об8
	Об8
	Об16
	Об16
	Об24
	Об24
	Об32
	Об32
	Об40
	Об40

	G
	Об1
	Об1
	Об9
	Об9
	Об17
	Об17
	Об25
	Об25
	Об33
	Об33
	Об41
	Об41

	H
	Об2
	Об2
	Об10
	Об10
	Об18
	Об18
	Об26
	Об26
	Об34
	Об34
	Об42
	Об42


Рис.2. Рекомендуемая схема обозначения образцов и стандартов.

	Cтд:
	стандарты

	Кон
	контроль

	Об1-Об42
	исследуемые образцы


Бланк = лунки А1 и А2; при помощи пипетки внесите по 50 мкл буфера для образца/промывки в каждую лунку
Стандарты готовы к использованию (синяя крышечка); при помощи пипетки внести по 50 мкл каждого стандарта (неразведенного) в лунки колонок 1 и 2 в дубликатах.

	Стд1
	соответствует    15 мкг/г

	Стд2
	соответствует    50 мкг/г

	Стд3
	соответствует  15 мкг/г

	Стд4
	соответствует  500 мкг/г


Контроль 1, готов к применению (фиолетовая крышечка); при помощи пипетки внести по 50 мкл в лунки F1 и F2. Контроль 1 должен ставиться при каждой постановке.
Контроль 2, готов к применению (зеленая крышечка).

Контроль 2 может быть использован, если это требуется местным, государственным или национальным законодательством или аккредитованными  организациями.
При помощи пипетки внести по 50 мкл в лунки G1 и G2 (вместо образца). 

Кал
Контроль 1 соответствует 200 мкг/г ± 15%

Контроль 2 - концентрацию см. на этикетке
Внесите при помощи пипетки по 50 мкл разведенного экстракта образца кала (см. 8.1.3.1 и 8.1.3.2) каждого образца в каждую из 2 дублирующихся лунок. Контроль также может быть использован как внутренний контроль
Инкубация в течение 30 минут при комнатной температуре.

Промывка: Удалить содержимое лунок и хорошо промыть каждую лунку 3 раза буфером для образца/промывки (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу до тех пор, пока будут удалены остатки жидкости.
8.2.2. Инкубация со комплексом анти-Э1-био и POD-Стрептавидина
Внести по 50 мкл/лунку готового к использованию анти-Э1-био и POD-Стрептавидина = анти-Э1-био-POD-Стрептавидин-Комп. (черный пластиковый флакон с черной крышкой)
Инкубировать в течение 15 минут в темноте при комнатной температуре.

Промывка: Удалить содержимое лунок и хорошо промыть каждую лунку 3 раза буфером для образца/промывки  (8-канальная пипетка, 250 мкл/лунку). Перевернуть планшет и плотно прижать его к чистому бумажному полотенцу до тех пор, пока будут удалены остатки жидкости.
8.2.3. Цветная реакция.

Добавить в каждую лунку по 100 мкл готового к применению раствора субстрата (красная крышечка).

Инкубация в течение 15 минут в темноте при комнатной температуре.

(Рекомендуется уменьшить время инкубации, если Ваш спектрофотометр для ИФА
 считывает оптические плотности только до уровней 2,5 или 3).

8.2.4. Остановка цветной реакции.

Остановить реакцию субстрата добавлением 100 мкл стоп-раствора в каждую лунку (готов к применению, белая крышечка). Покачивая планшет, хорошо перемешать содержимое лунок.
8.2.5. Измерение
Измерять оптическую плотность с помощью плашечного спектрофотометра, используя длину волны 405 нм, между 5 и 30 минутами после добавления стоп-раствора. Перед измерением хорошо перемешать содержимое лунок. В качестве референс-волны может быть использована длина волны 492 нм.
8.3. Количественное выражение результатов
8.3.1. Ручной подсчет
Рассчитать средние значения оптической плотности для всех дубликатов, после чего вычесть из них среднее значение, полученное для лунок, обозначенных как «Бланк». Построить стандартную кривую зависимости концентрации от оптической плотности на бумаге в координатах log-log = стандартная кривая. Концентрация образцов может быть считана непосредственно со стандартной кривой, поскольку фактор разведения уже учтен в производстве стандартов
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Концентрация Э1

Рис. 3: Типичная стандартная кривая.

Пример: средняя оптическая плотность после вычитания среднего бланка составила 0,65, что соответствует концентрации 120 мкг Э1/г (см стандартную кривую).
8.3.2. Расчет с помощью программного обеспечения для ИФА.

Перед измерением определить местоположение бланка, стандартов и образцов, согласно используемой схеме внесения образцов (рис.2). Используйте метод линейной регрессии и шкалу log - log. Не вводите фактор разведения, поскольку разведение образцов уже учтено в производстве стандартов
8.3.3. Справочные значения для концентрации панкреатической Эластазы 1 в кале:
Норма:









       от 200 до >500 мкг Э1/г кала

Легкая - средняя степень экзокринной недостаточности поджелудочной железы:      100 - 200 мкг Э1/г кала 

Тяжелая степень экзокринной недостаточности поджелудочной железы:

<100 мкг Э1/г кала

Эти значения панкреатической Э1 относятся к оформленным образцам кала. В случае получения значений концентрации Эластазы 1 (< 200 мкг/г) в водянистых образцах кала, необходимо взять другой, оформленный образец кала для повторного теста (см. пункт 1.7).
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