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Arbeitsanleitung Lysozym

1. VERWENDUNGSZWECK

Dieser ELISA dient zur quantitativen Bestimmung von Lysozym aus humanem Se-
rum, Urin und Liquor. Der Testkit ist nur zur in vitro Diagnostik geeignet.

2. EINLEITUNG

Lysozym (Muramidase) ist ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca.15 kDa
und gehdrt zur Gruppe der basischen Glykosidasen. Lysozym wird von Granulozyten,
Monozyten und Makrophagen gebildet. Die Hauptquelle fir fakales Lysozym stellen
die intestinalen Granulozyten dar. In allen Zellen des entzlindlichen Infiltrates kann
beim akuten Schub des Morbus Crohn Lysozym nachgewiesen werden. Teilweise
wird Lysozym von mononukledren Zellen auch aktiv in das Darmlumen sezerniert.

Indikationen

- Diagnose und Verlauf bei Morbus Crohn

« Friiherkennung von Nierentransplantat-Abstof3ungsreaktionen

« Unterscheidung und Verlaufskontrolle von Leukosen

« Verlaufs- und Therapiekontrolle kindlicher Harnwegsinfekte

- Differentialdiagnose zwischen viraler und bakterieller Meningitis bei Kindern
« Erkennung einer Sepsis bei Neugeborenen

3. INHALT DERTESTPACKUNG

Art.-Nr. | Bezeichnung Kit-Komponenten Menge
K 6903 PLATE Mikrotitermodul, vorbeschichtet 12x 8 Vertie-
fungen
K 6903 WASHBUF ELISA-Waschpufferkonzentrat 10x 2x 100 ml
K 6903 CONJBUF Konjugat-Verdiinnungspuffer 1x15ml
K 6903 CONJ KonjugatkonzentraF, (Kanlnchgn-antl— 1% 50l
Lysozym, peroxidasemarkiert)
K 6903 CAL Kalibrator, gebrauchsfertig Tx1ml
K 6903 CTRL Kontrolle, gebrauchsfertig 1x1ml
K 6903 CTRL Kontrolle, gebrauchsfertig 1x1ml
K 6903 SUB TMB-Substrat (Tetramethylbenmdm), 1x15ml
gebrauchsfertig
K 6903 STOP ELISA-Stoppldsung, gebrauchsfertig 1x15ml

Fir Nachbestellungen von Einzelkomponenten verwenden Sie als Bestellnummer die Artikel-
nummer gefolgt von der Bezeichnung.
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4.

ERFORDERLICHE LABORGERATE UND HILFSMITTEL

Reinstwasser*

Laborwaage

Prazisionspipetten und Pipettenspitzen fiir den Einmalgebrauch mit varia-
blen Volumina von 10-1000 pl

Folie zum Abkleben der Mikrotiterplatte

Mikrotiterplattenschittler

Multikanal- bzw. Multipipette

Vortex-Mixer

Zentrifuge, 3000g

Laborlbliche Glas- oder Plastikrohrchen (Einmalartikel)

Mikrotiterplattenphotometer (bendtigte Filter siehe Kapitel 7)

* Immundiagnostik AG empfiehlt die Verwendung von Reinstwasser nach 1SO 3696. Es han-
delt sich dabei um Wasser des Typs 1, welches frei von ungel6sten und kolloidalen lonen und
organischen Molekdlen ist (frei von Partikeln >0,2 um) mit einer elektrischen Leitfahigkeit von
0,055 pS/cm bei 25°C (= 18,2 MQcm).

LAGERUNG UND VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Bitte achten Sie bei mehrfachem Einsatz des Kits darauf, dass die Reagenzien
wie in der Vorschrift beschrieben gelagert und nur die fiir den jeweiligen
Ansatz bendtigten Reagenzienmengen frisch angesetzt werden. Der Kit
kann so bis zu 4 x je nach Probenaufkommen bis zum angegebenen Haltbar-
keitsdatum verwendet werden.

Reagenzien mit einem Volumen kleiner 100 pl sollten vor Gebrauch kurz an-
zentrifugiert werden, um Volumenverluste zu vermeiden.

Das Waschpufferkonzentrat (WASHBUF) muss vor Gebrauch 1:10 in Reinst-
wasser verdiinnt werden (100 ml Konzentrat + 900 ml Reinstwasser), gut mi-
schen. Aufgrund der hohen Salzkonzentration in den Stammldsungen kann
es zu Kristallbildungen kommen. Die Kristalle [dsen sich bei Raumtemperatur
bzw. im Wasserbad bei 37°C auf. Das Pufferkonzentrat kann bei 2-8°C bis
zum angegebenen Haltbarkeitsdatum aufbewahrt werden. Die verdiinnte
Pufferlosung (Waschpuffer) ist bei 2-8°C einen Monat in einem geschlos-
senen Gefal haltbar.

Als BLANK (Leerwert) werden 100 pl verdiinnter WASHBUF (Waschpuffer)
pipettiert.
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- Das Konjugatkonzentrat (CONJ, peroxidasemarkierter Antikorper) wird
1:1000 mit Konjugat-Verdiinnungspuffer (CONJBUF) verdiinnt (10 mI CON-
JBUF + 10 ul CONJ). Das Konjugat ist im unverdiinnten Zustand bis zum ange-
gebenen Haltbarkeitsdatum stabil.

+ Alle anderen Testreagenzien sind bei 2-8 °C zu lagern und bei entsprechender
Lagerung bis zum angegebenen Verfallsdatum (siehe Etikett) verwendbar.

6. PROBENLAGERUNG UND -VORBEREITUNG

Serum

Frisch abgenommenes Serum wird innerhalb einer Stunde abzentrifugiert. Es wird
entweder gleich im Test eingesetzt oder bei -20°C gelagert.

Die Lysozym-Bestimmung sollte innerhalb von 8 Stunden erfolgen, danach tritt
bei Raumtemperatur ein Konzentrationsabfall auf. Bei 4 °C betragt die Stabilitat
6 Tage.*

Lipdmische oder hamolysierte Proben kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren.
Vor dem Einsatz im Test Proben gut mischen.

Fir die Messung empfehlen wir die Serumproben zwischen 1:500 und 1:1000 zu
verdiinnen. Fir die Verdinnungen wird Waschpuffer verwendet.

Beim Arbeiten mit kleinen Volumina ist auf die Verwendung geeichter Pipetten und
auf besonders sorgsamen Umgang zu achten (z. B. Pipettenspitze nach der Entnah-
me abstreifen).

*Thomas, L., 1998, Labor und Diagnose, 5th ed. TH-Books, Frankfurt.
Urin
Fir die Messung empfehlen wir die Urinproben 1:5 mit Waschpuffer zu verdiinnen.

Liquor

Fir die Messung empfehlen wir die Liquorproben 1:50 mit Waschpuffer zu verdiin-
nen.

7. TESTDURCHFUHRUNG

Testprinzip

Der Test basiert auf der Sandwich-ELISA-Technik. Es werden zwei ausgewahlte Anti-
korper, die humanes Lysozym erkennen, verwendet.
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Kalibrator, Kontrollen und verdlinnte Proben, die auf Lysozym zu untersuchen sind,
werden in die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte pipettiert, welche mit einem
hochaffinen anti-Lysozym-Antikorper beschichtet sind. In diesem ersten Inkubati-
onsschritt wird das Lysozym aus der Probe von dem gekoppelten Fangerantikdrper
gebunden. Dann wird das Konjugat, ein peroxidasemarkierter anti-Lysozym-Anti-
korper, zugegeben und es bildet sich folgender Komplex an der Wand der Mikro-
titerplatte: Fangerantikdrper — humanes Lysozym - Peroxidase-Konjugat. Als Pero-
xidasesubstrat wird Tetramethylbenzidin eingesetzt. Die Enzymreaktion wird durch
Zugabe von Saure abgestoppt. Dadurch erfolgt ein Farbumschlag von blau nach
gelb. Die entstandene chromogene Verbindung wird photometrisch bei 450nm
gemessen. Die Intensitat der Farbe ist dem Lysozym-Gehalt direkt proportional. Die
entstandene chromogene Verbindung wird photometrisch gemessen. Anhand eines
mitgefiihrten Kalibrators und dessen Bezug zu einer chargenabhangigen Musterka-
librierkurve lasst sich die Konzentration der Probe ermitteln.

Pipettierschema

Vor Gebrauch alle Reagenzien und Proben auf Raumtemperatur (15-30°C) bringen,
gut mischen.

Benotigte Mikrotiterstreifen aus dem Kit nehmen, nicht verwendete Mikrotiterstrei-
fen konnen abgeklebt bis zum angegebenen Haltbarkeitsdatum bei 2-8°C gelagert
werden.

Im Fall einer automatisierten Abarbeitung des Tests konnen automatenspezifische
Anpassungen der Prozedur notwendig sein, um den jeweiligen technischen Gege-
benheiten gerecht zu werden. Fiir Unterstiitzung und Riickfragen wenden Sie sich
bitte an lhren Anbieter oder Immundiagnostik AG.

Wir empfehlen, die Bestimmungen in Doppelwerten durchzufiihren.

Die Positionen fiir BLANK/CAL/SAMPLE/CTRL (Blank/Kalibrator/Probe/

1. . .
Kontrollen) im Protokollblatt markieren.

Die Mikrotiterstreifen 5x mit je 250 pl verdiinntem WASHBUF (Wasch-
2. | puffer) waschen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von Waschpuffer
durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernen.

100 pul BLANK/CAL/SAMPLE/CTRL (Blank/Kalibrator/Probe/Kontrollen)
in die Vertiefungen pipettieren.

Streifen abdecken und 1 Stunde bei Raumtemperatur (15-30°C) unter
Schitteln inkubieren.
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Inhalt der Wells verwerfen und 5x mit je 250 pl verdiinntem WASH-
BUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von
Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernen.

100 pl verdiinntes CONJ (Konjugat) in alle Wells pipettieren.

Streifen abdecken und 1 Stunde bei Raumtemperatur (15-30°C) unter
Schiitteln inkubieren.

Inhalt der Wells verwerfen und 5x mit je 250 pul verdiinntem WASH-
BUF (Waschpuffer) waschen. Nach dem letzten Waschschritt Reste von
Waschpuffer durch Ausklopfen auf saugfahigem Papier entfernen.

100 pl SUB (Substrat) in alle Vertiefungen pipettieren.

10.

10-20 Minuten* bei Raumtemperatur (15-30°C) im Dunkeln inkubie-
ren.

11.

100 pl STOP (Stoppldsung) in alle Vertiefungen pipettieren, mischen.

12.

Extinktion sofort im Mikrotiterplattenphotometer bei 450 nm gegen
die Referenzwellenlange 620 nm (oder 690 nm) messen. Ist keine Refe-
renzwellenldange vorhanden, wird nur bei 450 nm gemessen. Falls die Ex-
tinktion einer Probe den Messbereich des Photometers libersteigt, sollte
sofort bei 405 nm gegen 620 nm (690 nm) gemessen werden.

* Die Intensitat der Farbentwicklung ist temperaturabhangig. Es wird empfohlen den Farbum-
schlag wahrend der Inkubationszeit zu beobachten und entsprechend der Farbentwicklung die
Reaktion zu stoppen.

8. ERGEBNISSE

Fir die Auswertung der Messwerte verwenden Sie bitte ein 4-parametrisches Logit-
Log-Modell unter Verwendung der Angaben zum Verlauf der Kalibrationskurve so-
wie der optischen Dichte des Kalibrators (CAL), welche auf dem QC-Datenblatt der
jeweiligen Kitcharge zu finden sind.

Abhdngig von der verwendeten Software kann der Kalibrationskurvenverlauf so-
wohl durch die Parameter A, B, C und D als auch durch die Wertepaare aus Konzen-
tration und optischer Dichte der Standards beschrieben werden.

Achtung: Die Parameterwerte miissen genau eingegeben werden, da selbst geringe
Abweichungen der Zahlenwerte zu massiven Stérungen der Auswertung fiihren

kénnen.
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Vor jeder automatischen Auswertung sollte stets eine Kontrolle der Doppelwerte auf
Plausibilitat (,Ausreilerkontrolle”) durchgefiihrt werden; falls dies nicht durch das
verwendete Programm erfolgt, sollte die Kontrolle manuell durchgefiihrt werden.

Serumproben

Die ermittelte Serumkonzentration wird je nach Verdiinnungsstufe mit dem ent-
sprechenden Verdiinnungsfaktor multipliziert um die tatsachliche Konzentration zu
ermitteln.

Urinproben
Die ermittelten Werte werden mit dem Verdiinnungsfaktor 5 multipliziert.

Liquorproben
Die ermittelten Werte werden mit dem Verdiinnungsfaktor 50 multipliziert.

9. EINSCHRANKUNGEN

Proben mit Konzentrationen oberhalb des Messbereichs missen starker verdiinnt
und erneut gemessen werden. Bitte beachten Sie diese starkere Verdliinnung bei der
Ergebnisberechnung.

Proben mit Konzentrationen unterhalb des Messbereichs konnen nicht klar quanti-
fiziert werden.

Die Obergrenze des Messbereichs ergibt sich aus:

héchste Konzentration der Standardkurve x anzuwendender Probenverdiinnungs-
faktor

Die Untergrenze des Messbereichs ergibt sich aus:
Nachweisgrenze x anzuwendender Probenverdiinnungsfaktor

10. QUALITATSKONTROLLE

Immundiagnostik empfiehlt den Einsatz von externen Kontrollen fir die interne
Qualitatskontrolle, wenn maoglich.

Wir empfehlen, bei jedem Testansatz Kontrollen mitzumessen. Die Ergebnisse der
Kontrollen missen auf Richtigkeit tiberprift werden. Liegen eine oder mehrere Kon-
trollen auBerhalb des angegebenen Bereiches, kann Immundiagnostik die Richtig-
keit der Messergebnisse nicht gewahrleisten.
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Referenzwerte

Serum*
700 - 2580 ng/ml

Die Lysozymkonzentration wird durch Produktion in Monozyten, Makrophagen, Gra-
nulozyten sowie im Nierenparenchym beeinflusst.

Lysozym erhoht bei: myelo-monozytare Leukosen, Sarkoidose
Lysozym vermindert: Neugeborenen-Sepsis, Panmyelopathie

Urin*
1,7-123 ng/ml

Lysozym im Urin ist erhéht bei: myelomonozytaren Leukamien, kindlichen Harnwe-
gsinfekten

Lysozym im Urin ist vermindert bei: Panmyelopathien
Liquor*
<62 ng/ml
* Labor Dr. Limbach, Heidelberg, http://www.labor-limbach.de
Wir empfehlen jedem Labor einen eigenen Referenzbereich zu etablieren.

11. TESTCHARAKTERISTIKA

Prézision und Reproduzierbarkeit

Intra-Assay (n = 26)

A 658,4 2,2
B 397,9 2,8

Inter-Assay (n =18)
1 696,5 4,6
2 3914 6,4
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Spike-Wiederfindung

Zwei Proben wurden mit unterschiedlichen Lysozymmengen versetzt und gemes-
sen (n=2).

1,8 2,26 2,17
A 0,46 2,7 3,16 3,21
50 5,46 5,51
1,8 2,54 2,48
B 0,74 2,7 3,44 3,50
3,7 4,44 4,65

Wiederfindung in der Verdiinnung

Eine Probe wurde verdiinnt und im Test gemessen. Die Ergebnisse sind in der unten
stehenden Tabelle aufgefiihrt (n = 1)

1:500 626,3 626,3
A 1:1000 313,2 324,2
1:2000 156,6 173,0

Analytische Sensitivitct

Die Nachweisgrenze wurde festgelegt als B, + 1,645 SD. Gemessen wurde 21-mal der
Standard null. Die Messungen ergaben eine Nachweisgrenze von 0,144 ng/ml.

Spezifitdt
Es wurde keine Kreuzreaktivitat zu anderen Plasmaproteinen gefunden.

12. VORSICHTSMASSNAHMEN

« Alle im Kit enthaltenen Reagenzien dirfen ausschlieBlich zur in-vitro-Dia-
gnostik verwendet werden.
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Das fur Kitkomponenten verwendete humane Material wurde auf HIV, Hepa-
titis B und Hepatitis C getestet und fiir negativ befunden. Dennoch wird emp-
fohlen, die Kitkomponenten als VorsichtsmaBnahme immer wie potentiell
infektioses Material zu behandeln.

Die Kitkomponenten enthalten zum Schutz vor bakteriellen Kontaminationen
Natriumazid oder ProClin. Natriumazid bzw. ProClin sind giftig. Auch Substrate
fur enzymatische Farbreaktionen sind als giftig und karzinogen beschrieben.
Jeder Kontakt mit Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden.

Die Stoppldsung besteht aus verdiinnter Schwefelsaure (H,SO,).H,SO, ist eine
starke Saure und muss auch in verdiinnter Form mit Vorsicht benutzt werden.
H,SO, verursacht bei Kontakt mit der Haut Veratzungen. Es sollte daher mit
Schutzhandschuhen, Schutzkleidung und Schutzbrille gearbeitet werden. Bei
Kontakt mit der Sdure muss die verdtzte Stelle sofort mit viel Wasser gespiilt
werden.

13. TECHNISCHE MERKMALE

10

Reagenzien der Testpackung diirfen nicht mit anderen Chargen gemischt
werden. Ferner dirfen Kavitaten unterschiedlicher Mikrotiterplatten, selbst
der gleichen Charge, nicht zusammengefiigt und zur Analyse verwendet wer-
den.

Quialitatskontrollen sollten immer mitgemessen werden.

Die Reagenzien durfen nach Ablauf des Mindesthaltbarkeitsdatums nicht
mehr verwendet werden.

Substratlésung muss vor Gebrauch farblos sein.

Mikrotiterstreifen muissen wahrend den Inkubationen mit Folie abgedeckt
sein.

Vermeiden Sie Schaumbildung beim Mischen der Reagenzien.

Stopfen und Verschliisse verschiedener Reagenzien diirfen nicht vertauscht
werden.

Der Assay ist immer nach der im Kit beigefligten Arbeitsanleitung durchzu-
fuhren.
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14. ALLGEMEINE HINWEISE ZUM TEST

« Dieser Kit wurde nach der IVD-Richtlinie 98/79/EG hergestellt und in den Ver-
kehr gebracht.

- Fur die Qualitatskontrolle sind die fiir medizinische Laboratorien erstellten
Richtlinien zu beachten.

- Die Testcharakteristika wie Inkubationszeiten, Inkubationstemperaturen und
Pipettiervolumina der verschiedenen Komponenten wurden vom Hersteller
festgelegt. Nicht mit dem Hersteller abgesprochene Veranderungen in der
Testdurchflihrung kénnen die Resultate beeinflussen. Die Firma Immundia-
gnostik AG tbernimmt fir die hierdurch entstandenen Schaden und Folge-
schdden keine Haftung.

- Bei Gewahrleistungsanspriichen ist das beanstandete Material mit schrift-
licher Erklarung innerhalb von 14 Tagen zum Hersteller, der Immundiagnostik
AG, zurlickzusenden.
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1. INTENDED USE

This ELISA is intended for the quantitative determination of Lysozyme in human se-
rum, urine and liquor. It is for in vitro diagnostic use only.

2. INTRODUCTION

Lysozyme (muramidase) is a protein with a molecular weight of approx. 15 kDa and
belongs to the group of alkaline glycosidases. Lysozyme is produced by granulo-
cytes, monocytes and macrophages. The main source for faecal Lysozyme are the
intestinal granulocytes. Lysozyme can be detected in all cells of the inflammatory
infiltrate during an acute attack of Crohn'’s disease. To some extent, Lysozyme is also
secreted actively by mononuclear cells into the bowel lumen.

Indications

« Diagnosis and monitoring of Crohn’s Disease

- Early diagnosis of rejection reactions in kidney transplantation cases

- Differential diagnosis and monitoring of leukosis

- Diagnosis and treatment monitoring of urinary tract infections in children
- Differential diagnosis between viral and bacterial meningitis in children

- ldentification of sepsis in neonates

3. MATERIAL SUPPLIED

Cat. No. Label Kit components Quantity
K 6903 PLATE one holder with precoated strips 12x 8 wells
K 6903 WASHBUF ELISA wash concentrate 10x 2x 100ml
K 6903 CONJBUF Conjugate dilution buffer 1x15ml

Conjugate concentrate, (rabbit-anti-

K 6903 CONJ lysozyme, Peroxidase-labeled) 1x50ul
K 6903 CAL Calibrator, ready to use 1x1ml
K 6903 CTRL Control, ready to use 1x1ml
K 6903 CTRL Control, ready to use 1x1ml
K 6903 SUB TMB substrate (Tetramethylbenzidine) | 1x 15ml
K 6903 STOP ELISA stop solution, ready to use 1x15ml

For reorders of single components, use the catalogue number followed by the label as product
number.

15
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4.
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MATERIAL REQUIRED BUT NOT SUPPLIED

Ultra pure water*

Laboratory balance

Calibrated precision pipettors and 10-1000 ul tips
Foil to cover the microtiter plate

Horizontal microtiter plate shaker

Multi-channel pipets or repeater pipets

Centrifuge, 3000¢g

Vortex

Standard laboratory glass or plastic vials, cups, etc.
Microtiter plate reader (required filters see chapter 7)

* Immundiagnostik AG recommends the use of Ultra Pure Water (Water Type 1; 1SO 3696), which
is free of undissolved and colloidal ions and organic molecules (free of particles > 0.2 um) with an
electrical conductivity of 0.055 pS/cm at 25°C (= 18.2MQcm).

STORAGE AND PREPARATION OF REAGENTS

To run the assay more than once, ensure that reagents are stored at the condi-
tions stated on the label. Prepare only the appropriate amount necessary
for each run. The kit can be used up to 4 times within the expiry date stated
on the label.

Reagents with a volume less than 100 pl should be centrifuged before use to
avoid loss of volume.

The ELISA wash buffer concentrate (WASHBUF) should be diluted 1:10 in
ultra pure water before use (100 ml concentrate + 900 ml ultra pure water),
mix well. Crystals could occur due to high salt concentration in the stock so-
lutions. The crystals must be redissolved at room temperature or 37 °C before
dilution of the buffer solutions. The buffer concentrate is stable at 2-8 °C un-
til the expiry date stated on the label. Diluted buffer solution (wash buffer)
can be stored in a closed flask at 2-8 °C for one month.

Use 100 pl of diluted WASHBUF (wash buffer) as BLANK. Pipet into the re-
spective well.

The conjugate concentrate (CONJ) must be diluted 1:1000 in conjugate
dilution buffer (100 ul CONJ + 10 ml CONJBUF). The concentrate is stable at
2-8°C until the expiry date stated on the label. Diluted conjugate is not sta-
ble and cannot be stored.

All other test reagents are ready to use. Test reagents are stable until the expi-
ry date (see label of test package) when stored at 2-8°C.
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6. STORAGE AND PREPARATION OF SAMPLES

Serum

Serum should be centrifuged within one hour after collection. Store samples at
-20°C if not assayed on the same day.

Lysozyme should be determinated within 8 hours, after this time the concentration
decreases at room temperature. The sample can be stored 6 days at 4 °C.*

Lipemic or hemolytic samples may give false results. Samples should be mixed well
before assaying. Samples are diluted between 1:500 and 1:1000 with wash buffer.

Use this dilution factor to calculate the Lysozyme concentration.
*Thomas, L., 1998, Labor und Diagnose, 5th ed. TH-Books, Frankfurt.

Urine

We recommend a dilution of 1:5 with wash buffer for the urine samples before ana-
lysis.

Liquor

We recommend a dilution of 1:50 in wash buffer for the liquor samples before ana-
lysis.

7. ASSAY PROCEDURE

Principle of the test

The assay utilizes the sandwich technique with two selected antibodies that recog-
nize human lysozyme.

Calibrator, controls and diluted samples, which are assayed for human lysozyme, are
added into the wells of a micro plate coated with a high affine anti-human lysozyme
antibody. During the first incubation step, lysozyme is bound by the immobilized
antibody. Then a peroxidase-conjugated anti-human lysozyme antibody is added
into each microtiter well and a “sandwich” of capture antibody - human lysozyme
- peroxidase-conjugate is formed. Tetramethylbenzidine is used as peroxidase sub-
strate. Finally, an acidic stop solution is added to terminate the enzymatic reaction.
The colour changes from blue to yellow. The intensity of the yellow colour is directly
proportional to the concentration of lysozyme. Samples are quantified by referring
their optical density to a lot-dependent master calibration curve and the use of the
calibrator that is run with each test.
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Test procedure
Bring all reagents and samples to room temperature (15-30°C) and mix well.

Take as many microtiter strips as needed from kit. Store unused strips covered at
2-8° C. Strips are stable until expiry date stated on the label.

For automated ELISA processors, the given protocol may need to be adjusted accor-
ding to the specific features of the respective automated platform. For further details
please contact your supplier or Immundiagnostik AG.

We recommend to carry out the tests in duplicate.

1.

Mark the positions of STD/CTRL/SAMPLE (standard/control/sample)
on a protocol sheet

Wash the wells 5x with 250 pl of diluted WASHBUF (Wash buffer),
remove remaining WASHBUF by hitting the plate against paper towel
after the last wash

Add 100 pl of STD/CTRL/SAMPLE (standard/control/sample) into re-
spective well

Cover the plate tightly and incubate for 1 hour at room temperature
(15-30°C) on a horizontal mixer

Aspirate and wash the wells 5x with 250 pl of diluted WASHBUF (Wash
buffer), remove remaining WASHBUF by hitting the plate against paper
towel after the last wash

Add 100 pl diluted CONJ (Conjugate) into each well

Cover the plate tightly and incubate for 1 hour at room temperature
(15-30°C) on a horizontal mixer

Aspirate and wash the wells 5x with 250 pl of diluted WASHBUF (Wash
buffer), remove remaining WASHBUF by hitting the plate against paper
towel after the last wash

Add 100 pl of SUB (Substrate) into each well

10.

Incubate for 10 - 20 minutes* at room temperature (15-30°C) in the
dark

11.

Add 100 pl of STOP (Stop solution) into each well, mix well

18
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Determine absorption immediately with an ELISA reader at 450 nm
against 620 nm (or 690 nm) as a reference. If no reference wavelength is
12. | available, read only at 450 nm. If the extinction of a sample exceeds the
range of the photometer, absorption must be measured immediately at
405 nm against 620 nm as a reference.

*The intensity of the color change is temperature sensitive. We recommend observing the color
change and stopping the reaction upon good differentiation.

8. RESULTS

For result evaluation, please use a four parametric logit-log model based on the stan-
dard curve of the respective kit lot and the calibrator value (CAL). All essential infor-
mation on the standard curve is provided on the QC data sheet of the respective
product lot.

The calibration curve can be expressed either by the concentration of each standard
with its corresponding optical density or by the four parameters A,B,C and D. In both
cases the optical density of the calibrator (CAL) is essential. Depending on your eva-
luation software program, either the one or the other kind of data described above
should be entered.

Caution: Please make sure that all parameters and values are transferred accurately
into your software as minor deviations can cause severe errors during evaluation.

The plausibility of the duplicate values should be examined before the automatic
evaluation of the results. If this option is not available with the programme used, the
duplicate values should be evaluated manually.

Serum

The result should be multiplied by the corresponding dilution factor to obtain the
serum value.

Urine
The estimated values are multiplied by a dilution factor of 5.

Liquor
The estimated values are multiplied by a dilution factor of 50.
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9. LIMITATIONS

Samples with concentrations above the measurement range must be further diluted
and re-assayed. Please consider this greater dilution when calculating the results.

Samples with concentrations lower than the measurement range cannot be clearly
quantified.

The upper limit of the measurement range can be calculated as:

highest concentration of the standard curve x sample dilution factor to be used
The lower limit of the measurement range can be calculated as:

detection limit x sample dilution factor to be used

10. QUALITY CONTROL

Immundiagnostik recommends the use of external controls for internal quality con-
trol, if possible.

Control samples should be analysed with each run. Results, generated from the ana-
lysis of control samples, should be evaluated for acceptability using appropriate sta-
tistical methods. The results for the patient samples may not be valid if within the
same assay one or more values of the quality control sample are outside the accep-
table limits.

Reference range

Serum*
700 - 2580 ng/ml

The lysozyme concentration depends on its production by monocytes, macro-
phages, granulocytes as well as kidney parenchyma cells.

Lysozyme is elevated in: myelomonocytic leukosis, sarcoidosis
Lysozym is reduced in: newborn sepsis, panmyelopathy

Urine*
1,7-123 ng/ml

Lysozyme in urine is elevated in: myelomonocytic leukemia, urinary passage infec-
tion of children

Lysozyme in urine is reduced in: panmyelopathy

Liquor*
<62 ng/ml
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* Labor Dr. Limbach, Heidelberg, http://www.labor-limbach.de
We recommend each laboratory to establish its own reference range.

11. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Analytical Sensitivity

The Zero-standard was measured 21 times. The detection limit was set as B, +
1.645*SD and estimated to be 0.144 ng/ml.

Precision and reproducibility

Intra-Assay (n = 26)

A 658.4 2.2
B 397.9 2.8

Inter-Assay (n =18)

A 696,5 4,6
B 391,4 6,4
Spiking Recovery

Two samples were spiked with different lysozyme concentrations and measured
using this assay (n =2).

1.8 2.26 2.17
A 0.46 2.7 3.16 3.21
5.0 5.46 5.51
1.8 254 248
B 0.74 2.7 3.44 3.50
3.7 4.44 4.65
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Dilution recovery
A patient sample was diluted and analyzed. The results are shown below (n = 1):

Sl Dilution Lysoz;;:'\gel re':(la:aec:ted Lysozy[r:;hT:]asured
1:500 626.3 626.3
A 1:1000 31322 324.2
1:2000 156.6 173.0
Specificity

No cross reactivity to other plasma proteins was observed.

12. PRECAUTIONS
« All reagents in the kit package are for in vitro diagnostic use only.

« Human materials used in kit components were tested and found to be ne-
gative for HIV, Hepatitis B and Hepatitis C. However, for safety reasons, all kit
components should be treated as potentially infectious.

+ Kit reagents contain sodium azide or ProClin as bactericides. Sodium azide
and ProClin are toxic. Substrates for the enzymatic color reactions are toxic
and carcinogenic. Avoid contact with skin or mucous membranes.

« The stop solution consists of diluted sulphuric acid, a strong acid. Although
diluted, it still must be handled with care. It can cause burns and should be
handled with gloves, eye protection, and appropriate protective clothing. Any
spill should be wiped up immediately with copious quantities of water. Do not
breath vapour and avoid inhalation.

13. TECHNICAL HINTS

- Do not interchange different lot numbers of any kit component within the
same assay. Furthermore we recommend not assembling wells of different
microtiter plates for analysis, even if they are of the same batch.

+ Control samples should be analyzed with each run.
« Reagents should not be used beyond the expiration date stated on kit label.

- Substrate solution should remain colourless until use.
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- To ensure accurate results, proper adhesion of plate sealers during incubation
steps is necessary.

+ Avoid foaming when mixing reagents.
« Do not mix plugs and caps from different reagents.

« The assay should always be performed according the enclosed manual.

14. GENERAL NOTES ON THE TEST AND TEST PROCEDURE

« This assay was produced and distributed according to the IVD guidelines of
98/79/EC.

« The guidelines for medical laboratories should be followed.

« Incubation time, incubation temperature and pipetting volumes of the com-
ponents are defined by the producer. Any variation of the test procedure,
which is not coordinated with the producer, may influence the results of the
test. Immundiagnostik AG can therefore not be held responsible for any da-
mage resulting from incorrect use.

« Warranty claims and complaints regarding deficiencies must be logged within
14 days after receipt of the product. The product should be send to Immundi-
agnostik AG along with a written complaint.
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