Navod k pouziti

Souprava pro imunofluorescencni detekci
IgG protilatek proti Rickettsia typhi

Katalogoveé Cislo: RTG-120
Velikost: 120 test

Uchovavani: 2-8°C

Nepfima imunofluorescenéni imunoanalyza
pro detekci IgG tfidy protilatek proti Rickettsia
typhi v lidském séru a plazmé.

Pouze pro diagnostiku in vitro
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Zamyslené pouziti

Tato souprava je urcena pro detekci a semikvantifikaci IgG
tfidy protilatek proti Rickettsia typhi, jako pomoc pfi
diagnostice lidské infekce zptisobené timto patogenem.

Shrnuti a vysvétleni testu

Rickettsie skupiny tyfu se nachazi po celém svété. Lidska
infekce zpusobena timto agens ma podobu mysiho tyfu,
prenaseného vykaly vSi. Nasledna infekce indukuje
specifickou protilatkovou odpovéd, ktera muze byt
detekovana a pouzita jako nepfimy prukaz infekce clovéka.

Na IFA sklickach je navazan antigen Rickettsia typhi z
bunécnych kultur. Pacientska séra jsou fedéna nejméné 1:64
v PBS a inkubovana v jednotlivych jamkach, ¢imz se umozni
reakce sérova protilatka-intracelularni rickettsia. Sklicka jsou
potom promyta kvtli odstranéni nezreagovanych sérovych
proteinti, a pfida se znaceny konjugat. Po inkubaci se skla
znovu promyji, aby se odstranil nezreagovany konjugat.
Vysledky reakce jsou vizualizovany pouzitim standardniho
fluorescenéniho mikroskopu, kde pozitivni reakce vypada
jako ostfe ohranicené zelené fluorescencni ty¢inkovité utvary
v cytoplazmé infikovanych bunék. Takto pozitivni reakce se
muze dale testovat ve vySSich fedénich k urceni kone¢ného
titru. Negativni reakce vypada budto jako bunky cervené
zbarvené kontrastnim barvivem, nebo fluorescence zcela
odliSna od pozitivni kontroly.

Reagencie

m Substratova skla (10)

10 X 12-jamkova skla obsahuji acetonem fixované Vero
bunky, z nichz nékteré jsou infikované marockym kmenem
Rickettsia typhi (chemicky usmrcenym).

CONJJ FITC Konjugat, 2.0 mL

Kapaci lahvicka se zlutym vickem obsahujici afinitné
purifikovany DyLight 488 znacené kozi antilidské I1gG (tézky
fetézec) s bovinnim sérovym albuminem a Evansovou modfi
jako kontrastnim barvivem.
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T Pozitivni kontrola, 0.5 mL
Kapaci lahvicka s modrym vickem obsahujici reaktivni lidské
sérum v screeningovém fedéni 1:64 s koneénym titrem 1:512.

CONT]| - | Negativni kontrola, 0.5 mL

Kapaci lahvicka s ¢ervenym vickem obsahujici nereaktivni
lidské sérum ve screeningovém fedéni 1:64.
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Montovaci médium, 1 mL
Kapaci lahvi¢ka s bilym vickem obsahujici 50% glycerol v
PBS.

| BUF [waAsH]PBS| PBS, 1 litr

Prasek dejte do 1 litru purifikované vody pro vytvofeni PBS o
pH 7.2.

Upozornéni

1. Kontrolni séra byla vySetfena na pfitomnost infekénich
agens pomoci FDA doporucené testovaci metody. Zadny
z testli ale nezaruci nepfitomnost infekénich agens, proto se
vSemi reagenciemi zachazejte v souladu se spravnou
laboratorni praxi.

2. Substratova skla jsou pfipravovana s chemicky
inaktivovanym antigenem. Pfesto povazujte skla za
potencialné infekéni a podle toho s nimi zachazejte.



Uchovavani a skladovani

Souprava se musi uchovavat pfi 2-8 °C. Pfed otevienim
vSechny komponenty nechejte vytemperovat na pokojovou
teplotu (20-25 °C).

SBER VZORKU

Separujte sérum ze srazené krve a ulozte ve sterilnich
nadobkach pii 2-8 °C. Pokud testujete az po 5 a vice dnech,
zamrazte séra na —20 °C. Akutni séra by méla byt odebrana
pfi nastupu onemocnéni, u rekonvalescentnich sér odbéry
opakujte po 2-4 tydnech kvuli kontrole zmény titru.

POSTUP
Souprava obsahuje dostatek reagencii pro 120 jamek.
Pozadovany ale nedodavany material

- destilovana nebo deionizovana voda

- Cisté 250 nebo 500 ml lahev na PBS

- promyvaci lazen s drzakem sklicek

- testovaci zkumavky nebo mikrotitracni desticka
na sérové fedéni

- pfesna pipeta

- 24x50 mm kryci sklicka

- fluorescenéni mikroskop s filtrem pro FITC

- 37 °C vodni lazen nebo inkubator

- vlhka komurka

Upozornéni
- Nepouzivejte komponenty soupravy po datu
expirace.
- Konjugat je fotosenzitivni a je balen v ochranném
obalu. Uchovavejte ve tmé.
- Konjugat obsahuje Evansovu modf, Vyvarujte se
styku s kazi.

PRACOVNI POSTUP

Vsechny reagencie a séra nechejte pfed vlastnim
testovanim vytemperovat na pokojovou teplotu!

1. Piipravte screeningové fedéni 1:64 pro vSechna séra
pacientt. Pro pozitivni séra z prechozich testta pfipravte
sériové fedéni v PBS, zacinajici titrem 1:64.

2. Pripravte fedéni pozitivni kontroly, ktera je dodavana ve
screeningovém fedéni 1:64. Pripravte sériové fedéni do
1:16 (tj. 1:2, 1:4, 1:8, 1:16). Tato fedéni jsou povazovana
za 1:128, 1:256. 1:512 and 1:1024 pro uréeni konec¢ného
titru.

3. Pro kazdé nafedéné sérum pridejte 10 pL na jednu jamku
a vyznacte si polohu pro pozdéjsi vyhodnoceni. Pro kazdy
test vySetfete negativni i pozitivni kontrolu.

4. Umistéte sklicka do vlhké komurky a inkubujte 30 minut
pfi 37°+ 0.5°C.

5. Vyjmeéte vlhkou komtrku z inkubatoru. Pripravte si
konjugat. Promyjte skla jemnym proudem PBS z
promyvaci lahve. Vytfepte zbytek PBS ze sklicek a osuste.
Opakujte tento postup 3x.

6. Vytrepejte zbytky PBS z jamek, ale nenechejte je
vyschnout.

7. Do kazdé jamky pridej 1 kapku (10-15 pl) konjugatu a
potom dejte skla zpét do vlhké komutrky a inkubujte 30
minut pfi 37°+ 0.5°C. Inkubace by méla probihat potmé
abyste ochranili fotosenzitivni konjugat

8. Promyjte skla dle bodu 5-6.

9. Pridejte 2-3 kapky montovaciho média na kazdé sklo a
umistéte na né kryci sklo. Opatrné odstrante pfipadné
vzduchové bublinky.

10. Odectéte nabarvena substratova skla pfi 400 nasobném
zvétSeni, porovnejte kazdou jamku s intenzitou zafeni
pozitivni a negativni kontroly. Skla se uchovavaji pfi 2-
8°C potmé po dobu 24 hodin.

KONTROLA KVALITY

Negativni kontrolni sérum a nafedéné pozitivni kontrolni
sérum by se mélo vySetfovat kazdy den. Negativni kontrola je
piiklad nereaktivniho séra, které se vyznacuje jednotnym
cervenym zbarvenim kontrastnim barvivem nebo jemnym ale
uniformnim zelenym zbarvenim. Jamka pozitivni kontroly by
méla mit konecény titr mezi 1:256 a 1:1024. Intenzita
fluorescence piifedéni 1:512 by méla byt pouzita jako cut-off
hodnota pro vzorky pacientti, ktefi jsou pozitivni. Pokud
zadna z kontrol nereaguje tak jak je popsano, analyza by
meéla byt zruSena, reagencie a pracovni postup by se mély
znovu piekontrolovat a cely postup se musi zopakovat.

Negativni kontrola je pfikladem fluorescence, ktera se odecte
jako negativni vysledek. Jestlize pozorujete zafeni i v tomto
poli, shodné se zafenim pozitivni kontroly, doslo k chybé v
pracovnim postupu a celou analyzu je tfeba zopakovat.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni reakce vypada jako jasné zafici (alesponn na 1 +)
zelené tyckovité utvary uvnitf cytoplazmy u 10-20 %
infikovanych bunék v zorném poli. Velikost, vzhled a intenzita
reakce musi byt vzdy porovnana s pozitivhi a negativni
kontrolou.

Reaktivni bunky jiného vzhledu nez ma pozitivni kontrola
musi byt oznaceny jako nespecificka reakce.

Primarni (poc€inajici) infekce je charakterizovana rychlym
vzestupem u obou tfid protilatek. Hladiny IgM protilatek
dosahnou vrcholu pfiblizné 3 tydny po nastupu symptomui a
zustavaji detekovatelné pfiblizné 2-3 meésice. Hladiny IgG
protilatek dosahnou vrcholu asi za 7-12 tydnt, ale klesaji
mnohem pomaleji nez IgM protilatky a pretrvavaji pfiblizné
12 mésict.

VZORKY PACIENTU

Pozitivni ve screeningovém fedéni 1:64: IgG tiry 1:64 a
vy§§i oznacuji infekci v blize neuréeném c¢ase (séropozitivni).
Pozitivni séra by se méla znovu testovat az do zjiSténi
koneéného titru kvali srovnani s dfive nebo pozdéji
odebranymi vzorky od stejného pacienta.

Negativni v titru 1:64: Zaznamenejte jako negativni na
protilatky proti R. typhi. Dalsi vzorek je vhodné vysetfit v
pfipadé, kdy sérum bylo odebrano ihned po nastupu
symptomu, hlavné pokud byla zahajena antibioticka 1é¢ba.

Parova séra: Ctyfnasobny vzestup titru mezi akutnim a
rekonvalescentnim sérem naznacuje nedavnou infekci

LIMITACE

Tato reakce detekuje skupinové specifické protilatky a proto
neni mozné odliSit jednotlivé druhy Rickettsii v této skupiné.
Reaktivita ke skupiné tyfové horecky nebo k Rickettsia
prowazekii nebyla detekovana.

OCEKAVANE HODNOTY

Rozsireni specifickych protilatek zavisi na geografickém
regionu a testované populaci. Endemické oblasti mohou
vykazovat seropozitivitu 7-26%, nékteré pripady byly ale
velmi slabé pozitivni nebo bezpfiznakové. Specifické IgG
protilatkové titry 1:128 a vysSSi jsou neobvyklé a znamenaji

aktivni nebo nedavnou infekci. IgM specifické titry se u
neinfikované zdravé populace nevyskytuji.

Charakteristika provedeni

Specificnost testu byla urcena testovanim nahodnych sér z
neendemickych oblasti a sér s odpovidajicim onemocnénim.
120 testovanych sér z Kalifornie bylo negativnich tj. <1:64 a 4
séra méla protilatky proti Coxiella burnetii. Podivejte se také
do kapitoly Limitace kde je popsana zkfizena reaktivita s
ostatnimi ¢leny skupiny skvrnité horecky.
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