Navod k pouziti

ELISA souprava pro detekci IgG protilatek
proti Ricketsia typhi

Katalogové Cislo: RTG-96K
Velikost: 96 testu

Uchovavani: 2-8°C

Nepfima enzymova imunoanalyza pro
detekci 1gG tfidy protilatek proti Rickettsia
typhi v lidském séru nebo plazmé.

Pouze pro diagnostické ucely in vitro.
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Zamyslené pouziti

Tento test je urcen pro kvalitativni detekci IgG lidskych
protilatek proti R. typhi a R. prowazekii jako pomoc pfi
diagnostice lidské infekce zptisobené timto patogenem.

Shrnuti a vysvétleni testu

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

Jamky jsou potazeny vné€jSim membranovym proteinem
pfipravenym z R. typhi. Séra pacientt jsou nejprve nafedéna
1:100 v fedicim roztoku pro vzorky a inkubovany. Béhem
inkubace se sérové protilatky navazi na antigen na pevné fazi.
Jamky jsou poté promyty kvuali odstranéni nezreagovanych
sérovych proteint a pfida se peroxidazou znaceny anti lidsky
IgG konjugat. Po inkubaci se nenavazany konjugat odstrani
promytim. Pro kvantifikaci se pfida TMB substrat. Vytvofi se
modré zbarveni, jehoz intenzita je pfimo imérna mnozstvi
reaktivnich sérovych protilatek. Tato reakce se prerusi
pfidanim Stop roztoku, jehoz Gi¢inkem se zbarveni zméni na
zluté. Intenzita zbarveni se méfi pii vlnové délce 450 nm na
readeru nebo spektrofotometru.

REAGENCIE

mm 96 jamkova mikrodesticka
12x8 jamkové prouzky potazené vnéjSim membranovym

SAMP DIL Redici roztok pro vzorky, 2x 50 ml

Fosfatovy pufr obsahujici bovinni sérovy albumin a Tween 20.

m Konjugat, 12 mL

CONT [+ Pozitivni kontrola, 120 pL

Reaktivni lidské sérum, 10x pfedfedéno

E Kalibrator, 200 pl

Cut-off reaktivni lidské sérum, 10x pfedfedéno.

CONT Negativni kontrola, 120 pl
Nereaktivni lidské sérum, 10x predredéno.

m TMB substrat, 12 ml

Roztok obsahujici H2O:2 a tetrametylbenzidin (TMB). Ready to

| BUF | WASH [TWEEN]| Tween 20, 2 ml

Roztok 25% Tweenu 20 a 75% PBS. Pridejte 2 ml do 1 litru
PBS a pripravte promyvaci pufr. Tento pufr lze uchovavat pri
pokojové teploté.




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. Potazené jamky jsou pfipravovana s chemicky
inaktivovanym antigenem. Presto je povazujte za potencialné
infekéni a podle toho s nimi zachazejte.

Uchovavani a skladovani

Souprava se musi uchovavat pri 2-8 °C. Pred otevienim
vS§echny komponenty nechejte vytemperovat na pokojovou
teplotu (20-25 °C). Nepouzité prouzky vratte do sacku s
desikantem a dobfe uzavrete.

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.

PRIPRAVA VZORKU A REAGENCII
1.  Pripravte promyvaci pufr pfidanim 2 ml Tweenu 20 do 1
litru PBS a dobfe promichejte.

2.  Pripravte fedéni 1:100 vSech vzorkll sér od pacient1 s
pouzitim Sample diluentu

3. Ptipravte fedéni 1:10 vSech kontrol s pouzitim
Sample diluentu.

POSTUP
Souprava obsahuje dostatek reagencii pro 96 jamek.
Pozadovany ale nedodavany material

- destilovana nebo deionizovana voda

- promyvaci zafizeni

- testovaci zkumavky na manualni sérové fedéni nebo
automaticky dilutor na 1:100 fedéni

- pfesna pipeta

- kryci vicko pro prekryti desticky

- EIA reader s filtrem na 450 nm

Upozornéni

- Nepouzivejte komponenty soupravy po datu expirace.

- TMB substrat a konjugat jsou fotosenzitivni a je balen
v ochranném obalu. Uchovavejte ve tmé.

- Tekuté reagencie obsahuji 0,01% thimerosal, ktery
muize byt pfi poziti toxicky.

- Stop roztok obsahuje 0,2N kyselinu sirovou. Pokud se
kyselina dostane do o¢i, promyjte je vodou a vyhledejte
lékatskou pomoc.

PRACOVNI POSTUP

Nechejte vSechny reagencie a séra pfed testovanim
vytemperovat na pokojovou teplotu.

1. Napipetujte 100 pl nafedéného séra a kontrol do
prislusné jamky. U cut-off kalibratoru doporucujeme
testovat dvé jamky.

2. Prikryjte jamky pro zamezeni vypafovani a potom
inkubujte 60 minut pfi pokojové teploté (20-25 °C).

3. Promyjte desticku 4x jemnym proudem promyvaciho
pufru pomoci promyvaciho zafizeni (manualni nebo
automatické) a odstrante zbytky pufru z jamek.

4. Do kazdé jamky pridejte 100 pl enzymového konjugatu.
Prikryjte a inkubujte 30 minut pfi pokojové teploté
potmeé.

5. Promyjte jamky dle navodu v bodé 4.

6. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl TMB substratu a
nechejte reagovat presné 10 minut potme.

7. Zastavte reakci pfidanim 100 pl Stop roztoku (tak aby
byl dodrzen ¢as inkubace u vS§ech jamek).

8. Odectéte absorbance na readru s 450 nm filtrem.

KONTROLA KVALITY

Kalibrator je wuren pro rozliSeni mezi reaktivhim a
nereaktivnim sérem. Hodnota indexu pro kalibrator je 1.
Podélenim OD hodnoty testovaného séra OD hodnotou
kalibratoru se uréi index pro kazdé testované sérum. Hodnoty
mezi 0,9 a 1,1 urcuji Sedou zénu (pfedpokladany koeficient
variance 20%). Hodnoty nad 1,1 znamenaji pozitivni vysledek,
hodnoty pod 0,9 znamenaji vysledek negativni.

LIMITACE

Tento test detekuje protilatky proti proteinovému antigenu a
vykazuje negativni vysledky pokud je pacientova protilatkova
odpovéd pouze proti LPS antigenu. Na zakladé dat ziskanych
z testovani western blotem jsou séra reagujici pouze na LPS
vétsinou fale§né pozitivni.

Je doporuceno IgG negativni séra, u kterych byl pozitivni [gM
test dale oznacit jako IgM negativni a to na zakladé
publikovanych studii (2). Tato pozitivita se dale zkouma.

OCEKAVANE HODNOTY

Rozsifeni specifickych protilatek se méni v zavislosti na
geografickém tUzemi a testované populaci. Pozitivita je
ocekavana pouze u IgG pozitivnich akutnich pfipadu.
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