Navod k pouziti

ELISA souprava pro detekci IgG protilatek
proti ricketsiim skupiny skvrnité horecky

Katalogové &islo: SFG-96K

Velikost: 96 testl
(12 x 8-mikrojamek)

Uchovavani: 2-8°C

Nepfima enzymova imunoanalyza pro detekci IgG
tfidy protilatek proti ricketsiim ze skupiny skvrnité
horeCky v lidském séru nebo plazmé.

Pouze pro diagnostické uéely in vitro
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Zamyslené pouziti

Tento test je urcen pro kvalitativni detekci IgG lidskych
protilatek proti ricketsiim skupiny skvrnité horec¢ky jako
pomoc pii diagnostice lidské infekce zptisobené timto
patogenem.

Shrnuti a vysvétleni testu

Rickettsie skupiny skvrnité horecky se nachazeji po celém
svété a jsou prenaseny kliStaty a roztoci (Rickettsia akari,
jejichz kousnuti pfednasi infekci z pfirozenych hostitelta
(psi a hlodavci). Nasledna infekce indukuje specifickou
protilatkovou odpovéd, ktera muze byt detekovana a
pouzita jako nepfimy prukaz infekce clovéka.

Jamky jsou potazeny skupinové specifickym
lipopolysacharidovym antigenem (rLPS), pfipravenym z
Rickettsia conorii, ktera patfi do skupiny skvrnité
horecky. Mezi dal§i druhy, které maji stejny antigen patfi
Rickettsia conorii (Boutonneuse horecka), Rickettsia
siberica (sibirsky kli§'tovy tyfus), Rickettsia slovaca,
Rickettsia akari (Rickettsialni nesStovice) a mnoho
dalsich. Séra pacientli jsou fedéna v fedicim roztoku pro
vzorky a inkubovany. Béhem inkubace se sérové protilatky
navazi na antigen na pevné fazi. Jamky jsou poté promyty
kviili odstranéni nezreagovanych sérovych proteinti a prida
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 uUmérna mnozstvi
reaktivnich sérovych protilatek. Tato reakce se prerusi
pfidanim Stop roztoku, jehoz ucinkem se zbarveni zméni
na zluté. Intenzita zbarveni se méfi pfi vilnové délce 450 nm
na readeru nebo spektrofotometru.

g
E>
Q
5]
2
a
| 8

96 jamkova mikrodesticka
12x8 jamkové prouzky potazené LPS antigenem,
extrahovanym z R. conorii, balené s desikantem, ready to
se.
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SAMP DIL Redici roztok pro vzorky, 2 X 50 mL

PBS obsahujici bovinni sérovy albumin a Tween.

CONJ m Enzymovy konjugat, 12 mL
Afinitné purifikované HRP znacené kozi antilidské IgG
(gamma specificky fetézec) ready to use. Chrante pred
svétlem.

CONT _|+] Pozitivni kontrola, 120 puL

Lahvicka s modrym vickem obsahujici lidské reaktivni
sérum, baleno v fedéni 1:10.
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£] Cutoff Kalibrator, 200 pL
Lahvicka se zelenym vickem obsahujici lidské sérum
hrani¢né reagujici s ricketsiemi skupiny skvrnité horecky,
baleno v fedéni 1:10.

CONT |- Negativni kontrola, 120 puL
Lahvicka s cervenym vickem obsahuje lidské sérum
nereaktivni na rickettsie skupiny skvrnité horecky, baleno
v fedéni 1:10.

[ SUBS | TMB | TMB Substrét, 12 mL

Roztok obsahujici H202 a tetramethylbenzidin (TMB). Ready
to use. Chrante pfed svétlem.



SOLN|STOP Stop Roztok, 12 mL
Naredéna kyselina sirova. Nesmi pfijit do kontaktu s kuzi.

|BUF [wasH]PBS| PBS, 1 litr

Dejte obsah sacku do 1 litru purifikované vody, ¢imz
vytvorite PBS pufr o pH 7.2. Dobfe promichejte. Bliz§i
informace o pfipravé viz kapitola Pfiprava vzorka a
reagencii.

|BUF [WASH [TWEEN| Tween 20, 2 mL

Roztok 25% Tweenu 20 a 75% PBS. Bliz§i informace o
pripraveé viz kapitola Pfiprava vzorkt a reagencii.

Upozornéni

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

2. Potazené jamky jsou pripravovana s chemicky
inaktivovanym antigenem. Pfesto je povazujte 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). Nepouzité prouzky vratte do sacku s
desikantem a dobfe uzaviete. Spotfebujte je do 3 mésicua
od otevfeni.

SBER VZORKu

Separujte sérum ze srazené krve a ulozte ve sterilnich
nadobkach pfi 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 VZORKi A REAGENCII

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

2.  Pripravte fedéni 1:100 v8ech vzork( sér od pacientt s
pouzitim Sample diluentu.

3.  Pripravte fedéni 1:10 pozitivni, negativni a cut-off
kontroly 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 spolknuti toxicky.

- Stop roztok obsahuje 0,2N kyselinu sirovou. Pokud
tato kyselin pfijde do kontaktu s kuzi, dobfe ji
oplachnéte vodou a vyhledejte 1ékafskou pomoc.

PRACOVNI POSTUP

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

1. Napipetujte 100 pl nafedéného séra a kontrol do
pfislusné 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 3.

6. Do kazdé jamky pridejte 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 wurCen pro rozliSeni mezi reaktivhim a
nereaktivnim sérem. Nejlep§i pouziti této kontroly je v
definovani intra-assay variance v Sedé zoéné. Pokud dva
nebo vice jamek urcuje hodnoty cut-off, Seda zoéna
absorbanc¢nich hodnot bude lezet mezi nejvyssi a nejnizsi
hodnotou absorbance této kontroly. Nebo lze podélit OD
hodnotu testovaného séra OD hodnotou kalibratoru. Tim
ziskate hodnotu indexu - pro kalibrator je 1,0. Hodnoty
mezi 0,9 a 1,1 urCuji Sedou zoénu. Hodnoty nad 1,1
znamenaji pozitivni vysledek, hodnoty pod 0,9 znamenaji
vysledek negativni.

LIMITACE

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

OCEKAVANE HODNOTY

Rozsifeni specifickych protilatek se méni v zavislosti na
geografickém tizemi a testované populaci. V endemickych
oblastech byl shledana seropozitivita mezi 7-26%, nékteré
piipady byly ale velmi slabé pozitivni nebo bezpfiznakové.
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