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Ugel pouzitia

Likvorové Standardy su uréené na vyhotovenie kalibraénej krivky, ktora sluzi ako dékaz syntézy protilatok v CNS subeznym
vySetrovanim parov likvorovych sér. Z likvoru a séra sa zistuje kvocient $pecificky pre pdvodcu ochorenia. Pomer medzi tymto
protilatkovym kvocientom Specifickym pre pévodcu ochorenia a kvocientom celkového globulinu sa oznaduje ako index
protilatok (Antikdrperindex - Al)..

Princip testu

Protilatka hlfadana v humannom sére a v likvore tvori s antigénom fixovanym na mikrotitracnej doske imunokomplex.
Neviazané imunoglobuliny sa opat odstrania premyvanim. S tymto komplexom sa spaja enzymovy konjugat. Neviazané
imunoglobuliny sa opat odstrania premyvanim. Po pridani roztoku substratu (TMB) vznikne v désledku enzymatickej aktivity
(peroxidaza) modré farbivo, ktoré po pridani zastavovacieho roztoku sa premeni nazlto. Extinkcia (OD) farebného roztoku stoji
v priamom proporénom pomere ku koncentracii analyzovanej a pre pévodcu ochorenia Specifickej protilatky 1gG resp. IgM v
sére a v likvore.. Pre dbkaz vlastnych syntéz protilatok CNS je potrebné uskutoénit kvantifikaciu meranych a najprv v
extinkciach vyjadrenych koncentracii protilatok. Na tento ucel su uréené rady Standardnych sér s odstupriovanou
koncentraciou protilatok $pecifickych pre pdévodcu ochorenia, z ktorych mozno manuélne alebo s pomocou vhodnych
programov zostavit' referenénu krivku umoznujucu premenu zistenych hodnét OD v [ubovolne stanovenych bezrozmernych
mernych jednotiek (willkiirliche dimensionslosen Messeinheiten - wWME). Zauétovanim zistenych mernych jednotiek (WME) s
nefelometricky meranymi celkovymi koncentraciami IgG resp. IgM séra a likvoru sa stanovi tzv. index protilatok
(Antikorperindex - Al) (pozri vypocet Al pod bodom 8.3). Tento index protilatok udava hladanym kvocientom protilatok,
$pecifickym pre pévodcu choroby ako mnohonasobok resp. zlomok prislusného kvocientu celkového imunoglobulinu. Tym je
tato hodnota nezavisla na stave individualnej cerebralnej limitnej funkcie. Index protilatok umoznuje robit zavery o existencii
a rozsahu CNS vlastnej syntézy protilatok Specifickych pre pévodcu ochorenia. Tento postup plati v pripade polySpecifickej
intratekalnej syntézy imunoglobulinu. nakolko potom celkovy IgX-kvocient nie je viac vhodny ako limitny parameter a musi byt
nahradeny tzv. limitnou hodnotou (pozri vypocet limitnej hodnoty 8.3.4 B)

Obsah balenia

Standardy pre kvantifikaciu koncentracii protilatok $pecifickych pre pdvodcu ochorenia, 4 flasticky po 1000 ul, humanne sérum
s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom, pripravené na pouzitie, 100 wME; 25 wME; 6,2 wME; 1,5 wME
(WME = willkiirliche MefReinheiten - lubovolné merné jednotky)

Skladovanie a trvanlivost testovacej supravy a reagencii pripravenych na pouzitie

Testovaciu supravu uchovavajte pri 2-8 °C. Trvanlivost jednotlivych zloziek je uvedena na prislusnych §titkoch, trvanlivost

supravy pozri na certifikate kontroly kvality.

1. Po odbere jednotlivych potrebnych jamiek uskladnite zvySné jednotlivé jamky/pruzky v uzavretom vrecku s pohlcovacom
vlhkosti pri 2-8 °C. Reagencie ihned po pouziti znovu skladujte pri 2-8 °C.

2. Konjugat pripraveny na pouzitie a roztok substratu TMB su citlivé na svetlo a musia sa uchovavat v tme. Ak sa v
dosledku dopadu svetla roztok substratu sfarbi, musi sa zlikvidovat'.

3. Zkonjugatu pripraveného na pouzitie, resp. TMB odoberte len mnozstvo potrebné pre vykonanie testu. Nadbytok
odobratého konjugatu, resp. TMB sa nesmie vratit’ spat, ale musi sa zahodit.

Material Stav Skladovanie Trvanlivost’

Zriedené +2 az +8°C max. 6 h
Nezriedené +2az+8 °C 1 tyzden

Skusobné vzorky

Kontrolné roztoky po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace

+2 az +8 °C (skladovanie s dodavanym

vakom s hydrofébnym adsorbentom) 3 mesiace

Mikrotitracna platnicka po otvoreni

nezriedené, po otvoreni +2az +8 °C 3 mesiace
Zriedeny +2az+8 °C 1 tyzden

RF-SorboTech

Konjugat po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace

Tetrametylbenzidin

(TMB) po otvoreni +2 az +8 °C (chraneny pred svetlom) 3 mesiace

Riediaci pufer PBS

(modry) po otvoreni +2 az+8 °C 3 mesiace

Zastavovaci roztok po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
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po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
Premyvaci roztok flnglne zrlgdeny rogltc.)k +2 a3 +25 °C 4 tyzdne
(pripraveny na pouzitie)

5 Bezpeénostné opatrenia a upozornenia

1. Ako Standardy sa pouzivaju len také séra, ktoré boli testované a a pri testovani na HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK a
povrchovy antigén hepatitidy-B boli vyhodnotené ako negativne. Napriek tomu je nutné vSetky vzorky, zriedené vzorky,
Standardné roztoky, konjugaty a mikrotitracné pruzky povazovat za potencialne infekény material a manipulovat’ s nimi s
primeranou opatrnostou. Platia prislusné smernice pre laboratérne prace..

2. Zlozky, ktoré obsahuju konzervacny prostriedok, zastavovaci roztok citrénanu a TMB, p6sobia drazdivo na pokozku, odi
a sliznice. V pripade kontaktu je nutné postihnuté miesta na tele ihned umyt te€icou vodou a pripadne vyhladat’ lekara.

3.  Likvidacia pouzitych materialov sa uskutoc€fiuje podfa osobitnych predpisov jednotlivych krajin.

6  Vykonanie testu
Predpokladom pre dosiahnutie spravnych vysledkov je exaktné dodrzanie pracovného predpisu firmy.
6.1 VysSetrovany material

Ako skisobnu vzorku mozno pouZit sérum a plazmu (druh antikoagulancii tu nehra tlohu), aj ked' v tomto pribalovom letaku

sa spomina len sérum.

Pri vzorkach séra dbajte na:

Nariedenia vzoriek pacientov sa musia pouZit vzdy Cerstvé.

V pripade dlhSieho uloZenia sa séra musia zmrazit. Viacnasobné rozmrazovanie je nepripustné..

1.  Pouzivajte len Cerstvé, nie neaktivované (pokojové) séra.

2. Nepouzivajte hyperlipemické, hemolytické, mikrobialne kontaminované vzorky a zakalené séra (poskytuju nespravne
pozitivne/negativne vysledky).

Pri vzorkach likvoru dbajte na:

Zriedenia likvoru pacientov pripravujte vZdy Cerstvé.

Pri dlh§om uskladneni je najlepsSie, ak sa likvory alikvotuju a zmrazia pri 80 °C, aby sa zabranilo viacnasobnému rozmrazeniu.

1. Zilné a lumbalne punkcie je treba vykonat vzdy priblizne v rovnakom &ase.

2 Mézu sa pouzit len opticky Cire a nie inaktivované likvory.

3.  Nepouzivajte hemolyticky alebo mikrobidlne kontaminované resp. zakalené likvory.

4 PouZitie hiboko zmrazenych likvorov je mozné, ak su po rozmrazeni splnené podmienky uvedené pod bodom 2 a 3.

6.2  Priprava reagencii

Diagnosticky systém VIROTECH poskytuje vysoku mieru flexibility tym, Ze umozriuje pouzit riediaci a premyvaci pufer,

zastavovaci roztok citrénanu a TMB, ako aj konjugat pri presiahnuti parametrov a $arze. Standardy maju $pecifické parametre

a smu sa pouzit vyhradne s platfiou priradenej Sarze. Osvedcenie kontroly kvality prislu$nej testovacej stpravy informuje o

povolenych kombinaciach Sarzi Standardov a platni

1.  Nastavte inkubator na 37 °C a pred zaciatkom inkubacie sa presvedéte o dosiahnuti nastavenej teploty.

2. VSetky reagencie zohrejte na teplotu miestnosti, az potom otvorte balenie s testovacimi pruzkami.

3. VSetky tekuté komponenty pred pouzitim dobre potraste.

4.  Koncentrat premyvacieho roztoku dopliite na 1 liter destilovanou/demineralizovanou vodou (v pripade, Ze sa v
koncentrate tvoria kryStaliky, uvedte ho, prosim, pred zriedenim na teplotu miestnosti a pred pouzitim nim dobre
potraste).

5. Diagnostika IgM: Predabsorpcia pripravkom Rf-SorboTech
Vysokeé IgG titre alebo reumatické faktory mézu rusit Specificky dokaz protilatok IgM a viest k nespravne pozitivnym
alebo negativnym vysledkom. Preto je nutné kvoli spravnemu stanoveniu IgM vopred oSetrit’ séra a likvory
pripravkom RF-SorboTech (adsorpény prostriedok VIROTECH). U kontrolnych roztokov IgM a u $tandardov
predadsorpcia odpada.
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Vykonanie testu VIROTECH ELISA

Dvojice likvoru a séra sa musia analyzovat na testovacej doske zasadne vedla seba v rovnakom slede stanovenia.

Pri blanku, Standardnych sérach, sérach pacientov a vzorkach likvoru odporid¢ame dvojitu sadu.

Pre dalekosiahlu minimalizaciu matricovych efektov sa pouziva likvor a sérum v pracovnom nariedeni 1:2, resp. 1:404.
Pre diagnostiku IgM sa odporuca zacat' vo vSeobecnosti so zriedenim 1:101 a pripadne (pri prekro¢eni meracieho bodu
100 wME) pripojit zriedenie 1:404. VSeobecne sa pre diagnostiku IgG a IgM odporuéa, aby sa pre likvor a sérum pouzivali
dve riedenia, napr. likvor 1:2 a 1:4; sérum 1:101 a 1:404, aby sa vylugilo testovanie v prebytku protilatky.

Pre diagnostiku IgM vykonajte predpripravu s RF—Sorbo-Tech.

Do kazdej testovacej nasady napipetujte 100 pl riediaceho pufru (slepy pokus), Standardnych sér pripravenych na pouzitie,
na pouzitie pripravenych kontrolnych roztokov Al (ak su naporudzi) alebo kontrolnych roztokov kvality sér a nariedenych
vzoriek likvoru a séra.

Pracovné nariedenie vzoriek séra:

1gG 1:404 (napr. 5 ul séra + 500 ul riediaceho pufru (riedenie 1: 101), potom pokracujte v pouzivani 1: 4, napr. 100 ul 1:
101 riedenie + 300 ul riediaceho pufru)

IgM: 1:101 (napr. 10 pl séra + 1 ml riediaceho pufru/RF-SorboTech)

Pracovné nariedenie vzoriek likvoru: 1:2; napr 150 pl vzorky likvoru + 150 pl riediaceho pufru

Po napipetovani nasleduje inkubacia 30 min pri 37 °C (s krytom).

Inkubaény cyklus ukoncite 4-nasobnym premyvanim, pricom zakazdym pouzite 350-400 ul premyvacieho roztoku.
Premyvaci roztok nenechajte stat v jamkach, ale odstrante jeho posledné zvysky vyklopanim na buni€inovy podklad.

Do vSetkych jamok napipetujte 100 pl konjugatu pripraveného na priame pouzitie.

Konjugaty inkubujte 30 min. pri 37 °C (prikryté).

Inkubaciu konjugatu ukongite 4-nasobnym premytim (pozri bod 3).

Napipetujte do kazdej jamky 100 pl substratového roztoku TMB, pripraveného na priame pouzitie.

Substratovy roztok inkubujte 30 min. pri 37 °C (prikryty, v temnej miestnosti).

Reakciu substratu ukongite napipetovanim 50 ul zastavovacieho roztoku citrénanu do kazdej jamky. Dosku opatrne a
dokladne potraste, az kym sa tekutiny celkom nepremie$aju a kym nie je vidiet jednotné zIté sfarbenie.

Extinkcie merajte pri 450/620 nm (referenéna vinova dizka 620-690 nm). Fotometer nastavte tak, aby namerana hodnota
slepého pokusu sa odpocitala od vSetkych ostatnych extinkcii. Fotometrické meranie sa musi uskutoénit’ do jednej hodiny
po pridani zastavovacieho roztoku.

IPriebehov(i schému testu pozri na poslednej strane|

Pouzitie procesorov ELISA

VSetky VIROTECH testy ELISA sa mézu vykonat pomocou procesorov ELISA. Pouzivatel je povinny pristroj pravidelne
validovat.
Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH odporu¢a nasledujuci postup:

1.

Pri nastaveni pristroja, resp. vacsich opravach vasho procesora ELISA odporuca firma Gold Standard Diagnostics
Frankfurt GmbH validaciu pristroja podla prediéh vyrobcu pristroja.

Odporuca sa procesor ELISA nasledne vyskuSat pomocou validaénej supravy (EC250.00). Toto pravidelné preskusanie
pomocou valida¢nej supravy by sa malo vykonat najmenej raz za Stvrt roka.

Pri kazdom testovacom behu sa musia splnit kritéria pre uvolnenie do distriblcie uvedené v certifikate kontroly kvality,
ktory bol vystaveny k danému produktu.

Tento postup zabezpecuje bezchybnu funkciu vasho procesoru ELISA a okrem toho sluzi k zabezpeceniu kvality laboratéria.

Vyhodnotenie testu

71

Kontrola fungovania testu

Aby bola zaru¢ena optimalna funkénost testovacej supravy, mali by sa hodnoty OD $tandardného séra 100 wME IgG resp.
IgM -AK nachadzat nad minimalnymi hodnotami uvedenymi v osvedc€eni kontroly kvality. Pri pouziti kontrolnych roztokov Al
sa musia dosiahnut rozsahy, uvedené v kontrolnom osvedceni.
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V opacnom pripade (bez kontrolnych roztokov Al) sa musi validita priebehu testu preskusat’ s pomocou kontrolnych roztokov
kvality sér.

a. Hodnoty OD

Hodnota OD slepého pokusu by mala byt < 0,15.

Hodnoty OD negativnych kontrolnych roztokov by mali byt nizSie ako hodnoty OD uvedené v certifikate kontroly kvality,
hodnoty OD pozitivnych kontrolnych roztokov ako aj kontrolnych sér s hodnotou odstrihnutia (cut-off) by mali byt vySSie, ako
hodnoty OD uvedené v certifikate kontroly kvality.

b. Jednotky VIROTECH (VIROTECH Einheiten - VE)

Jednotky VIROTECH (VE) kontrolnych roztokov sér s hodnotou odstrihnutia (cut-off) st definované ako 10 VE. Vypocitané VE
pozitivnych kontrol by sa mali nachadzat v ramci rozpati, uvedenych v certifikate kontroly kvality.

Ak vysledky testu (hodnoty OD, VE) nezodpovedaju poziadavkam, musi sa test zopakovat.

7.2  Vyhodnotenie
U likvorovej diagnostiky nie je mozné rovnako ako v sérologii uskuto¢nit vypocet cez kontrolny roztok cut-off.
Pre kvantifikaciu obsahu protilatok Specifickych pre pdvodcu ochorenia dvojic séra a likvoru sa vyhotovi s pomocou
Standardnych sér IgG resp. IgM -AK ruc€ne alebo pristrojom referencna krivka. Za tymto u€elom sa vynesu hodnoty OD
Standardnych sér na ordinatu (os Y) a koncentracie protilatok vo wME na abscisu (os X). Ru¢ne alebo pristrojom vyhotovena
referenéna krivka (100 wME, 25 wME, 6,2 wME, 1,5 wME) by sa mala vyznaCovat dostatocnou strmostou, zlomom v blizkosti
nulového bodu koordinat a prijatelnou odchylkou vSetkych bodov krivky od extrapolovaného priebehu krivky.
OD hodnoty dvojic séra a likvoru sa m6zu teraz odc¢itanim z krivky vyjadrit v mWE a primerane po vynasobeni riediacimi
faktormi koncentracii protilatok IgG resp. IgM Specifickych pre pévodcu ochorenia v sére a likvore. Pre ziskanie prijatelnych
indicii protilatok by hodnoty OD pod 0,05 a hodnoty mWE nachadzajuce sa pod 1,5, resp. nad 100 nemali byt zahrnuté do
vyhodnotenia. Pri hodnotach OD, ktoré vedu k hodnotam nad 100 mWE, méze sa s prihliadnutim zmeneného riediaceho
pomeru dosadit vySSie zriedenie séra, ako 1:101/1:404, resp. vySSie zriedenie likvoru ako 1:2. Na €o najlepsie vyhodnotenie
protilatok 1gG alebo IgM $pecifickych pre patogén v sére a CSF sa odporuca zvolit hodnoty OD, ktoré su medzi Standardom
CSF 6,2wME a 25wME. Rozdiel medzi hodnotou OD CSF a hodnotou OD séra testovanych vzoriek by v idealnom pripade
nemal byt vac¢si ako 0,300 OD.
Pre zjednodu$enie celkového vypoctu Al ndka vam Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH pouzivatelsky priaznivé
rieSenia likvorového softvéru.

7.3 Vypocet indexu protilatok Al (s prikladom)
Skratky
IgX cel = celkom IgX (IgG alebo IgM, mg/l) 19Xspez-= 19X ((I9G alebo IgM) Specifické pre podvodcu ochorenia
Q = Quotient (kvocient)
Qg = kvocient pozostavajuci z obsahu albuminu v likvore a obsahu albuminu v sére (mg/l), potrebny v suvislosti s vypoctom
medznych hodnét!

7.21  QlgX.pe, (kvocient protilatok Specificky pre pévodcu ochorenia)
sérum

- od¢itana hodnota OD 0,700

- z toho zistena koncentracia z referencnej krivky 3,5 wME

- zriedenie 1:400

likvor

- od¢itana hodnota OD 0,500

- z toho zistena koncentracia z referen¢nej krivky 2,5 wME

- zriedenie 1:2

z. likvor i i 25wMEx2
Q 1gXeper = IgXspez livor (WME) x m?edeulle __25wMEx2 _ 36x10 7
IgXspez. serm (WME) x zriedenie 3,5 wME x 400

7.2.2 Qx (kvocient celkového imunoglobulinu: hodnota klinickej chémie

-19Xjikvory= 33 Mg/l
- 19Xs8ra= 10000 mg/I
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Ichel_Liquor - 33mg/l
IgXeel.sem  10.000mg/|
7.2.3 Vypocet Qu (kvocient limitnej hodnoty)

QlgXoe = ~=33x10 "

V pripade sekundarnej polySpecifickej intratekalnej syntézy imunoglobulinu nie je celkovy kvocient IgX pre vypocet Al
pouzitefny. Namiesto celkového kvocientu IgX sa musi pouzit tzv. Q. u. K tomu je potrebné este navySe stanovit’ kvocient
albuminu. (Hodnota klinickej chémie)

Vypocet hrani€nej hodnoty LIMES (podla Reibera):

QLiM-1gG =0,93x JQ ab> +6x10° —1,7x107°

QLiM-Ight = 0,67 X JQ a2 +120x10°® —7,1x10°3

7.2.4 Vypocet indexu protilatok
A. Qgx < Qum

Index protilatok (Al) vyjadruje pomer S$pecifického kvocientu protildtok pdvodcu ochorenia ku kvocientu celkového
imunoglobulinu. Tym je mozné dokazat a kvantifikovat syntézu protilatok Specificki pre pdvodcu ochorenia. V tomto pripade
sa pouzije kvocient celkového imunoglobulinu ako limitny parameter.

IgX spez likvor X Zriedenie
 QIgXser  IgXspersinm x zriedenic  3,6x107°
 QIgXel IgX cel Ligoor 38073
IgX cel. Serum

Al

1,1

?

B. Qigx > Qum

Ak vSak existuje osobitna polySpecificka intratekalna syntéza imunoglobulinu, neméze sa uz kvocient celkového
imunoglobulinu pouZit pre vypocet hodnoty Al, nakolko hlfadana a pripadne su€asne existujuca syntéza protilatok by sa tym
vo svojom rozsahu bud’ porusila alebo sa dokonca mohla celkom zmenit na nepoznanie. V tychto pripadoch sa s pomocou
naviac zisteného kvocientu albuminu bud vypocita (pozri vzorec) alebo graficky stanovi tzv. hodnota LIMES (medzna
hodnota). Tato hodnota LIMES sa potom pouzije namiesto nameraného kvocientu imunoglobulinu k vypoétu hodnoty Al.

QIgX spez.

Al= Q Lim
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7.4

7.5

6.

8

Interpretacia

Hodnotenia Al (4):

Al: <0,6 nedokazatelny: teoreticky nemozno predpokladat, prilezitostne sa v rutinnej praxi vyskytuje,
nema Ziaden patologicky vyznam, odporuca sa vyhladanie chyby.

Al: 0,6 -1,3 normalny intratekalna produkcia protilatok je nepravdepodobna

Al:1,4-15 hranicny: odporucéa sa vzorku este raz otestovat alebo v priebehu testu otestovat druhu
dvojicu sérum-likvor.

Al: >1,5 patologicky: Poukazuje na intratekalnu produkciu protilatok

KedZe vypocet hodnoty diagnosticky vyznamného indexu protilatok Al sa opiera o najmenej Styri rozdielne vysledky
merania (protilatky v likvore a sére Specifické pre pévodcu ochorenia v mernych jednotkach, celkova hodnota IgG resp.
IgM likvoru a séra, albumin v likvore a sére v mg/l), sumarizuju sa tu vietky metodické a nahodné chyby. V nepriaznivom
pripade je mozny aj konsenzualny prenos chyby, ktora sa najskdr da rozpoznat' paralelnym stanovenim alebo este lepSie
meranim dvoch rozdielnych nariedeni vzorky. Z tohto dévodu sa osvedgila klinicky relevantna medzna hodnota indexu
protilatok (Al) rovnajuca sa 1,5 ako upozornenie na lokalnu syntézu protilatok v likvore, Specifickych pre pdvodcu
ochorenia.

V normalnom pripade je pre protilatky Specifické pre pdvodcu choroby triedy IgG resp. IgM k dispozicii rovnaky pomer
medzi likvorom a sérom, aky sa zistil pre sumarnu frakciu IgG resp. IgM. Preto teoreticky predpokladana hodnota indexu
protilatok Al je 1,0. Prislusné analyzy ukazali, Zze pre vSetky protilatky Specifické pre pdvodcu ochorenia plati referenéné
rozpatie 0,6 — 1,3. VSetky hodnoty medzi 1,4 — 1,5 sa musia povazovat za medzné. VSetky hodnoty Al vySSie ako 1,5 sa
mdzu v pripade postacujucej analytickej kvality vSetkych jednotlivych vstupnych hodnét povazovat za patologické a su
charakterizované CNS vlastnou syntézou prislusnych protilatok, Specifickych pre pévodcu ochorenia.

Hodnoty Al, ktoré su menSie ako 0,6, nie su teoreticky mozné a spravidla poukazuju na chybné analyzy.

Bez prislusnej klinickej referencie neposkytuju zvySené hodnoty Al samé osebe Ziaden spolahlivy zaver na existenciu
akutnej fazy infekéného onemocnenia CNS. Mozné su dlho perzistujuce a polySpecifické syntézy protilatok vlastné CNS,
najma triedy IgK, ale niekedy aj triedy IgM. ZvySenia Al IgM platia spravidla ako dékaz rychlo postupujucich infekcii CNS.
V spornych pripadoch je pre posudenie infekcie centralneho nervstva priaznivou signifikantna zmena hodnoty Al, ktora
zodpoveda zmene titru pri dvojitych stanoveniach. Takato kontrola je nevyhnutne viazana na dalSi, v postacujucom
¢asovom odstupe nasledujuci odber likvoru, ktorého indikaciu vSak spravidla ur€uju vyhradne klinické hladiska.

Hranice testu
Interpretacia sérologickych vysledkov musi vzdy zahrnut klinicky obraz, epidemiologické data a pripadne dalSie
laboratérne vysledky, ktoré su k dispozicii.
Pri velmi vysokych koncentraciach protilatok Specifickych pre pdvodcu ochorenia v likvore alebo v sére existuje
nebezpecenstvo, Ze koncentracie antigénu, ktory stoji k dispozicii v jamkach, nepostacuju pre splnenie optimalnych
podmienok kvantitativneho stanovenia protilatok. Ak existuje podozrenie z prebytku protilatok (dbat na Heidelbergerovu
krivku a celkovy nalez likvoru), je nevyhnutné pripojit druhé stanovenie s va¢sim zriedenim séra resp. likvoru.

Podrobné vykonnostné data o citlivosti a Specifickosti pre diagnostiku borelii-likvoru sa nachadzaju spolu so
sérolégiou v pracovnych navodoch k jednotlivym testovacim supravam.
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9 Schéma priebehu testu

Priprava vzoriek pacientov a premyvacieho roztoku

V Premyvaci roztok: Koncentrat doplnit na 1 liter destilovanou/demineralizovanou
vodou
\ 4 Vzorky IgG — zriedenie \ 4 Vzorky IgM — zriedenie
1:404 1:101/1:404
\ 4 Zriedenie likvora \ 4 Zriedenie likvora
1:2 1:2
Absorpcia reumatoidného faktora RF
Napr.: z.B.:
1:101: 5 pl séra/plazmy + 500 pl riediaceho pufra + 1:101: 5 pl séra/plazmy + 450 pl riediaceho pufra +
1:404: 100 pl zriedené séra 1:101 +300 pl riediaceho pufra 1 kvapka RF-SorboTech (50ul)
Inkubovat 15 min pri izb. teplote
150 pl vzorky likvoru + 150 pl riediaceho pufra 1:404: 100 pl zmesi séra/VP/RF-SorboTech +300 pl
riediaceho pufra
50 pl RF-SorboTech + 200 pl riediaceho pufra
225pl RF-SorboTech-pufra + 225ul vzorky likvora
Inkubovat 15 min. pri izb. teplote

Vykonanie testu

Inkubacia vzoriek 30 minut pri 37 °C 100 pl vzorky pacientov
blank (riediaci pufer) a Standardy
4 x preplachnut 400 pl premyvacieho
roztoku
dobre vyklepat
Inkubacia konju- 30 minut pri 37 °C 100 pl konjugatu
¢atu IgG, IgM
4 x preplachnut 400 pl premyvacieho
roztoku
dobre vyklepat
Inkubacia substratu 30 minut pri 37 °C 100 pl substratu
Zastavit 50 pl zastavovacieho
roztoku
opatrne potriast
Odmerat’ extinkciu Fotometer pri 450/620 nm
(referenéna vinova dizka 620-690
nm)
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