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1.

Ugel pouziti

VIROTECH Rubella Liquor/CSF I1gG ELISA slouzi pro kvantitativni dikaz syntézy protilatek I1gG vlastni centralni nervové
soustavé a smi se pouzivat vyhradné pro diagnostiku likvoru.

Princip testu

3.

Protilatka hledana v lidském séru a moku tvofi s antigenem fixovanym na mikrotitracni desti¢ce imunokomplex. Nenavazané
imunoglobuliny se vymyji. Na tento komplex se navaze enzymovy konjugat. Nenavazané imunoglobuliny se opét vymyji.
Po pfidani substratového roztoku (TMB) vznikne enzymovou aktivitou (peroxidaza) modré barvivo, jez se po pfidani
zastavovaciho roztoku zméni na Zluté.

Extinkce (OD) roztoku barviva je v pfimém proporcionalnim vztahu ke koncentraci analyzované IgG protilatky, ktera je
specificka pro plvodce, v séru a moku. K prokazovani syntézy protilatek vlastni centrdinimu nervovému systému je nezbytné
provést kvantifikaci namérené a zprvu v extinkcich existujici koncentrace protilatek. Tomuto cili slouzi fady standardnich sér
s odstupriovanou bacilové specifickou koncentraci protilatek koncentraci protilatek, z nichz muze byt manualné nebo za
pomoci vhodnych pocitacovych programu sestrojena referencni kiivka, ktera umoziiuje transformaci zjisténych hodnot OD na
spontanné stanovené bezrozmérné meérné jednotky (WME). Prepocitanim zjisténych méficich jednotek (WME) s nefelometricky
zmérenymi koncentracemi celkového 1gG v séru a moku se ur€i tzv. index protilatek (Al) (viz propocet indexu protilatek pod
bodem 11.3). Tento index protilatek udavéa hledany bacilové specificky kvocient protilatek jako mnohonasobek, popfipadé jako
zlomek prislusného celkového imunoglobulinového kvocientu. Tato hodnota je tim nezavisla na stavu individualni cerebralni
omezovaci funkce. Index protilatek umozruje zpétnou dedukci existence a rozsahu bacilové specifické syntézy protilatek,
vlastni centralnimu nervovému systému. Tento postup neplati v pfipadé polyspecifické intratekalni syntézy imunoglobulinu,
protoze pak uz celkovy kvocient IgX neni vhodny jako omezujici parametr a musi byt nahrazen tak zvanou limitni hodnotou
(vypocet limity viz bod 11.3.4 B).

Obsah baleni

3.1 Obsah baleni (IgG Liquor testovaci kit)

1 Mikrotitraéni desticka, sestavajici se z 96 odeditatelnych jednotlivych aktivit, povrstvena antigeny, lyofilizovana

PBS- zfed'ovaci pufr (modry, pfipraven pro pouziti), 2x50ml, pH 7,2, s konzervaénim prostfedkem a Tween 20

PBS promyvaci roztok (20x koncentrovany), 50ml, pH 7,2, s konzervaénim prostfedkem a Tween 20

1gG kojugat (anti-humanni), 11ml, (ovce nebo koza)-kfen-peroxidaza konjugat se stabilizatory proteind a konzervaénim

prostfedkem v tris pufru, pfipraveny k pouziti

5. RubellalgG Liquor/CSF standard pro kvantifikaci koncentraci protilatek specifickych pro pavodce nemoci, 4
lahvi¢ky & 1000 pl, lidské sérum se stabilizatory proteind a konzerva¢nim prostfedkem, pfipraveny k pouziti, 100wME;
25wME; 6,2wME; 1,5WwME (WME = libovolné méfici jednotky)

6. Tetramethylbenzidin roztok substratu (3,3’,5,5’-TMB), 11ml, roztok substratu, pfipraveny k pouziti

7. Citrat brzdovy roztok, 6ml, obsahuje smés kyselin

A wpNeE

4. Skladovani a stabilita testovaciho kitu a reagencii pfipravenych k pouziti
Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Doba pouzitelnosti jednotlivych reagencii je vyznacena na pfislusném $titku; doba
pouzitelnosti soupravy je uvedena v Certifikatu kontroly kvality.
1. Po odebrani potfebnych jednotlivych jamek uskladnéte zbyvajici ¢ast jednotlivych jamek/stripl v uzavieném sacku.se
susidlem pfi teploté 2 - 8°C. Cinidla ihned po pouZiti uskladnéte opét pfi teploté 2 - 8°C.
2. Konjugat a substratovy roztok TMB jsou citlivé na svétlo a musi byt skladovany ve tmé.
Pokud by se substratovy roztok zabarvil, musi byt zlikvidovan.
3. Odebirejte pouze takové mnozstvi konjugatu, resp. TMB, jeZ je potfeba pro dané testovani. V pfipadé, Ze jste odebrali
prilis velké mnozstvi konjugatu, resp. TMB, nesmi se vracet zpét a musi byt zlikvidovan.
Materidl Stav Skladovani Stabilita
zkuSebni vzorky zFe:dérJy' +2 a% +8°C maf<. 6h
nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
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+2 az +8° (skladovani v sou¢asné
mikrotitracni desticka po otevieni dodaném sacku s vysouSecim 3 mésice
sackem)
nezfedény, po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
RF-SorboTech Zfedany 12 a2 +8°C 1tyden
konjugat po otevreni +2 az +8°C (chrante pred svétlem) 3 mésice
tetram?_trr:\)l/g))e nzidin po otevfeni +2 az +8°C (chrarnite pfed svétlem) 3 mésice
zastavovaci roztok po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
praci roztok po zfedéni (pfipraveny k 5 o .
pouziti) +2 az +25°C 4 tydny
5. Preventivni opatfeni a varovna upozornéni
1. Jako kontrolni séra jsou vyuzivana pouze séra, ktera byla testovana a shledana negativni na protilatky proti HIV1-AK,
HIV2-AK, HCV-AK a na povrchovy antigen HBsAg viru hepatitidy B. Pfesto by méla byt kontrolni séra, vzorky, zfedéné
vzorky, konjugaty a mikrotitracni prouzky povazovany za potencialné infek¢ni material a mélo by s nimi byt jako
s takovymi zachazeno. Plati pfislusné smérnice pro prace v laboratofich.
2. Soucasti obsahujici konzervacni latky, citratovy zastavovaci roztok a TMB puisobi drazdivé na kazi, oci a sliznice.
PFi kontaktu postizena mista ihned omyjte pod tekouci vodou a pfipadné vyhledejte Iékare.
3.  Likvidace pouzitych material(i probiha podle pfislusnych smérnic platnych v dané zemi.
6. Dodate¢né potiebny material (neni dodavan souc¢asné)
1. Prointerni zajisténi kvality nabizime kontrolni set na protilatky.
(Rubella 1IgG Liquor/CSF Al Ctrl-Set ; VT: Art. Nr.: EN109L65)
2. Destilovand/demineralizovana voda
3. Vicekanalova pipeta 50pl, 100pl
4.  Mikropipety: 10ul, 200ul, 2000pl
5. Reagen¢ni sklo
6.  Ubrousky z buniginy
7.  Kryt pro desticky ELISA
8.  Nadoby na infekéni odpad
9.  ELISA ruéni promyvacka popf. automaticka mycka na mikrodesticky
10.  Spektralni fotometr na mikrodesti¢ky s 450/620nm filtrem (referenéni vinova délka 620-690nm)
11.  Inkubator
7. Provedenitestu DIAGNOSTIKY LIKVORU

7.1 Testovany material
Jako zkoumany material Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni dulezity druh antikoagulancii), i kdyz v tomto pfibalovém
letaku je zminéno pouze sérum.
Pfi zkouskach moku je nutno dbat na:

1
2
3.
1

Venepunkce a lumbalni punkce by mély byt provedeny vZzdy zhruba soucasné.

Pouzit maze byt pouze opticky ¢isty, ne dezaktivovany mok, zbaveny bunék.

Nepouzivejte kontaminovany pop¥. zkaleny mok.

Pouziti hluboce zmrazeného moku je mozné, pokud jsou po roztati spinény podminky poZadované v bodé 2 a 3.

7.2 Priprava reagencii
Diagnostika VIROTECH Diagnostics System nabizi vysokou miru flexibility, co se tyée moznosti pouzit zfedovaci a promyvaci
pufr, TMB, brzdici roztok citratu, jakoz i konjugatu nad stanovené parametry. Standardy maji specifické parametry a sméji byt
pouzity pouze se Sarzemi destiek, které jsou jim pfifazeny. O povolenych kombinacich a standardnich $arzich poskytuje
informace certifikat kontroly kvality

1.

Inkubator nastavte na 37 °C, pred po¢atkem inkubace se presvédcte o dosazené teploté.
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VSechny reagencie pfivedte na pokojovou teplotu; teprve pak oteviete baleni s testovacimi prouzky.

Veskeré tekuté komponenty je nutno pred pouzitim dobfe protfepat.

Koncentrat promyvaciho roztoku dopliite do 1 litru destilovanou/demineralizovanou vodou (pfi eventualnim tvofeni
krystalll v koncentratu pfivedte koncentrat prosim pfed fedénim na pokojovou teplotu a pfed pouzitim dobfe protfepte).

7.3 VIROTECH ELISA provedeni testu DIGNOSTIKY LIKVORU

AN

© ® N oA

Pary likvoru/séra je nutno principidlné analyzovat vedle sebe ve stejné ur€ovaci fadé na jedné testovaci desti¢ce.
Pro prazdnou hodnotu, standardni séra, séra pacient( a vzorky likvoru doporu¢ujeme dvojitou davku.
Aby se minimalizovaly efekty matrixu, pouziva se mok v pracovnim fedéni 1:2 a sérum 1:404.

Na test pipetujte 100ul hotového zfedovaciho pufru (prazdna hodnota), IgG AK standardnich sér, zfedénych vzork(
likvoru a séra.

Pracovni fedéni vzorkl séra: 1:404; (napf. 5ul sérum + 500ul zfedovaciho pufru (1:101 fedéni), poté se zfedi 1:4, napf.
100ul 1:101 fedéni + 300ul zfedovaciho pufru).

Pracovni fedéni vzorku likvoru: 1:2; napt. 150ul vzorku likvoru + 150ul zfedovaciho pufru.

Po pipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ( desticka se zakryje vickem).

Po ukonéeni inkubace se jamky promyji étyfikrat promyvacim roztokem 350 - 400ul na kazdou jamku. Promyvaci
roztok nenechte stat v jamkach a posledni zbytky kapaliny odstrarite vyklepanim na absorbujici podlozku.

Napipetujte 100ul konjugatu do vSech jamek.

Inkubace konjugatu: po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C (pfikryto).

Po Inkubaci konjugatu nasleduje ¢tyfnasobné promyti (viz bod 3).

Napipetujte 100ul substratového roztoku TMB do kazdé jamky.

Inkubace roztoku substratu: 30 min. pfi teploté 37°C (se zakrytim, ulozeni v temnu).

Reakce substratu se zastavi citratovym stop roztokem: napipetuje se do vSech jamek po 50ul. Desti¢ku opatrné a
peclivé protiepte poklepanim se strany tak, aby se kapaliny zcela promichaly a obsah jamek je rovhomérné Zluté
zabarven.

Zméfte absorbance pfi 450/620nm (Délka referenéni viny 620-690nm). Fotometr nastavte tak, aby OD slepé hodnot y
byl o ode¢teno od  absorbanci kontrol a vzork(.. Fotometrické méfeni by mélo byt provadéno do doby jedné hodiny po
pridani zastavovaciho roztoku.

ISchéma priib&hu testu viz strana 16|

7.4 Pouziti analyzatora ELISA
V8echny testy ELISA VIROTECH Diagnostics mohou byt zpracovavany pomoci procesort ELISA. UzZivatel je povinen provést
pravidelnou validaci pfistroju.
VIROTECH Diagnostics doporucuje nasledujici postup:

1.

PFi poskytnuti pfistrojd, resp. vétSich opravach Vaseho procesoru ELISA doporuéuje VIROTECH Diagnostics validaci
pfistroje podle parametrli stanovenych vyrobcem pfistroje.

V souvislosti s tim je doporu¢ovano analyzatoru ELISA prekontrolovat a pfezkou$et pomoci validaéni sady
(EC250.00). Prekontrolovani pomoci validaéni sady by mélo byt provadéno minimalné jednou za é&tvrt roku.

PFi kazdém testovacim béhu museji byt spinéna kritéria propusténi do ob&hu v souvislosti s Certifikatem o kontrole
kvality k pfisluSnému vyrobku.

Tento postup zaruéi bezvadnou funkci vaseho procesoru ELISA a navic slouzi k zajisténi kvality laboratore.

8.

Vyhodnoceni testu DIAGNOSTIKA LIKVORU

8.1 Kontrola funkénosti testu
Aby se zarucila optimalni funkénost testovaciho kitu, mély by byt hodnoty OD jednotky 100wME 1gG AK-standardniho séra
jakoz i 6,2WwME 1gG AK-standardniho séra nad minimalnimi hodnotami certifikatu kontroly kvality.
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8.2 Vyhodnoceni

Pro kvantifikaci mnozstvi protilatek 1gG specifickych pro plvodce nemoci z parG séra-likvoru se stanovi pomoci
standardizovanych sér IgG AK ru¢né nebo pfistrojové referenéni kfivka. K tomu se pouziji stfedni hodnoty OD dvoijité
uvadénych standardnich sér IgG AK-Standardseren. Ru¢né nebo pfistrojové stanovena referenéni kfivka (1,5wME, 6,2wME,
25wME, 100wME) by méla vykazovat dostate¢nou strmost, méla by mit pocatek blizko nulového bodu koordinatl a vykazovat
obhajitelné odchylky vS§ech bodu kfivky od extrapolovaného prabéhu kfivky.

Hodnoty OD par( séra-likvoru mohou byt vyjadfeny odectem v kfivce pouze v wME a po multiplikaci se zfedovacimi faktory
odpovidaji koncentracim protilatek 1gG v séru a likvoru specifickych pro plvodce nemoci. Abychom dostali numericky
vérohodné indexy protilatek, mély by byt OD hodnoty pod OD 0,05 a hodnoty wME pod 1,5 popf. nad 100 zahrnuty do
hodnoceni. U hodnot OD, které sméfuji k hodnotdam nad 100wME, muze byt pfi zohlednéni zménéného fediciho poméru
pouzito vy$Si Ffedéni séra nez 1:404, popf. vysSi fedéni likvidu nez 1:2. Pfi provadéni diagnostiky likvidu neni mozné
zhodnoceni pacientova séra zfedéného 1:404 ve smyslu cut-off pfekro¢eni nebo podkroceni.

8.3 Vypocet indexu protilatek Al (s prikladem)
Zkratky:
19Gges.= celkovy 1gG (mg/l)
19Gspez- = 19G specificky pro pavodce nemoci

Q = kvocient
Qalp = kvocient obsahu albuminu v likvoru a obsahu albuminu v séru (mg/l)/pouze nutné v souvislosti s vypoctem meznich

hodnot!

8.3.1 QlgGspez (kvocient protilatek specificky pro piivodce nemoci)

Sérum

- odectena hodnota OD: 0,700

- z toho vyvozena koncentrace z referenéni kfivky: 3,5 wME
- zfedéni: 1:400

Likvor

- odectena hodnota OD: 0,500

- z toho vyvozena koncetrace z referenéni kfivky: 2,5 wME
- zfedéni: 1:2

O IgGaper = 1gGspez likvor (WME) X reden,| _ 25WME x 2 _36x10 "
IgGspezsérum(WM E) X redeni 3,5WwME x 400

8.3.2  Qugc (celkovy kvocient imunoglobulinu: hodnota klinické chemie)

- IgGLiquor= 33mg/l
- 19Ggerym= 10000mg/l

|gGges.Iikvor _ 33mg/|

= =33x10°
1gGgessérum  10.000mg/I

Q'gGges.:

8.3.3  Vypocet Quim (vypocet kvocientu meznich hodnot)

V pfipadé dodatecné polyspecifické intratékalni imunogklobulinové syntézy neni mozné pro vypocet indexu protilatek pouzit
celkovy IgG kvocient. Misto celkovych IgG kvocientll se musi pouzit takzvany Q. K tomu je nutno dodate¢né urcit kvocienty
albuminu (hodnota klinické chemie).
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Hodnota vypo&tu MEZNIi HODNOTY (podle Reibera):

Quimigs =0,93 XJQ . +6x10° —17x107

8.3.4 Propogitat index protilatek

A. Qige < Quim

Index protilatek (Al) udava vztah od kvocientu protilatek specifickych pro puvodce nemoci po kvocient celkového
imunoglobulinu. Tak je mozné prokazat syntézu protilatek specifickych pro puvodce nemoci a kvantifikovat ji. V tomto pfipadé
byl pouzit kvocient celkového imunoglobulinu jako mezni parametr.

19G spez likvor X redeni
B Q 19G spez _ 19G spez sérum X redeni  3,6x10° 3 B
Q |gG ges. IgG ges. likvor 3,3X10_ 3

Al

11

190G ges.sérum

B. Qigc > Quim

Dochézi-li v8ak k dopliikové polyspecifické intratekalni syntéze imunoglobulinu, nemuize uz byt celkovy imunoglobulinovy
kvocient pouzit k vypoctu hodnoty Al, protoZze hledana a pfipadné soucasné existujici syntéza Ak mize byt co do rozsahu
zkreslena nebo muze byt zcela nerozeznatelna. V takovych pfipadech je za pomoci dodatecné zjisténého albuminového
kvocientu tak zvana limitni hodnota imunoglobulinového kvocientu bud vypoctena (viz vzorec), nebo zjisténa graficky. Tato
limitni hodnota je pak pouzivana namisto naméfeného imunoglobulinového kvocientu k vypoc¢tu hodnoty Al.

Q 19G spez.
Al=———
Q Lim
8.4 Interpretace
Vyhodnoceni Al (4):
Al: <0,6 neprakazny: nejsou teoreticky mozné, v rutinnim provozu se pfilezitostné vyskytuji, nemaji

patologicky vyznam a zpravidla signalizuji chyby
Al: 0,6 -1,3 normalni: intratekalni produkce Ak je nepravdépodobna

Al:1,3-1,5 hraniéni: doporucuje se vzorek jesté jednou testovat nebo do cyklu zarfadit druhy par
sérum - likvor

Al: >1,5 patologicky: upozornéni na intratekalni produkci Ak

1. Protoze se v hodnotach protilatek relevantnich pro diagnézu vyskytuji minimalné &tyfi rizné vysledky méfeni (protilatky
v séru a likvidu specifické pro pdvodce nemoci v méficich jednotkach, celkova hodnota IgG v séru a likvoru, albumin
v likvidu a séru v mg/l), byly zde shrnuty vSechny metodické a pfipadné chyby. V nejnevyhodnéjSim pfipadé je mozné
i shodné hromadéni chyb, které mize byt rozpoznano nejsnaze paralelnim ur€enim nebo lIépe méfenim dvojiho rdzného
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3.

fedéného vysetfovaciho materialu. Z tohoto diivodu se prokazala klinicky relevantni mezni hodnota protilatek 1,5 pro diikaz
lokalni syntézy protilatek v likvidu specifickych pro plvodce nemoci.

V normalnim pfipadé existuje pro IgG protilatky specifické pro plvodce nemoci stejny vztah mezi likvorem a sérem, jaky
se nalezl pro sumarni frakci IgG. Teoreticky oéekavana hodnota protilatek Al €ini proto 1,0. Odpovidajici vySetfeni ukazala,
Ze pro vSechny protilatky specifické pro plivodce nemoci plati referen¢ni oblast 0,6 - 1,5. Hodnoty protilatek Al vétsi nez
1,5 smi byt pfi dostatku analytického materialu vSech vstupnich jednotlivych hodnot pokladany za patologické a jsou
charakterizovany syntézou odpovidajicich protilatek specifickych pro plvodce nemoci, ktera je vlastni centralnimu
nervovému systému.

Hodnoty Al nizsi nez 0,6 nejsou teoreticky mozné, a zpravidla signalizuji analytické chyby.

8.5 Limity testu

1. Pri velmi vysokych bacilové specifickych koncentracich protilatek v moku nebo séru hrozi nebezpeéi, Zze nebude
dostacovat koncentrace protilatek, ktera je k dispozici v kavitach, aby byly spinény optimalni podminky pro kvantitativni
stanoveni protilatek. Existuje-li podezfeni na pfebytek protilatek (dbejte na heidelberskou kfivku a celkovy mokovy nalez),
musi byt ndvazné provedena druha analyza s vy8Sim zfedénim séra, popfipadé moku.

2. Mozné zkFizené reakce nelze vyloucit, napfiklad polyklonalni stimulace B lymfocyt(
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10. Schéma prubéhu testu DIAGNOSTIKA LIKVORU

Priprava vzorku a promyvaciho roztoku

vodou

v IgG vzorky — fedéni
1:404

V' Redéni likvoru
1:2
z.B.:

1:101: 5 pl sérum/plazma + 500 pl zfedovaci pufr
1:404: 100 pl zfedény sérum/plazma 1:101 + 300 pl zfedovaci pufr

150 pl vzorek likvoru + 150 pl zfedovaci pufr

V¥ Promyvaci roztok: koncentrat doplite do 1 litru destilovanou/demineralizovanou

Schéma testu

inkubace vzorku

4 X promyt

inkubace
s konjugatem

4 x promyt

inkubace
se substratem

Zastaveni reakce
stop roztokem

zméfit absorbanci

po dobu 30 minut 100 pl zfedéného vzorku
pfi teploté 37°C 100 pl kontrol

blank (Fedici roztok na vzorek )

400 ul promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat

po dobu 30 minut 100 pl konjugatu

pri teploté 37°C IgG

400 pl promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat

po dobu 30 minut 100 pl substratu

pfi teploté 37°C ve tmé

50 pl stop roztoku
opatrné poklepat

mikrofotometr pfri
450/620nm

(Délka referenéni viny 620-690nm)
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