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1.

Ugel pouziti

Standardy moku slouzi k sestrojeni kalibraéni kfivky, ktera je pouzivana k prokazovani syntézy protilatek centralnim nervovym
systémem pomoci paralelniho zkoumani part sérum-mok. Z moku a séra je zjiStovan bacilové specificky kvocient. Pomér
mezi timto bacilové specifickym kvocientem protilatek a celkovym imunoglobulinovym kvocientem je oznacovan jako index
protilatek (Al).

Princip testu

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) barevného roztoku je v pfimém proporcionalnim poméru ke koncentraci analyzovanych bacilové specifickych
protilatek 1gG, IgM, popf. IgA v séru a moku. K prokazovani syntézy protilatek vlastni centralnimu nervovému systému je
nezbytné provést kvantifikaci naméfené a zprvu v extinkcich existujici koncentrace protilatek. Tomuto cili slouzi Fady
standardnich sér s odstupriovanou bacilové specifickou koncentraci protilatek koncentraci protilatek, z nichz mize byt
manualné nebo za pomoci vhodnych pocitacovych programl sestrojena referencni kfivka, ktera umozruje transformaci
zjiSténych hodnot OD na spontanné stanovené bezrozmérné mérné jednotky (WME). Pfepoctenim zjiSténych mérnych
jednotek (WME) s nefelometricky naméfenymi koncentracemi IgG, IgM, popfipadé IgA séra a moku je ur€ovan tak zvany index
protilatek (Al) (viz vypocet Al pod bodem 8.3). Tento index protilatek udava hledany bacilové specificky kvocient protilatek jako
mnohonasobek, popfipadé jako zlomek pfislusného celkového imunoglobulinového kvocientu. Tato hodnota je tim nezavisla
na stavu individualni cerebralni omezovaci funkce. Index protilatek umozriuje zpétnou dedukci existence a rozsahu bacilové
specifické syntézy protilatek, vlastni centralnimu nervovému systému. Tento postup neplati v pfipadé polyspecifické
intratekalni syntézy imunoglobulinu, protoZze pak uz celkovy kvocient IgX neni vhodny jako omezujici parametr a musi byt
nahrazen tak zvanou limitni hodnotou (vypocet limity viz bod 8.3.4 B).

Obsah soupravy

Standardy ke kvantifikaci bacilové specifickych koncentraci protilatek, 4 lahvicky @ 1000 pl, lidské sérum se stabilizatory
proteind a konzerva¢nim prostfedkem, pfipravené k pouziti, 100 wME; 25w ME; 6,2 wME; 1,5 wME (WME = spontanni mérné
jednotky).

4. Skladovani a stabilita testovaciho kitu a reagencii pfipravenych k pouziti
Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Doba pouzitelnosti jednotlivych reagencii je vyznaéena na pfislu§ném Stitku; doba
pouzitelnosti soupravy je uvedena v Certifikatu kontroly kvality.
1. Po odebrani potfebnych jednotlivych jamek uskladnéte zbyvajici ¢ast jednotlivych jamek/stripl v uzavifeném sacku.se
susidlem pfi teploté 2 - 8°C. Cinidla ihned po pouZiti uskladnéte opét pii 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 konjugétu, resp. TMB, nesmi se vracet zpét a musi byt zlikvidovan.
Materidl Stav Skladovani Stabilita
ZkuSebni vzork zfedény +2 az +8°C max. 6h
y nezifedény +2 az +8°C 1 tyden
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
+2 az +8° (skladovani v souc¢asné
mikrotitracni desticka po otevfeni dodaném sacku s vysousecim 3 mésice
sackem)
neziedény, po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
RF-SorboTech Zfedény 223 +8°C 1 tyden
konjugét po otevfeni +2 az +8°C (chrarite pred svétlem) 3 mésice
tetram?_trr;\)l/g))e nzidin po otevieni +2 az +8°C (chraiite pfed svétlem) 3 mésice
Redic prf PBS po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
(modry)
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zastavovaci roztok po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
praci roztok po zfedéni (Q_npraveny k +2 a3 +25°C 4 tydny
pouziti)

5.

Bezpecnostni opatieni a varovna upozornéni

1. Jako standardy jsou pouzivana pouze séra, ktera byla testovana a shledana negativnimi na protilatky proti HIV1, HIV2,

HCV a antigen HBsAg . Pfesto by mély byt vSechny vzorky, zfedéné vzorky, kontroly, konjugaty a mikrotitracni stripy
povazovany jako potencialné infekéni material a podle toho by s nimi mélo byt opatrné zachazeno. Pro praci v laboratofi
plati pfislusné smérnice..

2.  Soucasti obsahujici konzervacni latky, citratovy zastavovaci roztok a TMB pUlsobi drazdivé na kazi, oci a sliznice.

PFi kontaktu postizena mista ihned omyjte pod tekouci vodou a pfipadné vyhledejte 1ékare.

3.  Likvidace pouzitych material(i probiha podle pfislusnych smérmic platnych v dané zemi.

6. Testovani
Predpokladem pro ziskani spravnych vysledku je pfesné dodrzovani pracovniho predpisu firmy VIROTECH Diagnostics.
6.1 Testovany material
Jako zkoumany materidl Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni dllezity druh antikoagulancii), i kdyz v tomto pfibalovém
letaku je zminéno pouze sérum.
U vzorku sér je treba dbat na nasledujici :
Zfedéni pacientll pouzivejte vzdy Cerstva.
Pro pfipad delSiho skladovani je tfeba tato séra zmrazit. Zamezte opakovanému zamrazeni-rozmrazeni .
1. PouZivejte pouze Cerstva, nikoli inaktivovana séra.
2. Nepouzivejte hyperlipidemické, hemolytické, mikrobialné kontaminované vzorky a zkalena séra (falesSné
pozitivni/negativni vysledky).
U vzorkd moku je treba dbat na nasledujici :
PouZivejte vzdy Cerstvé nafedéna séra pacienta.
Pro pfipad del$iho skladovani je tfeba tyto likvory rozdélit na alikvotni ¢asti a zmrazit pfi -80 °C, aby se zamezilo opakovanému
zamrazeni-rozmrazeni.
1.  Venalni a lumbalni punkce by mély byt vZdy provadény zhruba ve stejnou dobu.
2. Mohou byt pouzity moky pouze opticky ¢iré, zbavené bunék a nikoli inaktivované.
3. Nepouzivejte hemolytické nebo mikrobialné kontaminované, popfipadé zkalené moky.
4 Lze pouzivat hluboce zmrazené moky, pokud jsou po jejich roztati splnény podminky poZzadované pod body 2 a 3.
6.2 Priprava reagencii
Diagnostika VIROTECH Diagnostics System nabizi vysoky stupen flexibility tim, Ze umoznuje nasazeni pufru k fedéni a
promyvani, TMB, citratového roztoku k ukonéeni reakce, jakoz i konjugatu pro v8echny Sarze a parametry. Tyto standardy
maji specifické parametry a smi byt pouZzity jen s deskovymi $arzemi, které jsou jim pfifazeny. Certifikat kontroly kvality
pFisludné soupravy séra (kitu) informuje o povolenych kombinacich deskovych a standardnich Sarzi.
1. Inkubator nastavte na teplotu 37°C a pred zapocetim inkubace zkontrolujte, zda bylo této teploty dosazeno.
2. Baleni s testovacimi stripy mGzete otevfit az v dobé, kdy jsou jiz vSechna ¢inidla temperovana na pokojovou teplotu.
3. VSechny tekuté reagencie pfed upotfebenim dobfe protiepte.
4.  Koncentrat praciho roztoku doplrite na 1 litr Aqua dest./demin. (pfi pfipadné tvorbé krystald koncentratu tento koncentrat
pred zfedénim nastavte na pokojovou teplotu a pred pouzitim zatfepejte).
5. Diagnostika IgM: predabsorpce pripravkem RF-SorboTech
Vysoke titry IgG nebo revmatické faktory mohou narusit specificky diikaz protilatek IgM a vést k nespravnym pozitivnim,
pfipadné nespravnym negativnim vysledkim. Séra je tieba pfipravit pomoci RF-SorboTech (adsorpéni prostfedek
VIROTECH). Dal$i upozornéni: u VZV- IgM pouzivejte zeleny pufr k fedéni. U kontrol IgM a standard(i odpada
predbézna absorpce.
6.3 Provedeni testu ELISA VIROTECH
e Pary mok/sérum je tfeba analyzovat principialné vedle sebe ve stejném sledu uréovani na jedné testovaci desce.
e Pro prazdné hodnoty, standardni séra, séra pacient a vzorky moku doporué¢ujeme dvojitou varku.
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e Abychom co nejvice minimalizovali matrixové efekty, je pouzivan mok v pracovnim zfedéni 1:2 a sérum ve zfedéni 1:404.
Pro diagnostiku IgM se doporucuje obecné zacit s fedénim 1:101 a pfipadné (pfi pfekroceni hodnoty 100 wME) pokracovat
s fedénim 1:404. Obecné se pro diagnostiku IgG, IgM a IgA doporucuje pouzivat pro likvor a sérum dvoji fedéni, napr.
likvor 1:2 a 1:4; sérum 1:101 a 1:404, aby se vyloucilo testovani v oblasti nadbytku protilatky.
e U IgM diagnostiky provedte pfedem oSetfeni prostfedkem RF-Sorbotech (pozor: u VZV-IgM pouzijte zeleny zfedovaci
pufr).

1. Natest napipetovat 100pl pufru k fedéni (prazdna hodnota), hotovych standardnich sér, hotovych kontrol Al (pokud jsou
k dispozici) nebo séra pro kontrolu kvality a nafedénych likvorovych sérovych vzorku.
Pracovni fedéni pro sérovou zkousku:
1gG: 1:404; (napf. 5 ul séra + 500 ul fediciho pufru (fedéni 1: 101), pak pokracujte v pouzivani 1: 4, napf. 100 ul fedéni 1:
101 + 300 ul fediciho pufru).
IgM: 1:101; (napf. 10pl séra + 1ml fediciho pufru/RF-SorboTech).
IgA: 1:404; (napf. 5 ul séra + 500 ul fediciho pufru (fedéni 1: 101), pak pokracujte v pouzivani 1: 4, napf. 100 ul fedéni 1:
101 + 300 ul fediciho pufru).
Pracovni zfedéni vzork( moku: 1:2; napf. 150 ul vzorku moku + 150 ul zfedovaciho pufru.

2. Po pipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ( desti¢ka se zakryje vickem).

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

4.  Napipetujte 100ul konjugatu do vSech jamek.

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

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

7. Napipetujte 100l substratového roztoku TMB do kazdé jamky.

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

9. Reakce substratu se zastavi citraitovym stop roztokem: napipetuje se do vSech jamek po 50ul. Desticku opatrné a

peclivé protiepte poklepanim se strany tak, aby se kapaliny zcela promichaly a obsah jamek je rovhomérné Zluté
zabarven.

10. 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
pfidani zastavovaciho roztoku.

ISchéma provedenti testu viz posledni stranu

6.4  Pouziti analyzatora ELISA

V8echny testy ELISA VIROTECH Diagnostics mohou byt zpracovavany pomoci procesort ELISA. UzZivatel je povinen provést

pravidelnou validaci pfistroju.

VIROTECH Diagnostics doporuéuje nasledujici postup:

1. Pfi poskytnuti pfistroju, resp. vétsich opravach Vaseho procesoru ELISA doporuéuje VIROTECH Diagnostics validaci
pfistroje podle parametrli stanovenych vyrobcem pfistroje.

2.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 étvrt roku.

3.  Pfi kazdém testovacim béhu museji byt splnéna kritéria propusténi do obéhu v souvislosti s Certifikatem o kontrole
kvality k pfisluSnému vyrobku.

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

7. Vyhodnoceni testl

7.1  Kontrola funkénosti testu
Aby byla zajisténa optimalni funkénost testovaciho kitu, musi hodnoty OD standardnich sér 100wME IgG, IgM, popf. IgA-AK
a také standardniho séra 6,2wME IgG, IgM, popf. IgA AK lezet nad minimalni hodnotou stanovenou v certifikatu kontroly
kvality. Pfi pouziti kontrol Al se musi dosahnout rozmezi hodnot stanovenych v certifikatu kontroly kvality.
Jinak (bez kontrol Al) se musi validita testovaciho cyklu ovéfit pomoci kontrol kvality séra:
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a) hodnoty OD

Hodnota OD prazdné hodnoty by méla byt <0,15

Hodnoty OD negativnich kontrol musi leZzet pod hodnotami OD stanovenymi v certifikatu kontroly kvality, hodnoty OD
pozitivnich kontrol a kontrol cut-off musi lezet nad hodnotami OD stanovenymi v certifikatu kontroly kvality.

b) Jednotky VIROTECH (VIROTECH Einheiten, VE)

Jednotky VIROTECH (VE) kontrol cut-off jsou definovany jako 10 VE. Vypocétené hodnoty VE pozitivnich kontrol musi lezet v
rozmezi hodnot stanovenych v certifikatu kontroly kvality.

Jestlize pozadavky (hodnoty OD, VE) nejsou splnény, musi se test opakovat.

7.2  Vyhodnoceni
V likvorové diagnostice neni vypocet pomoci kontrol cut off — jako v sérologii — mozny!
Ke kvantifikaci bacilové specifického kvocientu protilatek pard sérum - likvor se zkonstruuje pomoci standardnich sér 1gG, IgM,
popf. IgA-AK manualné nebo instrumentalné referencni kfivka. Hodnoty OD standardnich sér se nanesou na podfadnici (osa
y) a koncentrace protilatek ve wME se nanesou na vodorovnou osu (osa x). Manualné nebo instrumentalné zkonstruovana
referenéni kfivka (100 wME, 25 wME, 6,2 wME, 1,5 wME) by méla vykazovat dostateCnou strmost, zacatek kfivky pobliz
nulového bodu koordinat a snesitelnou odchylku vSech bodu kfivky od extrapolovaného idealniho pribéhu kfivky.
Hodnoty OD parG sérum - likvor se nyni mohou odecist na kfivce a vyjadfit ve wME, hodnoty odpovidaji po vynasobeni
zfedovacim faktorem koncentracim mikrobialnich protilatek 1IgG, IgM a IgA v séru a likvoru.
Aby byly ziskany ¢iselné plausibilni indikace protilatek, nemély by byt hodnoty OD lezici pod 0,05 a hodnoty wME pod 1,5,
popf. pfes 100 zahrnovany do vyhodnoceni.
U hodnot OD, které vedou k hodnotam nad 100 wME, je mozné s ohledem na zménéné zfedovaci poméry pouzit vétsi
fedéni séra nez 1:101 / 1:404, resp. vétsi fedéni likvoru nez 1:2.

K zjednodus$eni celkového vypoctu Al nabizi spole¢nost VIROTECH uzivatelsky komfortni software likvorovych feseni.

7.3 Vypocet indexu protilatek Al (s prikladem)
Zkratky :
1gXges.= celkovy IgX (1gG, IgM nebo IgA, v mg /1) 1gXspez.= bacilové specificky 1gX (IgG, IgM nebo IgA)
Q = kvocient

Qan = kvocient z obsahu albuminu v moku a obsahu albuminu v séru (v mg / 1) / je zapotfebi jen v souvislosti s vypoctem limity
!

7.3.1 QIgXspe: (bacilové specificky kvocient protilatek)

Sérum

- odec¢tena hodnota OD: 0,700

- z toho zjisténa koncentrace z referencni krivky: 3,5 wME
- zfedéni: 1:400

Mok

- odectena hodnota OD: 0,500

- z toho zjisténa koncentrace z referenéni krivky: 2,5 wME
- zfedéni: 1:2

IgX specmok (WME fedéni 2,5 wME x 2
Q IgXspec = gX speemok (WME) x ziedéni _ ,5 wME x ~36x10 "
Ingpec.séra (WME) X ziedéni 3,5 wME x 400

7.3.2  Qugx (celkovy imunoglobulinovy kvocient: hodnota klinické chemie)

- 19X mok= 33mg/lI

- 1g9Xg6rum= 10000 mg /|
QIche]k__ _ Ichelk.mok _ 33 mg/l _ 3’3 X 10 3
Ichclk.sérum 10.000 mg/l
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7.3.3 Vypocet Q. (vypocet limitniho kvocientu)

V pripadé doplnikové polyspecifické intratekalni syntézy imunoglobulinu jiz nelze celkovy kvocient IgX k vypoétu Al pouzit.
Misto celkového kvocientu IgX musi byt pouzit tak zvany Quu. K tomu je nutné uréit dodate¢né albuminovy kvocient. (hodnota
klinické chemie)

Vypocet limitni hodnoty (podle Reibera):

QLIM—IgG =0,93x \/Q a|b2 +6x10° -1,7x10°

QLIM—IgM =0,67 X\/Q a|b2 +120x10° -7,1x10°3

Qum-iga =0,77 X \/Q a|b2 +23x10° —-3,1x10°

7.3.4 Vypocet indexu protilatek
A. Qigx < Quim

Index protilatek (Al) udava pomér bacilové specifického kvocientu protilatek k celkovému imunoglobulinovému kvocientu. Tim
Ize prokazat a kvantifikovat bacilové specifickou syntézu Ak. V tomto pfipadé se pouzije celkovy imunoglobulinovy kvocient
jako omezujici parametr.

[gX spec.mok X zfedéni
| QIgXspee.  IgX specserumx ziedéni  3,6x1073
CQIgKew  IXekmk 535073
IgX celk.sérum

Al L1

9

B. Qigx > Quiv

Dochazi-li vSak k doplrikové polyspecifické intratekalni syntéze imunoglobulinu, nemudze uz byt celkovy imunoglobulinovy
kvocient pouzit k vypo¢tu 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 dodate¢né zjisténého albuminového
kvocientu tak zvana limitni hodnota imunoglobulinového kvocientu bud vypoétena (viz vzorec), nebo zjisténa graficky. Tato
limitni hodnota je pak pouzivana namisto naméfeného imunoglobulinového kvocientu k vypoctu hodnoty Al.

_ Q IgX spec.
Q Lim

Al
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7.4

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:1,4-15 hraniéni: doporuCuje se vzorek jesté jednou testovat nebo do cyklu zaradit druhy par
sérum - likvor

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

7.5

Protoze se do vypoctu diagnosticky relevantni hodnoty Al setkavaji minimalné Ctyfi rozdilné vysledky méfeni (bacilové
specifické protilatky v moku a séru v naméfenych jednotkach, celkova hodnota IgG, IgM, popf. IgA séra a moku, albumin
reprodukce chyb stejného smyslu, ktera muze byt nej¢astéji rozeznana dvojnasobnym uréenim nebo |épe méfenim dvou
riznych zfedéni vzork(l. Z tohoto divodu se pro upozornéni na lokalni syntézu bacilové specifickych protilatek v moku
osvédcila klinicky relevantni mezni hodnota Al ve vySi 1,5.

V normalnim pfipadé je pomér bacilové specifickych protilatek tfid IgG, IgM, popF. IgA mezi mokem a sérem shodny, jak
je nalézano pro sumarni frakci IgG, IgM, popf. IgA. Teoreticky o€ekavana hodnota Al je proto 1,0. Pfislusné vyzkumy
ukazaly, Ze pro vSechny bacilové specifické protilatky plati referenéni oblast od 0,6 do 1,3. Hodnoty Al mezi 1,4 — 1,5 se
klasifikuji jako hrani¢ni. Na hodnoty Al vy$si nez 1,5 smi byt nahlizeno - pfi dostate¢né kvalité analyzy vSech vstupuijicich
jednotlivych hodnot - jako na patologické a jsou charakteristické syntézou odpovidajicich bacilové specifickych protilatek,
vlastni centralnimu nervovému systému.

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

Bez odpovidajiciho klinického pozadi neumoznuji zvySené hodnoty Al samy o sobé bezpelny zavér na existenci akutni
faze infekéniho onemocnéni centralniho nervového systému. Mize dochazet k dlouho perzistujicim a polyspecifickym
syntézam centralnimu nervovému systému vlastnich protilatek, zejména tfidy IgG, avsak i tfidy IgM. ZvySeni hodnot Al
IgM plati zpravidla jako dukaz floridnich infekci CNS. V pfipadé pochybnosti je pro posouzeni infekce CNS pfizniva
signifikantni zména hodnoty Al odpovidajici posunu titru pfi druhych uréenich. Takovato kontrola je nucené spojena s
dalSim naslednym odbé&rem moku, ktery probéhne v dostate€ném €asovém odstupu po prvnim odbéru, pro jehoz indikaci
vSak jsou determinujici zpravidla pouze klinicka hlediska.

Limity testu
Interpretace sérologickych vysledkd by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologicka data a eventualné dalSi
laboratorni nalezy, jeZ jsou k dispozici.
PFi velmi vysokych bacilové specifickych koncentracich protilatek v moku nebo séru hrozi nebezpecdi, Ze nebude
dostaCovat koncentrace protilatek, ktera je k dispozici v kavitach, aby byly splnény optimalni podminky pro kvantitativni
stanoveni protilatek. Existuje-li podezfeni na prebytek protilatek (dbejte na heidelberskou kfivku a celkovy mokovy nalez),
musi byt ndvazné provedena druha analyza s vy8Sim zfedénim séra, popfipadé moku.
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9. Schéma provedeni testu (Testablaufschema)
Priprava vzorku a promyvaciho roztoku
V Promyvaci roztok : koncentrat doplnit dest./ demin. vodou na 1 |
V ziedéni vzorky IgG/IgA V ziedéni vzorky IgM
1:404 1:101/1:404
V ziedéni moku V ziedéni moku
1:2 1:2
adsorpce revmatoidniho faktoru pomoci RF-
SorboTech
napf.: napf.:
1:101: 5 pl séra/plazmy + 500 pl fediciho pufru 1:101: 5 pl séra/plazmy + 450 pl fediciho pufru + 1 kapka
1:404: 100 pl séra 1:101 + 300 pl fediciho pufru RF adsorbatoru
Inkubovat pfi pokojové teploté 15 minut
1:404: 100 pl séra/VP/RF-SorboTech + 300 pl Fediciho
150 pl vzorku moku + 150 pl zfedovaciho pufru pufru
50 pl pfipravku RF-SorboTech + 200 pl fediciho pufru
225 pl RF-SorboTech-pufru +225 pl vzorku moku
pfi teploté mistnosti inkubovat 15 minut
Schéma testu
inkubace vzork( po dobu 30 minut 100 pl zfedéného vzorku
PFi teploté 37°C 100 pl kontrol
blank (Fedici roztok na vzorek )
4 x promyt 400 pl promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat
inkubace po dobu 30 minut 100 ul konjugétu
s konjugatem pfi teploté 37°C IgG, IgM, IgA
4 X promyt 400 ul promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat
inkubace po dobu 30 minut 100 pl substréatu
se substratem pfi teploté 37°C ve tmé
Zastaveni reakce 50 pl stop roztoku
stop roztokem opatrné poklepat
zméfit absorbanci mikrofotometr pfi
450/620nm
(Délka referencni viny 620-690nm)
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