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1.

Ugel pouzitia

ELISA enterovirus slizi na stanovenie skupinovo Specifickych protilatok 1gG, IgA a IgM proti enterovirusom v humannom sére.

Princip testu

Protilatka hladana v humannom sére (IgG, IgA) tvori s antigénom fixovanym na mikrotitracnej doske imunokomplex. 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.

Protilatka (IgM) hfadana v humannom sére reaguje rovnako, ako je to popisané u IgA a IgG. K mikrotitratnej doske
(testovaciemu pruzku) potiahnutej vrstvou antigénu sa navySe realizuje aj druha mikrotitracna doska (referenény pruzok).
Rozdiel farebnej intenzity medzi testovacimi prdzkom a referenénym prizkom je mierou mnozstva naviazanych protilatok.

3.

Obsah balenia

3.1 Testovacia suprava IgG

Eal

3.2

Eal

8.
9.

1 mikrotitracna doska, pozostavajlica z 96 antigénom potiahnutych jednotlivo odlomitelnych jamok, lyofilizovana.
Riediaci pufer PBS (modry, pripraveny na pouzitie), 2 x 50 ml, pH 7,2 s konzervaénym prostriedkom a Tween 20.
Premyvaci roztok PBS (20 x koncentrovany), 50 ml, pH 7,2 s konzervaénym prostriedkom a Tween 20.

IgG negativne kontrolné sérum, 2000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

IgG kontrolné sérum cut-off, 2000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

IgG pozitivne kontrolné sérum, 2000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

Konjugat IgG (anithumanny), 11 ml, (ovéi alebo kozi) - konjugat chrenovej peroxidazy s proteinovymi stabilizatormi a
konzervaénym prostriedkom v Tris-pufri, pripraveny na pouzitie

Roztok substratu tetrametylbenzidinu (3,3°,5,5"TMB), 11 ml, pripraveny na pouzitie

Zastavovaci roztok citrénanu, 6 ml, obsahuje zmes kyselin

Testovacia suprava IgA

1 mikrotitracna doska, pozostavajlica z 96 antigénom potiahnutych jednotlivo odlomitelnych jamék, lyofilizovana.
Riediaci pufer PBS (modry, pripraveny na pouzitie), 2 x 50 ml, pH 7,2 s konzerva¢nym prostriedkom a Tween 20.
Premyvaci roztok PBS (20 x koncentrovany), 50 m,pH 7,2 s konzervaénym prostriedkom a Tween 20.

IgA negativne kontrolné sérum, 2000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

IgA kontrolné sérum cut-off, 2000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervac¢nym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

IgA pozitivne kontrolné sérum, 2000 ul, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

IgA konjugat (anithumannyy), 11 ml, (ov¢i alebo kozi) - konjugat chrenovej peroxidazy s FCS (fetalnym telacim sérom)
a konzervaénym prostriedkom v Tris-pufri, pripraveny na pouzitie

Tetrametylbenzidin - roztok substratu (3,3",5,5 TMB), 11 ml, pripraveny na pouzitie

Zastavovaci roztok citrénanu, 6 ml, obsahuje zmes kyselin

3.3 Testovacia suprava IgM
Krabica 1

1.

1 mikrotitracna doska (testovaci pruzok), pozostavajlca z 96 jednotlivo odlomitelnych jamiek, ktoré su potiahnuté
lyofilizovanym antigénom

2. Riediaci pufer PBS (modry, pripraveny na pouzitie), 3 x 50 ml, pH 7,2 s konzervaénym prostriedkom a s Tween 20
3.  Tetrametylbenzidin — roztok substratu (3,3",5,5"TMB), 11 ml, pripraveny na pouzitie
Krabica 2
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1. 1 mikrotitraéna doska (referenény pruzok), pozostavajica z 96 jednotlivo odlomitelnych jamiek, ktoré su potiahnuté
lyofilizovanym antigénom

2. Premyvaci roztok PBS (20 x koncentrovany), 50 ml, pH 7,2 s konzervaénym prostriedkom a Tween 20.

3. IgM negativne kontrolné sérum, 4000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

4. IgM kontrolné sérum s hodnotou odstrihnutia (cut-off), 4000 pl, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a
konzervaénym prostriedkom, pripravené na pouzitie

5. IgM pozitivne kontrolné sérum, 4000 ul, humanne sérum s proteinovymi stabilizatormi a konzervaénym prostriedkom,
pripravené na pouzitie

6. IgM konjugat (antihumanny), 2 x 11 ml, (ovCi alebo kozi) - konjugat chrenovej peroxidazy s FCS (fetalnym telacim
sérom) a konzervacnym prostriedkom v Tris pufri, pripraveny na pouzitie

7. Zastavovaci roztok citronanu, 2 x 6 ml, obsahuje zmes kyselin

4. Skladovanie a trvanlivost’ testovacej stpravy a reagencii pripravenych na pouzitie

Testovaciu supravu uchovavajte pri 2-8 °C. Trvanlivost jednotlivych zlozZiek je uvedena na prislusnych Stitkoch, trvanlivost

supravy pozri na certifikate kontroly kvality.

1. Po odbere jednotlivych potrebnych jamiek uskladnite zvySné jednotlivé jamky/prazky 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’

Skisobné vzorky Zrigdené +2 az +8°C max. 6 h
Nezriedené +2az+8 °C 1 tyzden

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

Mikrotitraéna platnicka po otvoreni *2az+8°C (skla’dovanie s dodavanym 3 mesiace

vakom s hydrofébnym adsorbentom)

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

Konjugat po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
Tetrarrgt'\);llge)anmdm po otvoreni +2 az +8 °C (chraneny pred svetlom) 3 mesiace
Zastavovaci roztok po otvoreni +2az +8 °C 3 mesiace
po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
Premyvaci roztok flnglne zrlgdeny rog'tc.)k +2 a3 +25 °C 4 tyzdne

(pripraveny na pouzitie)

5. Bezpeénostné opatrenia a upozornenia

1. Ako kontrolné séra sa pouzivaju len také séra, ktoré boli testované a pri testovani na HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK a
povrchovy antigén hepatitidy-B boli uznané za negativne. Napriek tomu je nutné vSetky vzorky, zriedené vzorky,
kontrolné roztoky, konjugaty a mikrotitraéné 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, oci
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 uskuto€fiuje podfa osobitnych predpisov jednotlivych krajin.

6. Dalsi potrebny material (netvori stiéast dodavky)

1.  Destilovana/demineralizovana voda
2. Viackanalova pipeta 50 pl, 100 pl
3.  Mikropipety: 10 pl, 100 pl, 1000 pl
4. Skumavky
5. RUSok z bunic€iny
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Kryt platniciek ELISA

Odpadovy kontejner pre infekény material

Umyvacka ruk ELISA a automaticka premyvacka mikrotitracnych platni

Spektrofotometer pre mikrotiraéné platne so 450/620 nm filtrom (referenéna vinova dizka 620-690 nm)

© © N

Inkubator

7. Vykonanie testu

Predpokladom pre dosiahnutie spravnych vysledkov je exaktné dodrzanie pracovného predpisu.

71 VysSetrovany material
Ako skuSobnu vzorku mozno pouzit sérum a plazmu (druh antikoagulancii tu nehra tlohu), aj ked' v tomto pribalovom letaku
sa spomina len sérum.
Nariedenia vzoriek pacientov sa musia pouzit vzdy Cerstvé.
V pripade dlhSieho ulozenia sa séra musia zmrazit. Viacnadsobné 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).

7.2  Priprava reagencii
Diagnosticky systém VIROTECH poskytuje vysoku mieru flexibility tym, Ze umozruje pouzit riediaci a premyvaci pufer,
zastavovaci roztok citronanu a TMB, ako aj konjugat pri presiahnuti parametrov a Sarze. Kontrolné roztoky pripravené na
pouzitie (pozitivne kontrolné séra s hodnotou odstrihnutia - cut-off, negativne kontrolné séra) sa musia pouzit podfa
Specifickych parametrov a vyhradne s platfiou, ktorej Sarza je uvedena v certifikate kontroly kvality.

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

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

VSetky tekuté komponenty pred pouzitim dobre potraste.

Koncentrat premyvacieho roztoku doplite 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.  Vysokeé IgG titre alebo reumatické faktory mézu rusit Specificky dokaz protilatok IgM a viest k nespravne pozitivnym
alebo negativnym vysledkom. Pre spravne stanovenie IgM je preto nutné séra vopred oSetrit’ pripravkom RF
SorboTech (adsorpény prostriedok firmy VIROTECH). Pri kontrolnych sérach IgM tato predabsorpcia odpada.

Pobd =

7.3  Vykonanie testu VIROTECH ELISA
VSetky vzorky uréené k testovaniu sa otestuju v IgM, ako aj na testovacich pruzkoch (prizky s antigénom enterovirusu) ako
aj na referenénych pruzkoch (pruzky s kontrolnym antigénom). Preto sa pred otestovanim prislusny pocet testovacich
pruzkov a referenénych pruzkov, zodpovedajuci poctu vzoriek, zastréi vedla seba do drziaka. Pritom sa sma navzajom
kombinovat’ len testovacie pruzky s rovhakym cislom Sarze, ktoré je uvedené v osvedceni kontroly kvality.
Testovania na IgA alebo IgG sa vykonavaju len na jednej mikrotitracnej doske.

1. Pre kazdu predpripravu testu napipetujte po 100 pl riediaceho pufru pripraveného na pouzitie (slepy pokus), negativnych,
cut-off a pozitivnych kontrolnych roztokov IgG, IgM a IgA, ako aj nariedenych sér pacientov. Odporu¢ame vzdy dvojitd
sadu testovanych vzoriek (blank, kontrolné roztoky a séra pacientov), pri kontrolnom roztoku cut-off je dvojitad sada
naliehavo potrebna. Pracovné nariedenie sér pacientov 1 + 100, napr. 10 pl séra + 1 ml riediaceho pufru.

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

Inkubaény cyklus ukongite 4-nasobnym premyvanim, pricom zakazdym pouzite 350-400 ul premyvacieho roztoku.

Premyvaci roztok nenechajte stat v jamkach, ale odstrarite 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).

® N o oA
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9. Reakciu substratu ukongite napipetovanim 50 pl 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.
10.  Extinkcie merajte pri 450/620 nm (referencna vinovéa dizka 620-690 nm). Fotometer nastavte tak, aby namerana hodnota
slepého pokusu sa odpocitala od vSetkych ostatnych extinkcii. Fotometrické meranie sa musi uskuto¢nit’ do jednej hodiny
po pridani zastavovacieho roztoku.

IPriebehovtl schému testu pozri na poslednej strane |

7.4  Pouzitie procesorov ELISA

VSetky testy ELISA firmy VIROTECH sa mézu vykonat pomocou procesorov ELISA. Pouzivatel je povinny pristroj pravidelne

validovat.

Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH odpori¢a nasledujici postup:

1. Pri nastaveni pristroja, resp. va¢sich opravach vasho procesora ELISA odporuca firma Gold Standard Diagnostics
Frankfurt GmbH validaciu pristroja podla predi6h vyrobcu pristroja.

2. Odportca sa procesor ELISA nasledne vyskusat pomocou valida¢nej supravy (EC250.00). Toto pravidelné preskuSanie
pomocou valida¢nej supravy by sa malo vykonat najmenej raz za $tvrt roka.

3.  Pri kazdom testovacom behu sa musia splnit’ kritéria pre uvolnenie do distribucie 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.

8. Vyhodnotenie testu

Kontrolné roztoky pripravené na pouzitie su ur¢ené na semikvantitativne stanovenie Specifickych protilatok 1gG, IgM a IgA,
ktorych koncentracia sa uvadza vo VIROTECHovych jednotkach VE (=VIROTECH Einheiten). Vykonanim testu sa
podmienené odchylky metédou vypoctu vyrovnaju, ¢im sa dosiahne vysoka reprodukovatelnost. Pri vypocte VE sa pouzivaju
priemerné hodnoty OD (optickej hustoty).

8.1 Kontrola fungovania testu (IgG a IgA)
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) su definované ako 10 VE. Vypogitané 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.

8.2 Kontrola fungovania testu (IgM)

1. Od vSetkych extinkcii pozitivnych, cut-off a negativnych kontrolnych sér, ako aj sér pacientov na testovacich priuzkoch sa
odpocita namerana hodnota slepého pokusu (= ,,Testovacie hodnoty").

2. Od vsetkych extinkcii pozitivnych, cut-off a negativnych kontrolnych roztokov, ako aj sér pacientov na referenénych
pruzkoch sa odpocita namerana hodnota slepého pokusu (= ,,Referenéné hodnoty").

3. Pre vSetky pozitivne, cut-off a negativne kontrolné séra, ako aj séra pacientov sa vypocitaju ,,rozdiely medzi
vyslednymi hodnotami testu a referenénymi hodnotami" tak, Ze sa od jednotlivych vyslednych hodnét testu
odpogitaju prislusné referenéné hodnoty.

a. Hodnoty OD

Rozdiel medzi vyslednou hodnotou testu a referenénou hodnotou negativnych kontrolnych roztokov by sa mal nachadzat pod
hodnotami OD, ktoré su uvedené v osvedc&eni kontroly kvality, rozdiel medzi vyslednou hodnotou testu a referenénou hodnotou
pozitivnych kontrolnych roztokov, ako aj roztokov s hodnotou odstrihnutia (cut-off) by sa mal nachadzat nad hodnotami OD,
ktoré su uvedené v osvedceni kontroly kvality.

b, VIROTECHovVé jednotky (VE)
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VIROTECHové jednotky (VE) kontrolnych roztokov s hodnotou odstrihnutia (cut-off) st definované ako 10 VE. Vypocitané VE
pozitivnych kontrolnych roztokov by sa mali nachadzat v ramci rozsahu, uvedeného v osvedceni kontroly kvality.
Ak vysledky testu (hodnoty OD, VE) nezodpovedaju poziadavkam, musi sa test zopakovat.

8.3 Vypocet VIROTECHovych jednotiek (VE) (IgG a IgA)
Extinkcia slepého pokusu (450/620 nm) sa musi odpocitat od vSetkych extinkcii

OD (pozitivna kontrola)
VE (pozitivna kontrola) = x10
OD (kontrola cut - off)
OD .
VE (sérum pocientsy = EEmpea 10
OD (xontrola cut - off )

8.4 Vypocet VIROTECHovych jednotiek (VE) (IgM)
Extinkcia slepého pokusu (450/620 nm) sa musi odpocitat od vSetkych extinkcii.

_ Rozdiel (hodnota testu - refer. hodnota pozitivnej kontroly) <10
Rozdiel (hodnota testu - refer. hodnota kontroly cut - off)
VE (s pcinay — Rozdiel (hodnota testu - refer. hodnota séra pacienta) <10
Rozdiel (hodnota testu - refer. hodnota kontroly cut - off)

VE (pozitivea

Priklad:

*OD na testovacich pruzkoch pozitivnych kontrolnych roztokov: 0,853

0D na referencnych pruzkoch pozitivnych kontrolnych roztokov: 0,107

eRozdiel medzi vyslednou hodnotou testu a referenénou hodnotou pozitivneho kontrolného roztoku: 0,746

*OD na testovacich pruzkoch kontrolnych roztokov s hodnotou odstrihnutia (cut-off): 0,341

0D na referencnych pruzkoch kontrolnych roztokov s hodnotou odstrihnutia (cut-off): 0,073

eRozdiel medzi vyslednou hodnotou testu a referenénou hodnotou kontrolného roztoku s hodnotou odstrihnutia (cut-off): 0,268

0,746
VE (poritina kontrola) = — x10=2738
8.5 Schéma vyhodnotenia IgG, IgM a IgA 0,268

Vysledok (VE) Posudenie
<90 negativne
9,0-11,0 medzna hodnota
>11,0 pozitivne

1. Ak namerané VE vzorky lezia nad medznou oblastou, tak sa tieto vzorky povazuju za pozitivne.

2. Ak sa namerané hodnoty VE nachadzaju v ramci uvedeného medzného rozpatia, nezistila sa Ziadna signifikantne vysoka
koncentracia protilatok, teda vzorky sa povazuji za medzné. Pre spolahlivy dékaz infekcie je potrebné stanovit obsah
protilatok dvoch vzoriek séra. Jedna vzorka séra by sa mala otestovat priamo po vypuknuti infekcie, druha vzorka o 5-10
dni neskér (rekonvalescentné sérum). Koncentracia protilatok oboch vzoriek sa musi ur€it paralelne, t. j. v ramci jedne;j
pripravy pokusu. Na zaklade vyhodnotenia jednej jedinej vzorky séra nie je mozné urobit’ korektnu diagnézu.

3. Ak namerané hodnoty lezia pod definovanym medznym rozpatim, nenachadzaju sa vo vzorke ziadne meratelné
antigénovo-Specifické protilatky. Vzorky sa povazuju za negativne.
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8.6  Hranice testu

Imunitna odozva moézZe byt homotypova alebo heterotypova. Homotypové protilatky si nasmerované proti sérotypovo

Specifickym epitopom, zatial ¢o heterotypové protilatky rozpoznavaju epitopy, ktoré s medzi sérotypmi totozné alebo

podobné.

ELISA VIROTECH vykazuje krizovo reagujuce, heterotypoveé protilatky proti enterovirusom s pomocou teplom denaturovanych

antigénovych preparatov. Pri postaveni diagnézy vo vztahu k prebiehajucej enterovirusovej infekcie je nutné zohladnit

nasledujuce okolnosti:

1. Charakteristika krizovo reagujucich epitopov na tepelne deaktivované enterovirusy méze vykazovat kvantitativne a
kvalitativne rozdiely, a to v zavislosti od toho, ktoré sérotypy a ktoré izolaty boli pouzité pre pripravu antigénov.
Zodpovedajuc tomu moze variovat aj spektrum heterotypickych protilatok, ktoré sa rozpoznava odliSnymi testovacimi
systémami.

2.  Objemovy vztah homotypickych protilatok v sére pacienta k heterotypickym méze byt r6zny. Skimania Kinga a spol. (6)
naznaduju, ze v priebehu prvych infekcii eneterovirusom v detskom veku sa prednostne tvoria homotypové protilatky a
podiel heterotypovych protilatok sa zvacsi az vo vy§Som veku a po prekonani vacésieho poctu enterovirusovych infekcii. U
VIROTECH ELISA enterovirus sa mbézu v désledku toho objavit negativne vysledky v takych pripadoch, v ktorych su
heterotypové imunitné reakcie oproti homotypovym len malo vyznacené.

3. KedZe ELISA dokazuje aj polio-pozitivne séra, neda sa vylucit, Ze existujuci titer po ockovani povedie k pozitivnemu
vysledku.

4.  Boli popisané krizové reakcie medzi enterovirusmi a hepatitidou A, Epstein-Barrovym virusom (EBV), cytomegalovym
virusom (CMV) a virusmi beznej nadchy (rhinovirusy) (7).

5.  Interpretacia sérologickych vysledkov musi vzdy zohladnit klinicky obraz, epidemiologické data a pripadne dalSie
laboratérne vysledky, ktoré su k dispozicii.
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10. Schéma priebehu testu

Priprava vzoriek pacientov a premyvacieho roztoku

V Premyvaci roztok: Koncentrat doplnit na 1 liter destilovanou/demineralizovanou
vodou

v Vzorky IgG/IgA - Zriedenie
1:101

napr.:
10 pl séra/plazmy + 1000 pl riediaceho pufru
(Pufer na riedenie séra je pripraveny na pouzitie)

\ 4 Vzorky IgM — Zriedenie
1:101
Adsorpcia reumatického faktora pomocou
pripravku RF SorboTech

napr.:
5 pl séra/plazmy + 450 pl riediaceho pufru +
1 kvapka pripravku RF-SorboTech inkubovat pri teplote
miestnosti 15 min

Vykonanie testu

Inkubacia vzoriek 30 minat pri 37 °C

4 x preplachnut

Inkubacia konju- 30 minut pri 37 °C

gatu
4 x preplachnut
Inkubacia substratu 30 minut pri 37 °C

Zastavit

Odmerat extinkciu

100 pl vzorky pacientov
Slepy pokus (riediaci pufer) a kontrolné
roztoky

400 pl premyvacieho
roztoku

dobre vyklepat

100 pl konjugatu

IgG, IgM, IgA

400 pl premyvacieho
roztoku
dobre vyklepat

100 pl substratu

50 ul zastavovacieho
roztoku

opatrne potriast

Fotometer pri 450/620 nm

(referenéna vinova dizka 620-690
nm)
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