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1.

Ugel pouziti

Testovaci kit ELISA slouzi ke kvalitativnimu a semikvantitativnimu dikazu specifickych Helicobacter pylori protilatek 1gG ¢i
IgA v lidském séru.

2.  Princip testu
ELISA k dikazu protilatek IgG a IgA v lidském séru
Protilatka hledana v lidském séru tvofi s antigenem fixovanym na mikrotitrani 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.
Metoda imunoblotu k dikazu protilatek IgG a IgA v lidském séru
Helicobacter pylori LINE od firmy VIROTECH poskytuje tu vyhodu, Ze tvorba protilatek proti specifickym virulenénim faktordm
— napf. CagA a VacA — Ize prokazat pomoci H. pylori.
3. Obsah soupravy IgG/ IgA
31 lgG testovaci kit
1. 1 mikrotitrac¢ni desticka, skladajici se z 96 jednotlivych oddélitelnych jamek potazenych antigenem, lyofilizované
2. Redici pufr PBS (modry, ihned pouzitelny) 2 x 50ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20
3. Promyvaci roztok PBS (20x koncentrovany) 50ml, pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20
4. 1gG negativni kontrola, 1300ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacni latkou, ihned pouzitelné
5. 1gG hraniéni kontrola, 1300pl, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervaéni latkou, ihned pouzitelné
6. lgG pozitivni kontrola, 1300pl, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacéni latkou, ihned pouzitelné
7. lgG konjugat (anti-human), 11ml, (ov&i nebo ostrucha kfivo€ara)-kfen-peroxidaza-konjugat s proteinovymi stabilizatory
a konzervaénim prostfedkem v THAM, pfipraveny k pouziti
8.  Substratovy roztok tetrametylbenzidin (3,3°,5,5"TMB), 11ml, ihned pouzitelné
9. Zastavovaci roztok citrat, 6ml, obsahuje smés kyselin
3.2 IgA testovaci kit
1. 1 mikrotitra¢ni desticka, skladajici se z 96 jednotlivych oddélitelnych jamek potazenych antigenem, lyofilizované
2. Redici pufr PBS (modry, ihned pouzitelny) 2 x 50ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20
3. Promyvaci roztok PBS (20x koncentrovany) 50ml, pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20
4. IgA negativni kontrola, 1300ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacni latkou, ihned pouzitelné
5. IgA hraniéni kontrola, 1300ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacni latkou, ihned pouzitelné
6. IgA pozitivni kontrola, 1300ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervacni latkou, ihned pouzitelné
7. lgA konjugat 2 (anti-lidsky), 11ml, konjugat (ovCi nebo ostrucha kfivo€ara) s kienovou perioxidazou, obsahuje FCS a
konzervacni latkou v Tris pufru, ihned pouzitelné (FCS — fetalni teleci sérum)
8.  Substratovy roztok tetrametylbenzidin (3,3°,5,5"TMB), 11ml, ihned pouzitelné
9. Zastavovaci roztok citrat, 6ml, obsahuje smés kyselin
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 Stitku; doba
pouzitelnosti soupravy je uvedenav Certifikatu kontroly kvality.
1. Po odebrani potfebnych jednotlivych jamek uskladnéte zbyvajici ¢ast jednotlivych jamek/stripd 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
pfili§ velké mnozZstvi konjugatu, resp. TMB, nesmi se vracet zpét a musi byt zlikvidovan.
Seite 3von 7 REV 11

VIROTECH H. pylori IgG & IgA ELISA CZ Freigabedatum: 18.09.2024 11:29



Material Stav Skladovani Stabilita
Zkusebni vzorky zfedény +2 az +8°C max. 6h
nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
+2 az +8° (skladovani v soucasné
mikrotitracni desticka po otevreni dodaném sacku s vysouSecim 3 mésice
sackem)
revmatoidni faktor - nezfedény, po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
absorbent zfedény +2az +8°C 1 tyden
konjugat po otevreni +2 az +8°C (chrante pred svétlem) 3 mésice
tetram?_trr'\\%g))e nzidin po otevreni +2 az +8°C (chrante 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 (Q!‘ipraveny k +2 a3 +25°C 4 tydny
pouziti)

5. Bezpeénostni opatieni a varovna upozornéni

1. Jako kontrolni séra se pouzivaji pouze takova 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 obsahuijici konzervaéni latky, citratovy zastavovaci roztok a TMB pUsobi drazdivé na kdzi, o€i a sliznice.

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

3.  Likvidace pouzitych materialt probiha podle pFislusnych smérnic platnych v dané zemi.

6. Dalsi potfebny material (neni soucasti dodavky)

Destilovana/demineralizovana voda

Vicekanalova pipeta 50ul, 100pl

Mikropipety: 10pl, 100ul, 1000ul

Zkumavky

Utérky z buni€iny

Vicka na desticky ELISA

Odpadkové koSe na infekéni material

Ruéni nebo automaticka promyvacka ELISA mikrotitracnich desticek

Mikrofotometr na mikrotitracni desticky s filtrem 450/620nm (Délka referencéni viny 620-690nm)
Inkubator

©C © NGO~ ®ON=

=N

7. Testovani

Predpokladem pro ziskani spravnych vysledku je pfesné dodrzovani pracovniho predpisu.

71 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.
Zfedéni pacientl 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 (faleSné
pozitivni/negativni vysledky).

7.2 Priprava reagencii
Diagnostika VIROTECH System nabizi vysoky stupen flexibility tim, ze umoznuje nasazeni pufru k fedéni a promyvani, TMB,
citratového roztoku k ukonceni reakce, jakoz i konjugatu pro vSechny Sarze a parametry. Kontroly k okamzitému pouziti
(pozitivni kontroly, cut-off kontroly, negativni kontroly) jsou specifické pro charakteristické hodnoty a pouzivaji se_vyhradné s
Sarzi desticek uvedenou v certifikatu kontroly kvality.
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Inkubator nastavte na teplotu 37°C a pfed zapocetim inkubace zkontrolujte, zda bylo této teploty dosazeno.
Baleni s testovacimi stripy muzete otevfit az v dobé, kdy jsou jiz vSechna &inidla temperovana na pokojovou teplotu .
VSechny tekuté reagencie pfed upotfebenim dobfe protfepte.

Pobd=

Koncentrat praciho roztoku doplrite na 1 litr Aqua dest./demin. (pfi pfipadné tvorbé krystall koncentratu tento koncentrat
pred zfedénim nastavte na pokojovou teplotu a pfed pouzitim zatfepejte).

7.3 Provedeni testu ELISA VIROTECH
1. Do oznacenych jamek napipetujte 100ul zfedovaciho pufru na vzorek ( blank, slepa hodnota), negativni kontroly,
hraniéni  kontroly a pozitivni kontroly IgG a IgA, a nafedénych sér pacienta. Doporucujeme pouzit vzdy dvé jamkyt (
slepa hodnota, kontroly a séra pacientd; hraniéni kontrola je vzdy ve dvou jamkach.. Pracovni zfedéni sér pacienta :
1+100; napf. 10ul sérum + 1ml zfedovaciho pufru.
2.  Po pipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ( desticka se zakryje vickem).
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.
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, uloZzeni v temnu).

© ©® N o oA~

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

10. Zmeéfte 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 vzorku.. Fotometrické méfeni by mélo byt provadéno do doby jedné hodiny po
pfidani zastavovaciho roztoku.

ISchéma provedeni testu viz posledni stranu|

7.4 Pouziti analyzatori ELISA

VSechny testy ELISA VIROTECH mohou byt zpracovavany pomoci procesor( ELISA. Uzivatel je povinen provést pravidelnou

validaci pfistroja.

Gold Standard Diagnostics Frankfurt GmbH doporucéuje nasledujici postup:

1. PFi poskytnuti pfistrojd, resp. vétSich opravach Vaseho procesoru ELISA doporuéuje Gold Standard Diagnostics
Frankfurt GmbH validaci pfistroje podle parametri stanovenych vyrobcem pfistroje.

2.V souvislosti s tim je doporu¢ovano analyzatoru ELISA pfekontrolovat a pfezkouset pomoci valida¢ni sady
(EC250.00). Pfekontrolovani pomoci validaéni sady by mélo byt provadéno minimalné jednou za &tvrt roku.

3. Pfi kazdém testovacim béhu museji byt spinéna 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.

8. Vyhodnoceni testl

Ihned pouzitelné kontroly slouzi pro semikvantitativni stanoveni specifickych IgG a IgA protilatek, jejichz koncentrace je
uvadéna v jednotkach VIROTECH (=VE). Vykyvy podminéné testovanim jsou vyrovnavany vypoctovou metodou, ¢imz je
dosahovana vysoka reprodukovatelnost. Pro vypocet VE pouzijte stfedni hodnoty nebo OD-hodnoty.

8.1 Kontrola funkénosti testu
a) Hodnoty optické density
OD-hodnota slepého vzorku musi byt <0,15
Hodnoty optické density negativnich kontrol by =~ meély byt niz§i nez hodnoty optické density uvadéné v certifikatu
o kontroly kvality, hodnoty optické hustoty pozitivnich kontrol i cut off kontrol by se mély nachazet nad hodnotami optické
hustoty uvadénymi v Certifikatu o kontrole kvality.
b) Jednotky VIROTECH (VE)
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8.2

8.3

8.4

Jednotky VIROTECH (VE) cut off kontrol jsou definovany 10 VE. Vypoctené VE pozitivnich kontrol by se mély pohybovat uvnitf
rozmezi uvadénych v certifikatu o kontrole kvality.
Pokud nejsou pozadavky (hodnoty optické hustoty, VE) splnény, musi byt test opakovan.

Vypocet jednotek VIROTECH (VE)

Absorbance slepé (450/620nm) musi byt od vSech absorbanci odectena.

oo OD pozitivni kontrola
VE pozitivni kontrola = P — x10
OD hrani¢ni
OD vzorek
VE vzorek =—F7x10
ODhranicni
Schéma vyhodnoceni IgG a IgA
Vysledek (VE) Posouzeni
<9,0 negativni
9,0-11,0 hrani¢ni hodnoty
>11,0 pozitivni

Pokud se naméfené VE vzorku nachazeji nad hrani¢nimi hodnotami uvadéného rozmezi, povazuji se na tyto vzorky za
pozitivni.

Pokud se naméfené VE vzorku nachazeji v rozmezi hrani¢nich hodnot ( Seda zéna), vzorky se berou jako hranicni.
Doporucuje se tyto vzorky opakované testovat z nového odbéru. Pro bezpe¢né prokazani infekce je zapotrebi urcit obsah
protilatek ve dvou vzorcich séra. Jeden vzorek séra by mél byt podroben testu bezprostfedné po zacatku infekce, druhy
o 5 az 10 dni pozdéji (tzv. rekonvalescentni sérum). Koncentrace protilatek obou vzorkd musi byt zjiStovany paralelné, tj.
v jedné testovaci varce. Korektni diagnéza na zakladé vyhodnoceni vysledku testu jediného vzorku neni mozna.

Pokud jsou naméfené hodnoty mensi nez hrani¢niho rozmezi, nejsou ve vySetfovaném vzorku pfitomné zadné
antigenspecifické protilatky. Vzorky se povazuji za negativni.

Limity testu
Interpretace sérologickych vysledkd by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologicka data a eventualné dalsi
laboratorni nalezy, jez jsou k dispozici.
Jak vysledky IgA tak i vysledky IgG Helicobacter pylori LINE by mély byt zahrnuty pfi diagndze pacientd s podezienim na
Helicobacter pylori.
Perzistence protilatek IgA po Uspésném osetfeni maze Einit 6 mésict az 3 roky. Protilatky IgG maiji zpravidla perzistenci
mnoho let.
KFizova reaktivita s jinymi gram-negativnimi patogeny, napf. vzhledem k homologii flagellind nelze vyloucit.
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10. Schéma provedeni testu (Testablaufschema)

Priprava vzorku a promyvaciho roztoku

V Promyvaci roztok : koncentrat doplnit dest./ demin. vodou na 1 |

V ziedéni vzorky IgG/IgA

1:101

napr.:

10 pyl séra /plazmy + 1000 pl fediciho roztoku na vzorek
(Fedici roztok na vzorek se pouziva pfimo)

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
pri teploté 37°C

po dobu 30 minut
pfi teploté 37°C

po dobu 30 minut
pri teploté 37°C ve tmé

100 pl zfredéného vzorku
100 pl kontrol

blank (Fedici roztok na vzorek )

400 pl promyvaciho roztoku
po skonceni promyvani oklepat

100 pl konjugatu
IgG, IgA

400 pl promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat

100 pl substratu

50 pl stop roztoku

opatrné poklepat

mikrofotometr pfri
450/620nm
(Délka referenéni viny 620-690nm)
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