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1. Alkalmazas célja

Immunoblot csik tesztkészlet Bordetella pertussis-specifikus 1gG- ill. IgA antitestek mennyiségi meghatérozaséra human
szérumbol. A készlet a friss, a kézelmultban vagy hosszabb id6vel a vizsgalat el6tt lezajlott Bordetella pertussis fert6zés
felismerésére, valamint a nem jellegzetes kohogéssel jar6 hosszabb ideje fennall6 klinikai manifesztaciok
differencialdiagnozisara szolgdal. A Pertussis-Toxin (PT) és az adenilat-ciklaz toxin katalitikus részének (CatACT) egyidejd
kimutatasa a legtdbb esetben megkdnnyitheti a Bordetella pertussis-fert6zés és az oltas megkuldnbdztetését.

Tovabba az immunoblot vonal utalhat esetleges B. parapertussis fert6zés jelenlétére. Specifikus PT-elleni antitestek hianya
CatACT [genus-specifikus] (17) és FHA elleni antitestek egyidej( fellépése mellett értékelhetd B. parapertussis fert6zésre utald
jelként.

2. A teszt m(ikodési elve

A B. pertussis fehérjéit egy specidlis porlasztasi eljaras segitségével nitrocellul6z membranra viszik fel. A nitrocellul6z
membrant ezutan csikokra vagjak.

Az antigénhordoz6 nitrocellul6z csikok huméan szérum- vagy plazmamintékkal val6 inkubéacidja lehet6vé teszi a jelenlévd
specifikus antitestek kimutatésat. Ezek az antitestek immunkomplexeket képeznek a tesztcsikokra roégzitett antigénekkel. A
meg nem kotott antitesteket mosési Iépések soran eltavolitjak, majd a nitrocelluléz-csikokat alkalikus foszfatazzal konjugalt
anti-human IgG illetve IgA antitestekkel inkubaljak. Miutan a meg nem koétott konjugalt antitesteket egy tovabbi mosasi lépéssel
eltavolitjdk, az antigén-antitest komplexek (a megkotott antitestek) lathatova tétele kovetkezik egy szintelen szubsztrat
hozzdadaséaval, mely enzimatikus atalakitds utén ibolyakék szinl csikokat (,antigén séavokat”) eredményez. Az enzim-
szubsztréat reakciot a nitrocellul6z-csikok desztillalt vagy ioncserélt vizben térténd moséaséaval allitjak le. A megjelend csikok
mintazata alapjan kovetkeztehetunk specifikus IgG illetve IgA antitestek jelenlétére.

3. A csomag tartalma
3.1 Készlet 32 meghatarozashoz
1. IgGiill. IgA Nitrocellul6z csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, foliaval megerdésitve,
fuzetekbe kotve, felhasznélasra kész 1x 32 csik
2. IgGill. IgA hatarérték (cut-off) kontroll, huméan szérum, el6higitott 1x 1,0 ml
3.  Higit6- Imosoépuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartsitészerrel 2x 50 ml
4.  1gG-ill. IgA-konjugatum (100x konc.)
Anti-humén, (kecske) alkalikus foszfataz, tartositészerrel 1x 0,7 ml
5. Szubsztrat (BCIP/NBT), felhasznalasra kész 1x 57 ml
6. Kiértékelési protokoll az eredmények jegyz6konyvezéséhez és archivalasahoz 1x 1db
3.2 Készlet 96 meghatarozashoz
7. 1gGill. IgA Nitrocellul6z csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, foliaval megerdésitve,
8. flzetekbe kotve, felhasznélasra kész 3x 32 csik
9. IgGill. IgA hatarérték (cut-off) kontroll, huméan szérum, el6higitott 2x 1,0 ml
10.  Higité- /mosoépuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartésitészerrel 4x 50 ml
11.  1gG-ill. IgA-konjugatum (100x konc.)
Anti-humén, (kecske) alkalikus foszfataz, tartositészerrel 3x 0,7 ml
12.  Szubsztrat (BCIP/NBT), felhasznélasra kész 3x 57 ml
13.  Kiértékelési protokoll az eredmények jegyz6kdnyvezéséhez és archivalasahoz 3x 1db

Kérésre kiilén kaphat6:
1gG ill. IgA- Pozitiv kontroll, huméan szérum, el6higitott, 0,5 ml.
A pozitiv savok > hatarérték (cut-off) savok a mellékelt tandsitvanyban talalhatéak
(Rendelési szam: 1gG: WE116P60 ill. IgA: WE116P40)

1gG/IgA- Negativ kontroll, huméan szérum, el6higitott, 0,5 ml.
A negativ kontrollon nem lathat6ak savok, ill. nem lathat6ak a relevans savok és > hatararték (cut-off) savok kiértékeléséhez
sziikséges savok.
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(Rendelési szam: 1gG/IgA: WE116N20)

4. A tesztkit és areagensek tarolédsa és eltarthatésaga

A tesztkitet 2-8°C kozott kell tarolni. Az egyes komponensek eltarthatésaga azok cimkéjén taldlhato; a kit eltarthatésaga

tekintetében lasd a minGségellendrzési tandsitvanyt.

1. Az egyes reagenseket nem szabad lefagyasztani illetve magas hémérsékletnek kitenni.

2. Areagenseket a lejarati id6n tul nem szabad felhasznalni.

3. Kerulje areagensek ers fényben torténd tarolasat.

4. A BCIP / NBT szubsztratoldat fényérzékeny, ezért sététben kell tarolni.

5. Nitrocellul6z tesztcsikok: A tasakbdl kivett tesztcsikokat azonnal fel kell hasznélni. A fel nem hasznalt csikokat
tartalmazo6 tasakot azonnal vissza kell zarni és 2-8°C koz6tt kell tarolni. Az eredmények archivalasahoz (a csikok
kifakulasanak megakadalyozaséra) a nitrocellul6z tesztcsikokat feltétlenul védeni kell a kbzvetlen napfénytdl.

Anyag Allapot Térolas Stabilitas
Vizsgélati mintak higitatlan +2 és +8°C kozott 1 hét
Tesztcsikok felbontas utan 2 ests kozott (Tarolas a 3 hoénap
mellékelt tasakban)
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Konjugatum
higitott +2 és +8°C kozott kb. 6 éra
Szubsztratum felbontés utan t2es+8 C, kozott (fénytdl 3 hénap
védve)
felbontés utan 28 +8 C, kozott (fenytdl 3 hoénap
védve)
Mosooldat véghigitott (hasznalatra kész) +2 és +8°C kozott 4 hét
véghigitott (hasznalatra kész) vagy szobah6mérséklet 2 hét
5. Ovintézkedések és biztonségi el6irasok

14.  Kontrollszérumként csak tesztelt és HIV1-antitestekre, HIV2-antitestekre, HCV-antitestekre és Hepatitis-B fellileti
antigénekre negativ eredményt mutatott szérum keril alkalmazéasra. Ennek ellenére valamennyi minta, higitott minta,
konjugatum és nitrocellul6z tesztcsik potencidlisan fert6zé anyagnak tekintendd, és ennek megfeleld évatossaggal
kezelendd. A termékeke kezelése a laboratériumi munkara éltalanosan vonatkoz6 szabalyok szerint torténjen.

15. Az immunoblot kivitelezése soran viseljen eldobhaté keszty(it és hasznéljon miianyag csipeszt.

16. A keletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfelel6en kell tarolni és elhelyezni.

17. Az inkubacids kadakat a gyart6 csak egyszeri hasznalatra fejlesztette ki. Az inkubacios kadak t6bbsz6ri hasznélata a
felhasznalo felel6ssége. Ha a tdbbszori hasznalat mellett dont, javasoljuk, hogy az inkubéciés kadakat hasznélat utan
fert6tlenitse tobb 6ran keresztill 1% néatrium-hipoklorit oldatban, mosogassa el és alaposan dblitse el csapvizzel majd
desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

6. Tovabbi sziikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)

1.  Inkubaci6s kanna (igény esetén megrendelhetd a WE300 rendelési szamon)08)

2. Ré&zogép (vertikélis, nem korkords)

3. Spriccflaska a reakci6 leéllitdsahoz

4. Pipetta vagy kézi moso készulék

5. Mikropipettak: 5 pl — 1500 pl

6. Pipettahegyek

7. Mintaedények (csbvek) 2-20 ml térfogattal

8. Mlianyag csipesz

9. Desztillalt vagy ioncserélt viz

10.  Filterpapir
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7. Vizsgalati anyag
Vizsgalati anyagként hasznalhat6é szérum és plazma (itt az antikoagulalas maédjanak nincs jelentésége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrdl van sz6.

8. A vizsgélat elvégzése
Csak a VIROTECH Diagnostics éltal el6irt médszer pontos betartasaval kapunk helyes eredményeket.

8.1 Vizsgalati anyag

18.  Paciensmintanként 15 pl szérum vagy plazma szukséges.

19. A vérmintakat aszeptikusan, a véna megszuaraséaval kell levenni. Teljes alvadéas utan le kell valasztani a szérumot
(plazmanal kiesik). Hosszabb tarolashoz a szérumokat —20°C-ra le kell fagyasztani.

20. A tobbszori felolvasztast kerulni kell.

21.  Héinaktivalt, hiperlipémias, hemolitikus és mikrobiolégiailag fert6zétt mintakat nem szabad felhasznalni, mivel hamis
eredményekhez vezethetnek.

22.  Zavaros szérummintakat (kuléndsen felolvasztas utan) nem szabad felhasznélni. Centrifugalas (5 perc, 1000 g) utan a
tiszta felllUsz6t lepipettazva, azt hasznalja fel a tesztben.

8.2 A reagensek el6készitése

23.  Alaborat6riumi rutinmunkat segitendé az 6sszes LINE egyetlen tesztfutamban, azonos inkubacids id6vel, kulénbdz6
paraméter(i és kildnb6z6 gyartasi tételbe tartozé komponensekkel feldolgozhatd. Az alkalmazand6 hatarérték (cut-off)
kontrollok paraméter- és sarzsspecifikusak.

24.  Higitas el6tt engedjen minden reagenst felmelegedni szobah6mérsékletre. Csak a legjobb min6ség(i, szobahdmérsékletl
desztillalt vagy ioncserélt vizet hasznaljon.

25.  Akihigitott munkaoldatokat alkalmazas el6tt alaposan keverje fel.

26.  Higité- /mosopuffer
A higit6- /moséoldat 10-sz6rds tdménységben kerul kiszerelésre. A higitd- /moséoldatot 01:10:00 aranyban higitsa
desztillalt vagy ioncserélt vizzel (10ml/50ml/100ml koncentratum + 90ml/450mI/900ml deszt./ioncserélt viz) és alaposan
keverje meg.

A higit6-/moséfolyadék, mind tdémény, mind higitott allapotban sarga elszinez6dést mutathat. Ez a sarga elszinez6dés
sem a higit6-/moséfolyadék eltarthatdsagat, sem a teszt eljaras miikddését és diagnosztikai megbizhatésagat nem
befolyasolja.

27. 1gG-ill. IgA-konjugatum:

A konjugatumot higitsa fel 1:100 aranyban (megfelel&en kihigitott) higitd- /mosépufferben és jél keverje meg. Szérum
mintanként 1,5 ml konjugatum munkaoldat sziikséges. Ld. konjugacids higitasi tablazat (12. pont: ,A teszt folyamatanak
vazlata”).

28.  Szubsztratoldat
A szubsztratoldatot felnasznalasra kész allapotban csomagoljuk és szallitjuk.

8.3 Az immunoblot vizsgalat elvégzése
Vigyazat: A B. Pertussis + CatACT LINE teszt korrekt végrehajtasa és kiértékelése érdekében minden teszt sorén
egy paraméter- és sarzsspecifikus hatarérték (cut-off) kontroll tesztet is el kell végezni.
A Bordetella pertussis biztonsagos diagnosztizalasahoz az LINE tesztet
az IgG és IgA osztalyban is ajanlott elvégezni.

29. Atesztet szobahémérsékleten kell végezni.

30. Minden mintahoz helyezzen egy csikot egy tiszta inkubéacios kad barazdéajaba. A csikokat lehetéség szerint csak a
megjelolt fels6 végiikon érintse.

31. Pipettdzzon 1,5 ml felhasznélasra kész higit6- /mosépuffer minden tesztcsikra és helyezze az inkubéaciés kannat a
razogépre. Ugyeljen ra, hogy a folyadék egyenletesen fedje be a nitrocelluloz tesztcsikokat; a csikoknak a teszt soran
végig nem szabad kiszaradniuk.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.
42.

43.

44.

A meger®ésitett nitrocelluléz csikok egy perc alatt teljesen atnedvesednek és tetszés szerint inkubalhatéak a hatukra,
oldalukra vagy elllsé feliikre fektetve.

Egyenként 15 pl paciensszérumot/-plazmat, illetve 100 pl hatarérték / pozitiv / negativ kontrollt kell hozzapipettazni,
lehet6leg a csik fels6, megjeldlt végére. Inkubélja 30 percig a betegszérumot és kontrollokat a razégépben. Pipettazas
és a folyadékok ledntése soran ugyeljen arra, hogy az egyes betegmintédknél ne fordulhasson el keresztkontaminacio.
A barazdékbdl a folyadék teljes mennyiségét szivja ki vagy 6vatosan ontse le. A folyadék ledntésekor a nitrocellul6z
csikok a barazdak aljahoz tapadva maradnak. A maradék folyadékot csepegtesse ki egy papirtérélkdzére.

A csikok mosasa: inkubdlja a csikokat a razégépben, csikonként 1,5ml felhasznalasra kész higité- /mosépufferben, 3 x 5
percig. A mosoépuffert mindig szivja le vagy ontse le teljes egészében. Az utols6 mosési |épés befejezése elbtt készitse
el (higitsa ki) a sziikséges mennyiség(i konjugatum munkaoldatot (Id. tablazat).

A barazdakbdl a folyadék teljes mennyiségét szivja ki vagy 6vatosan dntse le (Id. 6. pont).

Csikonként pipettazzon 1,5 mi-t az el6z6ek szerint elkészitet konjugatum munkaoldatbd6l a megfelel6 inkubéacios
baradzdékba és inkubalja a csikokat 30 percig a razégépben.

A barazdékbdl a folyadék telijes mennyiségét szivja ki vagy ontse le.

A csikok mosasa: inkubalja a csikokat a razégépben, csikonként 1,5ml felhasznalasra kész higité- /mosopufferben 3 x 5
percig. A mosoépuffert mindig szivja le vagy ontse le teljes egészében. Végul oblitse le a csikokat 1 x 1 percig desztillalt
vagy ioncserélt vizben.

A barazdakbdl a folyadék teljes mennyiségét szivja ki vagy 6vatosan dntse le (Id. 6. pont).

Csikonként pipettazzon 1,5 mi-t szubsztratoldatb6l a bardzdakba és hivja el6 a csikokat 10 + 3 percig a rdzégépben.
Az el6hivast (a szin megjelenését) a szubsztratoldat ledntésével allitsa le. Végul mossa le a csikokat 3 x 1,5 ml
desztillalt vagy ioncserélt vizzel (inkubéacio nélkdl).

Ontse le a desztillalt vagy ioncserélt vizet és szaritsa meg a csikokat egy tiszta papirtérolkdzén. A nedves nitrocelluléz
tesztcsikokon medfigyelhetd hattér-elszinezédés a csikok megszéritasaval teljesen eltlinik. A megerdsitett nitrocellul6z
tesztcsikok a k6zdnséges nitrocelluldz tesztcsikokhoz viszonyitva valamivel hosszabb id6t igényelnek a szaradashoz.

A kiértékeléshez hasznalja a mellékelt kiértékelési protokollt. A specifikus savok feliratozasa a protokoll-lapon és
kozvetlenil a nitrocelluldz filteren megkonnyiti a betegmintak kiértékelését.

A teszt folyamatdnak vazlatat Id. az utolso oldalon

8.4

Immunoblot-processzorok alkalmazasa

A blotok és LINE-ok automatikus feldolgozaséara az alabbi eszkdz6k vannak jévahagyva: Apollo és Profiblot. Alapjaban véve
minden kereskedelemben kaphat6 blotautomata alkalmas.

9. A vizsgalati eredmények kiértékelése
A biztos kiértékeléshez minden LINE csik két kontrollal van ellatva:
1. Szérum kontroll (= serum control):
Csak a betegszérummal valé inkubéacié utan jelenik meg a jel6lési vonal (=markline) alatt a széruminkubacios sav.
2. Konjugaciés kontroll (= conjugate control):
Az LINE csikon egy konjugacids kontroll sav taldlhat6, mely a megfelel6 konjugatummal val6 inkubalas hatasara jelenik
meg.
A végrehaijtott teszt akkor érvényes, ha az el6hivott nitrocellul6z tesztcsikon mind a szérumkontroll, mind a bels6 konjugécios
kontroll sav egyértelmden lathato.
A szérum- és konjugacios savok pozicidjat a protokoll-lapon talalja.
9.1 A betegmintak kiértékelése
A reagdal6 savok pozicigjat és leirasat a jegyzokodnyv lapon talalja.
19G és IgA-savok: FHA, CatACT, PT
9.2 A hatérérték (cut-off) kontrollok alkalmazasa
A hatérérték (cut-off) kontrollok PT savjanak intenzitasa seqiti a kialakuld savok szemikvantitativ kiértékelését:
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Fellép6 savok A sévintenzitasok értékelése
> Hatéarérték (cut-off) sav pozitiv (*)
(PT)
= Hatéarérték (cut-off) sav hatarérték (+/-)
(PT)
< Hatéarérték (cut-off) sav negativ (-)
(PT)

9.3 Az antigének jelentése
A haszndlt, tisztitott (nativ PT és FHA) és rekombinans (CatACT) Bordetella pertussis antigének felsorolasa, amelyek a
Tohama |. fazis térzsbdl szarmaznak.

Antigén /
leiras

Az antigének jelentése

Az antitestek
specifitasa a LINE
tesztben

PT
28kDa

A Pertussis-Toxin (PT) exotoxin, amely csak B. pertussis esetén fordul el6, és ezért
rendkivul specifikus erre a kérokozéra. Enzimatikusan aktiv A-alegységb6l (Subunit
S1) és receptorhoz k6t6dd B-alegységbdl all. Az acelluléris oltéanyag alkotérésze és
az oltészérumban 1évé PT-elleni antitestek mutatjdk a legnagyobb korrelaciot a B.
pertussis-fertézés elleni védettséggel. Az IgG-ben egyedi szérum Gtjan megvalositott
Bordetella-diagnosztika esetén a PT a legmagasabb érzékenységet és specificitast
(mindekettére >98%) ad6 antigén. Ezért a Pertussis-Toxin kijeldlheté a B. pertussis
fertézés jelz6fehérjéjeként. IgA-ban és IgM-ben a PT-elleni antitestreakcié csak a
Pertussis-esetek kb. 40-50%-&ban van jelen (4, 5).

Magas specifitasu
B. pertussis-ra

CatACT
43kDa

Az adenilat-ciklaz toxin (ACT) olyan antigén, amely nem fordul el6 a B. pertussis
oltéanyagokban. Ez a B. pertussis (6) meghatéarozé virulenciafaktora. Jol ismert a
teljes ACT-fehérjék keresztreaktivitdsa az RTX-toxincsalad tagjaival - beleértve az
E.coli hemolizint (7, 8, 9,10) is - amelyeknél azonban az adenilat-ciklaz enzimatikus
egysége hianyzik. Ezen az alapon a B. pertussis + CatACT VONAL a (CatACT-ként
is jelolt) ACT-antigénnek csak az N-termindlis, 400 AS hosszUsagu, a Bordetella sp.-
re specifikus katalitikus doméneket tartalmaz6 részét hasznalja. A CatACT a legjobb
fertézési marker az 1gG szerodiagnosztikdban, melyet az oltasi allapot nem
befolyasol. A diagnézis idején a kultdra-pozitiv betegek 68,0%-a volt CatACT
szeropozitiv. Kimutattak, hogy a CatACT a PT utan a masodik legérzékenyebb
marker. (11) A CatACT és a PT elleni antitestek egyidej(i kimutatasa ezért akut vagy
a kdzelmultban lezajlott fertézésre utal.

Bordetella
specifikus

FHA
220kDa

A Filament6zus hemagglutinin (FHA) a Bordetella pertussis egyik felszini fehérjéje.
Az FHA a koérokoz6é szamara fontos adhezin (4). Az FHA-ra adott antitestvalasz
kilbnésen az IgG diagnosztikdban igen magas (80-90%), mig az IgA és IgM
diagnosztikaban 50-60% kdz6tt mozog (4, 5). 1d6kdzben tobb, figgetlen vizsgalat (3,
12, 13) kimutatta, hogy a Bordetella pertussis, Bordetella parapertussis és mas
bakteridlis kdrokozok FHA fehérjéje kozott keresztreakcio I1éphet fel.

Kevéssé specifikus

9.4 Kiértékelési szempontok
A szerol6giai eredmények interpretacioja soran mindig figyelembe kell venni a klinikai 6sszképet, az epidemiolégiai adatokat

valamint az esetlegesen rendelkezésre all6 tovabbi laboratoriumi leleteket.
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Javasolt IgG- és IgA- értékelés

PT CatACT Jelentés Interpretéacio
B. pertussis-ra
- Az eredmény nem utal Bordetella pertussis fert6zésre. negativ
- +/- A B. parapertussis fert6zésre utal6 esetleges jelek (lasd
+ alabb)
Fennallhat egy nagyon korai vagy nagyon régen lezajlott
- +-/_ B. pertussis fert6zés Iehet(jség_e. Javasolt egy masodik hatéarérték
+ szérummal végzett ellendrz6 vizsgalat.
Friss vagy a k6zelmultban lezajlott Bordetella pertussis
+ - fertézésre utalé eredmény. Oltési allapot ellenérzend6
pozitiv
- Egyértelmden friss vagy a kdzelmultban lezajlott
+ + Bordetella pertussis fert6zésre utalé eredmény.

Tovabbi B. parapertussis fert6zésre utal6 jelek az IgG-ben és IgA-ban:

B Interpretéacio
PT CatACT FHA Jelentés B. pertussis-ra
+- esetleges utalas i
N + ) . negativ
+ B. parapertussis fert6zésre

CatACT és FHA pozitiv eredmény hianyz6 PT-valasz esetén esetleges B. parapertussis fert6zés fennéllasaként értelmezendd.

A B. parapertussis fert6zés gyantjanak megerdésitése céljabdl javasoljuk masodik szérum vizsgélatat 7 nappal kés6bb; abban sem
lehetnek PT-elleni antitestek kimutathat6ak. Alternativ megoldasként elvégezhetd PCR B. parapertussis-ra.

FHA-savok:

Tanacs:

Ha csak egyedil a nem specifikus, csoportszer(i FHA elleni antitestek vannak jelen, az nem tesz lehetévé arra
vonatkoz6 kijelentést, hogy Bordetella pertussis vagy Bordetella parapertussis fert6zésrél van-e sz6. Itt sz6 lehet
az FHA és a Haemophilus influenzae vagy mas koérokozé keresztreakcidjarél, vagy pedig perzisztens
antitestekrdl (oltési antitestek vagy visszamaradt fert6zésb6l szarmazé antitestek).

Az FHA-t figyelembe vev6 szerol6giai Bordetella-eredményekre vonatkoz6 kérdésfeltetvésnél a VONAL FHA-
sévjai is kiértékelhet6k, lasd: B. parapertussis. Itt az FHA-sav értékelése a ,cut off* kontroll PT-savjat meghalad6
intenzitasa alapjan torténik:

» Cut off: pozitiv/ = Cut off: hatarérték / < Cut off: negativ

IgA- és IgM-antitestek nem mindig képz&dnek, ezért valamivel kevésbé megbizhaté markerei a Bordatella
pertussis fert6zésnek, mint az IgG-antitestek.

9.5 Ateszt hatarai
1. Negativimmunoblot eredmény nem zérja ki teljes egészében a Bordetella pertussis fert6zés lehet6ségét. Lehetséges,
hogy a mintat az antitestek megjelenése el6tt vették, illetve, hogy az antitesttiter a teszt kimutatasi hatarértéke alatt van.
2. Az antitestek allandd, tartés jelenlétébdl illetve hianyabdl nem lehet egy terapia eredményességeére illetve kudarcéara
kovetkeztetni.

3. Tobb fliggetlen vizsgélat alapjan kimutathat6 volt, hogy jelen van az FHA és a Bordetella pertussis, a B. parapertussis,
illetve méas kérokozok kozotti keresztreakcio (3, 12, 13, 21).

4. Ritka esetekben a betegszérumok "negativ’ savokat mutathatnak (sotét hattér, fehér savok); ezeket a teszteket nem
szabad figyelembe venni, az immunoblot ezekben az esetekben nem értékelhetd. A szérumot mas szerolégiai
madszerekkel kell ellenérizni.
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11. A teszt folyamatanak vazlata

A teszt kivitelezésének rovid leirasa:

Mintainkubacio

Mosés
Konjugatum inkubacio

Mosas

Szubsztratinkubacié

Ledllitas

30 perc

3 x5 perc
30 perc

3 x5 perc
1x 1 perc

10 + 3 perc

3 x, koztes inkubacié nélkul

15 pl paciensszérum/-plazma / 100 pl kontroll

tesztenként 1,5 ml higit6- /mosépufferrel

Tesztenként 1,5 ml higit6- /mosépufferrel

1,5 ml munkaoldattal (1:100 higitott)

Tesztenként 1,5 ml higit6- /mosopufferrel
Desztillalt / ioncserélt vizzel

Tesztenként 1,5 ml szubsztratoldattal

Tesztenként 1,5 ml desztillalt / ioncserélt vizzel

Tablazat: konjugatum munkaoldat higitasa (kerekitve)

Csikok szama 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Higit6- /mos6puffer 15m | 30m | 45m  |eom |75m  |oom |11,0m |12,0m |14.0m |15.0mi
Konjugatum koncentratum | 5\ |30 |45 |eow | 75w |oow | 110w | 1204 | 1404 | 1500l
VégsG térfogat 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml| 9,09ml | 11,11mi| 12,12ml | 14,14ml | 15,15m!
Csikok szama 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Higito- /mosépuffer 17,0ml | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29,0m! | 30,0ml
Konjugatum koncentratum | o0 | 1804 | 2004 | 21041 | 230 | 2400 | 260w | 2704 | 200 | 3004
VégsG térfogat 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml| 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29mI | 30,3ml
Csikok szama 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Higito- /mosépuffer 32,0ml | 33,0ml | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41,0ml |42,0ml | 44,0ml | 45,0ml
Konjugatum koncentratum | oo\ | 330, | 350 | 36041 | 3soul | 39041 | 410 | 42041 | 440 | a0
Végs6 térfogat 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36mlI | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45,45ml
Csikok szama 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Higit6- /mos6puffer 47,0ml | 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml |56,0m |57,0m |59,0m |60,0ml
Konjugatum koncentratum | o201 | ggou | 500 | 5104 | 530w | 5404 | 5601 | 57041 | 5901 | 6004l
VégsG térfogat 47,47ml | 48,48ml| 50,5ml | 51,51ml| 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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