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1.  Ucgel pouziti
Testovaci souprava (kit) Line Immunoblot slouzi ke kvalitativnimu prokazani protilatek 1gG, popf. IgM, specifickym vG&i
Treponema pallidum v lidském séru. Tato souprava mlize byt pouzita pfi rozsifené diagnostice syfilis jako potvrzujici test,
pokud je vysledek predchoziho orientacniho testu sporny nebo pozitivni.
2. Princip testu
Bilkoviny patogenu (antigeny) jsou specidlni technikou preneseny ve formé péaskd na nitrocelulézovou membranu.
Nitrocelulézova membréana je potom rozstfihana na jednotlivé prouzky.
Inkubace nitrocelulézovych prouzkid nesoucich antigen se vzorky lidského séra/plazmy umoziiuje prokazat stavajici specifické
protilatky. Po odstranéni nenavéazanych protilatek promytim jsou jednotlivé nitrocelul6zové prouzky inkubovéany s alkalickou
fosfatazou konjugovanou s protilatkami proti lidskym IgG popfipadé IgM. Po odstranéni nenavazaného konjugatu promytim
zviditelni se vytvofené imunokomplexy antigen-protilatka reakci se substratem, ktery plsobenim enzymu  vytvafi
modrofialové zbarvené prouzky v misté lokalizace imunokomplexu. Reakce enzym-substrat se zastavi promytim
nitrocelul6zovych prouzkd destilovanou vodou / deionizovanou vodou . Podle vytvofeného spektra paski na membrang,
odpovidajicich jednotlivym antigendim lze usuzovat na pfitomnost specifickych protilatek tfidy 1IgG popfipadé IgM proti témto
antigenam.
3. Obsah baleni
3.1 Souprava pro 16 analyz
1. IgG popfF. IgM Nitrocelul6zové testovaci prouzky s antigeny, zesilené folii,
setfidéné v sesitku, pfipravené k pouZiti 1x 16 prouzkd
2. Kontrola hrani¢ni (cutoff) 1gG popfF. IgM, lidské sérum, pfedem zfedény 1x 1,0 ml
3. Redici roztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervagnim prostfedkem a Tris 1x 50 ml
4. Konjugat alkalicka fosfataza konjugovana s kozi protilatkou
proti lidskym 1gG nebo IgM (100 x konc.)s konzervanim prostfedkem 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouZziti 1x 57 ml
6. Protokolovaci list k zaznamdm a archivovani vysledkd 1x 1 kus
3.2 Souprava pro 32 analyz
1. 1gG popf. IgM Nitrocelul6zové testovaci prouzky s antigeny, zesilené falii,
setfidéné v seSitku, pfipravené k pouziti 2x 16 prouzkd
2. Kontrola hrani¢ni (cutoff) 1gG popfF. IgM, lidské sérum, pfedem zfedény 1x 1,0 ml
3. Redici roztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervaénim prostfedkem a Tris 2x 50 ml
4. Konjugat alkalicka fosfataza konjugovana s kozi protilatkou
proti lidskym 1gG nebo IgM (100 x konc.)s konzervanim prostfedkem 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 1x 57 ml
6. Protokolovaci list k zaznam@m a archivovani vysledk( 1x 1 kus
K dodani na vyzadani:
1gG, popr. IgM- pozitivni kontrola, lidské sérum, pfedem zfedény, 0,5 ml.
Vyhidnoceni pozitivni pruhy > pruhy Cut off mlzete zjistit z certifikatu, ktery je sou¢asti dodavky.
(obj.-€.: 1IgG: WE150P60 , popf. IgM: WE150P80)
1gG/IgM- negativni kontrola, lidské sérum, pfedem zfedény, 0,5 ml.
Negativni kontrola nezobrazuje zadné pruhy, resp. zadné vyhodnoceni relevantni pruhy > pruhy Cut off.
(obj.-€.: 1gG/IgM: WE150N10)
4. Prechovavani a upotrebitelnost testovacich souprav a reagencii
Testovaci soupravu prechovavejte pfi 2 az 8°C. Upotfebitelnost jednotlivych sloZzek je vyzna€ena na jejich Stitcich,
upotrebitelnost soupravy’(datum expirace- viz prislusny certifikat o kontrole kvality.
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Jednotlivé reagencie nenechte zmrznout a nevystavuijte je vysokym teplotam.

Reagencie nepouzivejte po uplynuti jejich data upotfebitelnosti.

Neponechéavejte reagencie na pfimém svétle.

Roztok substratu BCIP/ NBT je citlivy na svétlo a musi byt pfechovavan ve tmé..

Nitrocelul6zové testovaci prouzky po vyjmuti ze s&cku ihned pouzijte. Sacek se zbylymi prouzky opét pevné
uzaviete a pfechovavejte pri teploté 2 az 8°C. K archivaci vysledk( by mély byt nitrocelul6zové testovaci prouzky
bezpodmine€né chranény pfed pfimym slune€nim svétlem, aby se zabranilo jejich vyblednuti.

a ks w DN e

Materiél Stav Skladovani Stabilita
zkuSebni vzorky nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
. . N +2 az +8°C (skladovéani .
testovaci prouzky po otevieni o x < . 3 mésice
v sou€asné dodaném sacku)
kontroly po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
) po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
konjugat
zfedény +2 az +8°C cca 6 hod
substrat po otevieni *2az+8 Cv(chrante pred 3 mésice
svétlem)
N +2 az +8°C (chrarite pfed .
po otevieni " 3 mésice
svétlem)
. po zfedéni (pfipraveny s Lo .
praci roztok K pouiti) +2 az +8°C 4 tydny
po zfedéni (pfipraveny k L .
pouZiti) nebo pokojova teplota 2 tydny

5. Preventivni opatfeni a varovna upozornéni

1.  Jako kontrolni séra jsou vyuzZivana pouze séra, ktera byla testovana a shledana negativni na protilatky proti HIV1/2 a HCV
a na povrchovy antigen HBsAg viru hepatitidy B.. Pfesto by meéla byt kontrolni séra, vzorky, zfedéné vzorky, konjugaty a
nitro-celul6zové testovaci prouzky povazovana za potencialné infekéni material a mélo by s nimi byt jako s takovymi
zachazeno. Plati pfislusné smérnice pro prace v laboratorich..

2. Pfi provadéni immunoblotu je tfeba pouzivat jednordzové rukavice a pinzetu z umélé hmoty.

3. Likvidace pouzitého materialu se uskute€nuje podle specifickych smeérnic platnych v konkrétni zemi pouZiti.

4.  Inkubacni vanicky jsou vyrobcem koncipovany pouze pro jedno pouziti. Vicenasobné pouziti téchto inkubacnich vanicek je
na zodpovédnosti uzivatele. Pfi event. vicenasobném pouziti doporu€ujeme inkubaéni vani¢ky po pouZziti nékolik hodin
dezinfikovat v 1% roztoku chlornanu sodného, potom vygistit a dikladné& vyplachnout vodou z vodovodu a
destilovanou/demineralizovanou vodou.

6. Dodate€né potfebny material (neni dodavan soucasné)

Inkuba€ni vanicky (v pfipadé potfeby Ize objednat pod objednacim ¢islem WE300.08)
Vertikalni tfepaCka, pfipadné s naklapénim (ne rotacni!)

Promyvaci lahev

Pipeta nebo ruéni promyvacka

Mikropipety 5 pl - 1500 pl

Spicky mikropipet

Zkumavky na vzorky objemu 2 - 20 ml

Pinzeta z umélé hmoty

Destilovana voda nebo deionizovanéa voda

Filtrani papir

© 0N OrwDNPRE

N
©

7. VySetfovany material

Jako zkoumany material Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni ddlezity druh antikoagulancii), i kdyZ v tomto pfibalovém
letdku je zminéno pouze sérum.
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8. Provedenitestu
Pro dosazeni spravnych vysledkl se musi pfesné dodrzovat pracovni predpis firmy VIROTECH Diagnostics.
8.1 Priprava vzork(

1. Navzorek pacienta je zapotfebi 15 pl séra nebo plazmy.

2. Vzorky krve by mély byt odebirany asepticky venepunkci. Po Uplné koagulaci je tfeba sérum oddélit (u plazmy odpada).
Pro delSi pfechovavani musi byt séra zmrazena na - 20°C.

3. Sérase nesmi opakovan & zmrazovat a rozmrazovat.

4.  Séra, ktera byla tepelné inaktivovana nebo jsou lipémicky, hemolyticky nebo mikrobialné kontaminovana mohou vést
k chybnym vysledkiim a neméla by byt proto pouzivana.

5. NepouzZivejte zakalena séra (zejména po roztani pokud byla zmrazena), popfipadé se zakal odstrani centrifugovani (5
minut pfi 1000 x g), Ciry supernatant odpipetujte a pouZijte pfi testu.

8.2 Pfiprava reagencii

1. K adaptaci na laboratorni praxi Ize pouzit vS§echna €inidla LINE a EcoBlot v jednom testovacim cyklu se stejnymi ¢asy
inkubace a komponenty rGznych parametrd z rliznych Sarzi. Cut off kontroly se provadgji podle parametrl a Sarze.

2. Pred zfedovanim koncentrovanych reagencii se musi vytemperovat na teplotu mistnosti. PouZivejte pouze destilovanou
vodu / deionizovanou vodu vysoké kvality a pracuijte pfi teploté mistnosti.

3.  Zfedénéroztoky pfed pouzitim dobfe promichejte.

4.  Zfedovaci / promyvaci pufr
Redici roztok/promyvaci pufr je k dispozici v 10ti nasobné koncentraci. Redici roztok/promyvaci pufr se fedi v poméru 1:10
destilovanou nebo deionizovanou vodou (10ml/50ml/100ml koncentratu + 90mI/450mI/900ml A. dest./deioniz.), dobfe
promichat.

Koncentrovany i nafedény fedici/promyvaci pufr mize vykazovat Zluté zabareveni. Toto Zluté zabarveni viak nema zadny
vliv na trvanlivost a funk€nost fediciho/promyvaciho pufru ani na diagnostickou vypovidaci schopnost provadéného testu.

5. Konjugét IgG popfF. IgM
Konjugét 1 + 100 nafedte finalné zfedénym zfedovacim / promyvacim pufrem a dobfe promichejte. Na kazdy vzorek je
zapotiebi 1,5 ml nafedéného roztoku konjugatu. Viz tabulku ke zfedovani konjugéatu (bod: ,Schéma pribéhu testu*).

6. Roztok substratu
Roztok substratu je dodavan pfimo k pouziti..

8.3 Provedeni testu Imunoblot
Pozor : Nitrocelul6zové testovaci prouzky sméji byt testovany pouze ve schvélené (povolené) tfidy Ig
(viz etiketu na seSitku Blot a oznaCeni na kazdém jednotlivém testovacim prouzku).
Pro spravné provedeni a posouzeni Treponema pallidum LINE musi byt pfi kazdém testu soucasné
provedena Cut off kontrola odpovidajici parametrm a Sarzi.
Pro spolehlivou diagnostiku baktérie treponemy pallidum by mél byt v testu LINE
proveden priikaz protilatek tfidy IgG a IgM

1. Test se provadi pfi teploté mistnosti.

2. Pro kazdy vzorek vlioZte po jednom prouzku do Zlabku gisté inkuba&ni vani¢ky. Prouzkd se pokud mozno dotykejte pouze
na oznaceném hornim konci.

3. Napipetujte 1,5 ml zufed'ovaci / promyvaci pufr a vloZte na tfepaCku.. Dbejte na to, aby nitrocelul6zové testovaci
prouzky byly kapalinou pokryty stejnomérné. Prouzky nesméji béhem celého provadéni testu oschnout.

4.  Zesilené nitrocelul6zové testovaci prouzky se béhem minuty zcela navih¢i a mohou byt inkubovany v poloze zadni stranou
dold, pfedni stranou dol(i nebo v poloze na strané.

5. Nakazdych 15ul séra/plazmy pacienta ¢i 100ul pozitivni/ negativni kontroly Cut off pipetujte, pokud mozno na
hornim, oznaceném konci prouzku. Pacientovo sérum a kontrolu nechte 30 minut inkubovat na tfepacce.. Pfi pipetovani a
nasledujicim odsavani dbejte na to, aby nedo$lo k vzajemné kontaminaci ostatnich vzorka.

Seite 5 von 9 REV 25

VIROTECH T. pallidum 1gG & IgM LINE Immunoblot CZ Freigabedatum: 13.11.2018




6. Zcela odsajte kapalinu ze Zlabkd nebo opatrné odlijte. Pfi odlévani kapaliny z(stanou nitrocelul6zové testovaci prouzky
ulpélé na dné Zlabkd. Zbylou kapalinu odkapeijte na filtraéni papir.

7. Prouzky se promyji 3 x 5minut 1,5 ml z nafedéného promyvaciho pufru na tfepacce.. Promyvaci pufr vzdy
kompletné odsajte nebo odlijte. Pfed ukoncenim posledniho promyti pfipravte potfebné mnozstvi €erstvého zfedéného
konjugatu (viz tabulka).

8.  Zcela odsajte nebo odlijte kapalinu ze Zlabk( (viz bod 6).

9. Napipetujte 1,5ml zFed&ného konjugéatu do Zlabkd s prouzy a inkubujte 30 minut na tfepacéce .

10.  Zcela odsajte nebo odlijte kapalinu ze ZI&abka.

11. Prouzky se promyji 3 x 5minut 1,5 ml z nafedéného promyvaciho pufru na tfepacce.. Promyvaci pufr vzdy
kompletné odsajte nebo odlijte . Déale promyvejte 1 x 1 minutu destilovanou / deionizovanou vodou.

12.  Zcela odsajte nebo odlijte kapalinu ze Zlabkd (viz bod 6).

13. Napipetujte 1,5 ml substratu do Zlabkd a nechte vyvijet zbarveni na tfepacce 10+ 3 minut.

14.  Zastavte vyvoj barvy odlitim roztoku substratu. Dale promyjte prouzky bez meziinkubace 3 x vzdy 1,5 ml destilované
nebo deionizované vody.

15.  Odlijte destilovanou nebo deionizovanou vodu a nechte prouzky oschnout na €istém filtratnim papife. Zabarveni pozadi,
které Ize pozorovat u vihkych nitrocelul6zovych testovacich prouzk(, se u oschlych prouzkd zcela ztraci. Zesilené
nitrocelul6zové testovaci prouzky vyzaduji v porovnani s obvyklymi nitrocelul6zovymi testovacimi prouzky trochu vice
€asu, nez oschnou.

16.  Pro vyhodnoceni pouzivejte pfipojeny vyhodnocovaci protokol. Popis jednotlivych prouzk(i na protokolu a pfimo na NC
Vam usnadni vyhodnoceni vzorkd pacientd.

ISchéma provedeni testu viz posledni stranku]

8.4 PouZziti analyzator Imunoblot
Pro automatické zpracovani Blot a LINE jsou schvaleny tyto pfistroje: Apollo a Profiblot. V zasadé jsou vhodné vSechny
automaty Blot obvyklé na trhu.

9. Vyhodnocenitestu

Je spolehlivému vyhodnoceni je kazdy z prouzkd LINE vybaven dvéma kontrolami :
1. kontrolou séra

Pouze po inkubaci se sérem pacienta se pod ozna€ovaci linii objevi pruh inkubace séra.
2. kontrolou konjugatu

Pasek LINE je vybaven kontrolnim pasem konjugatu, ktery se zobrazi po inkubaci s odpovidajicim konjugatem.
Provedeni testu je platné, pokud je na vyvolanych nitrocelulézovych prouzcich zfetelné rozeznatelné jak kontrola séra tak i
interni kontrola konjugétu.
Polohu kontrolniho pasku séra a konjugéatu najdete na protokolu..

9.1 Vyhodnoceni vzorkd pacientd
Polohu a oznacgeni reakénich pruh( zjistite v protokolovacim listu.
pruhy 19G a IgM: TpN47, TmpA, TpN17, TpN15

9.2 Pouziti hrani¢ni kontroly Cut off
Pruhy, jejichZ intenzita je slabsi neZ pruhd Cut off (Tpn 47) hrani¢ni kontroly Cut off, nejsou do vyhodnoceni zahrnovany. Pruhy
TpN47 musi vykazovat slabou intenzitu.

Posuzovani intenzity pruhd:

Pruhy TpN 47: Intenzita pruh@ TpN 47 hraniéni kontroly Cut off stanovuje zhodnoceni vech bilkovinnych pruhd tfid
1gG a IgM takto:

® NizSiintenzita nez pruhu TpN 47 hrani¢ni kontroly Cut off = 0
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® Stejnaintenzita jako pruhu TpN 47 hrani¢ni kontroly Cut off =
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Ze soudtu intenzit pruhl vyplyva celkové posouzeni.

9.3 Vyznam antigend

Soupis pouzitych rekombinantnich bil

ilkovin antigenu Treponema pallidum (5, 6).

Antigen / Vyznam antigend Specifi¢nost protilatek v testu LINE
oznaceni
TpN47
TmpA Detektor pro priméarni, sekundarni a latentni syfilis (5, 6) o . o
vysoce specifické pro vdechna stadia in-
(TpN44,5)
fekce
TpN17
TpN15
Upozornéni : Kombinace vysoce specifickych antigend, které jsou uvedeny v tabulce, se zamé&fuje na podminky patentd

(drzitel patentd S. Krell) &islo: DE 195 36 166 C1 a EP 0 855 032 B1, a smérnice k sérologické diagnostice
syfiilidy, MIQ 2001: syfilis (Hagedorn) (4).

9.4 Kritéria vyhodnoceni

Interpretace sérologickych vysledkd by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologické Udaje a dalsi laboratorni nalezy,

které jsou k dispozici.

posouzeni lgG posouzeni lgM
soudet intenzit prouzkd interpretace soudet intenzit prouzkd interpretace
<3 negativni <2 negativni
=3 napadny (*) =2 napadny (*)
>3 pozitivni >2 pozitivni

(*): Pfi"napadném" nalezu by mél byt vyzadan druhy vzorek séra a/nebo by mél byt proveden jiny testovaci postup.

9.5 Omezeni testu
1. Negativni vysledek testu Blot presto zcela nevylu€uje moznost infekce vyvolané Treponema pallidum. Vzorek mohl byt
odebran pred vznikem protilatek nebo titr protilatek leZi pod priikazni hranici tohoto testu.

2.V malo Cetnych pfipadech mohou séra pacientd vykazovat “inverzni” prouzky (tmavé pozadi, bilé prouzky); tyto
nemohou byt vyhodnocovany, to znamena Ze test Immunoblot nelze v téchto pfipadech vyhodnotit. Sérum by mélo byt
vySetfeno jinymi sérologickymi metodami.
3. Nelze ucinit diagnosticky zavér ohledné neurosyfilidy a novorozenecké syfilidy, protoze k evaluizaci nebyla k dispozici
odpovidajici séra, popfipadé vzorky moku.
4. Na zékladé vysoké homologie DNA Treponema pallidum subspezies pallidum (syfilida), endemicum (endemické syfilida)

a pertenue (frambézie, yaws), Castecné i Treponema carateum (pinta) Ize o€ekavat kfizové reakce. To pro aplikaci
sérologickych testd znamena, Ze neni mozné diferencialni diagnézou oddélit nevenerické treponematézy (4).
5. U pacientd s latentni syfilidou (Lues latens) mdze v ojedinélych piipadech dochazet k diskrepantnim vysledkim mezi

19S-IgM-FTA-ABS a rekombinantnimi testy Blot nebo také ElIAs. PFiCina téchto diskrepanci zatim neni znama.
6. Piiinterpretaci vysledk( IgM, které jsou izolované s meznimi hodnotami popf. pozitivni, u gravidnich Zen, je nutno
zohlednit moznost pfitomnosti multi-reaktivnich protilatek IgM. Tyto vysledky by meély byt prokazény dalSimi testy (19S-

IgM-FTA-ABS (IgM-ELISA) nebo testem VDRL).

10. Literatura

1. Lukehart, S:A:, and C.M. Marra. 2007. Isolation and Laboratory Maintenance of Treponema pallidum. Curr. Protoc.
Microbiol. Chapter 12:Unit 12A.1

Seite 7 von 9

VIROTECH T. pallidum 1gG & IgM LINE Immunoblot CZ

REV 25

Freigabedatum: 13.11.2018




2. Peeling R.W., and E.W. Hook. 2006. The pathogenesis of syphilis: the Great Mimicker, revisited. J. Pathol. 208(2):224-
32.

3. Scotti, A.T., and L. Logan. 1968. A specific IgM antibody test in neonatal congenital syphilis. J. Pediatr. 73:242-243.

4. H.-J. Hagedorn, Qualitétsstandards in der mikrobiologisch-infektiologischen Diagnostik, MiQ 2001 (16):1-40

5. Gerber, A., S. Krell, and J. Morenz. 1996-7. Recombinant Treponema pallidum antigens in syphilis serology,
Immunobiology. 196(5):535-49

6. Sambri, V., et al. 2001. Western Immunoblotting with five Treponema pallidum recombinant antigens for serologic
diagnosis of Syphilis, Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology. (8). 3:534-539

7. Alfen, |, and H.J. Wellensiek. 1994. Die Bedeutung kreuzreagierender Antikorper fir die Serodiagnostik der Lyme-
Borreliose und der Syphilis. Lab. Med. (18):12-19

Seite 8 von 9 REV 25
VIROTECH T. pallidum 1gG & IgM LINE Immunoblot CZ Freigabedatum: 13.11.2018



10. Schéma provedeni testu

Provedeni testu

inkubace vzork( 30 minut
promyvani 3 x 5 minut
inkubace s konjugatem 30 minut
promyvani 3 x 5 minut

1 x 1 minuta
inkubace se substratem 10 + 3 minut

zastaveni vyvoje barvy

3 x bez meziinkubace

15 pl séra/plazmy pacienta / 100 pl kontrola
v 1,5 ml zfedovaciho / promyvaciho pufru

1,5 ml zfedovaciho / promyvaciho pufru

1,5ml p zfedéného konjugétu ( 1 + 100)

1,5 ml zfedovaciho / promyvaciho pufru
destilovanou / deionizovanou vodou

1,5 ml roztoku substratu

1,5 ml destilované / deionizované vody

Tabulka redéni konjugatu : (zaokrouhlengé)

pocet prouzkl 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
zfedovaci /promyvacipufr | 15mi | 30ml  |[45ml  |60m  |75m  |90m |11,0ml |12,0ml | 14,0ml | 150ml
Koncentrovany konjugat 15pl 30ul 45pl 60pl 75ul 9opl 110pl | 120pl | 140ul | 150l
konecny objem 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml| 6,06ml | 7,575mI| 9,09ml | 11,11ml| 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
pocet prouzki 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
zfedovaci / promyvaci pufr | 17 om| | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29,0m! | 30,0ml
Koncentrovany konjugat 170pl | 180ul | 200ul | 210ul | 230ul | 240pl | 260ul | 270ul | 290ul | 300yl
konecny objem 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29ml | 30,3ml
pocet prouzki 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
zfedovaci / promyvaci pufr | 32 oml| | 33,0ml | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41,0ml | 42,0ml | 44,0ml | 45,0ml
Koncentrovany konjugat 320ul | 330pl | 350u | 360ul | 380ul | 390ul | 410ul | 420ul | 440ul | 450l
konecny objem 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42m| | 44,44m| | 45,45m|
pocet prouzki 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
zfedovaci / promyvaci pufr | 47 om| | 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml |53,0ml | 54,0ml | 56,0ml | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml
Koncentrovany konjugat 470yl | 480ul | 500ul | 510ul | 530ul | 540pl | 560ul | 570ul | 590ul | 600ul
konecny objem 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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