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1. Ugel pouziti
Testovaci souprava (kit) Line Immunoblot slouzi ke kvalitativnimu prokazani protilatek IgG, popf. IgM, specifickym vudi
Treponema pallidum v lidském séru. Tato souprava mize byt pouZita pfirozsifené diagnostice syfilis jako potvrzujici test,
pokud je vysledek pfedchoziho orientacniho testu spomy nebo p ozitivni.
2. Princip testu
Bilkoviny patogenu (antigeny) jsou specialnitechnikou pfeneseny ve formé paskl na nitrocelulézovou membréanu.
Nitrocelul6zova membrana je potom rozstfihananajednotlivé prouzky.
Inkubace nitrocelulézovych prouwzkt nesoucich antigen se vzorky lidského séra/plazmy umo zriuje prokazat stavajici
specifické protilatky. Po odstranéni nenavazanych protilatek promytim jsoujednotlivé nitrocelulézové prouzky inkubovany
s alkalickou fosfatazou konjugovanou s protilatkami protilidskym Ig G popfipadé IgM. Po odstranéni nenavazaného
konjugatu promytim zviditelni se vytvofené imunokomplexy antigen-protilatka reakci se substratem, ktery plsobenim
enzymu vytvari modrofialové zbarvené prouzkyv misté lokalizace imunokomplexu. Reakce enzym-substrat se zastavi
promytimnitrocelul6zovych prouzkd destilovanou vodou / deionizovanou vodou . Podle vytvofeného spektra paskl na
membrané, odpovidajicich jednotlivym antigenlim |ze usuzovat na pfitomnost sp ecifickych protilatek tfidy Ig G p opfipadé IgM
proti ttmto antigenum.
3. Obsah baleni
3.1 Souprava pro 16 analyz
1. IgG popr.lgM Nitrocelulé6zové testovaci prouzky s antigeny, zesilené folii,
setfidénév sesitku, pfipravené k pouziti 1x 16 prouzku
2. Kontrola hraniéni(cutoff) IgG popr. IgM, lidské sérum, pfedem zfedény 1x 1,0 ml
3.  Rediciroztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervaénim prostiedkem a Tris 1x 50 ml
4.  Konjugat alkalicka fosfataza konjugovana s kozi protilatkou
proti lidskym IgG nebo IgM (100 x konc.)s konzervaénim prostfedkem 1x 0,7 ml
5.  Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 1x 57 ml
6.  Protokolovacilist k zaznamim a archivovani vysledkud 1x 1 kus
3.2 Souprava pro 32 analyz
1. IgG popfr.IgM Nitrocelul6zové testovaci prouzky s antigeny, zesilené fdlii,
setfidénév sesitku, pfipravené k pouziti 2X 16 prouzku
2. Kontrola hrani¢ni (cutoff) 1gG popf. IgM, lidské sérum, pfedem zfed ény 1x 1,0ml
3. Rediciroztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzerva&nim prostfedkem a Tris 2X 50 ml
4. Konjugéat alkalickafosfataza konjugovana s kozi protilatkou
protilidskym IgG nebo IgM (100 x konc.)s konzervaénim prostfedkem 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 1x 57 ml
6. Protokolovacilist k zaznamdmaarchivovani vysledkd 1x 1 kus
3.3 Ctrl set (control set): Available as accessory
T. pallidum IgG LINE Ctrl-Set WN150K60
T. pallidum IgM LINE Ctrl-Set WN150K80
IgG nebo IgM ovladaci prvky pripravené k pouziti Zkratka
0,5 mllIgG, nebo neg. ctrl. / negativnikontrola, lidské sérum/plazma se NEG
0,5 mligM stabilizatory bilkovin a konzervacnilatkou, pfipraveno k pouziti
1,0 mllgG, nebo Vypnuti kldvesy Ctrl. / Cut off control, lidské sérum/plazma se co
1,0 mligM stabilizatory bilkovin a konzervacnilatkou, pfipravené k pouziti
0,5 mllgG, nebo poz. Ctrl. / pozitivnikontrola, lidské sérum/plazma se POS
0,5 mligM stabilizatory bilkovin a konzervacnilatkou, pfipravené k pouziti
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Pozitivni pasma > mezni pasmo lze pfevzit zdodaného certifikatu.
Negativni kontrola nevykazuje zadné pasy nebo zadné pasy relevantni pro hodnoceni > cut off band..

4. Prechovavania upotiebitelnost testovacich souprav a reagencii

Testovaci soupravu prechovavejte pfi2 az8°C. Upotrebitelnost jednotlivych slozek je vyznacena na jejich Stitcich,

upotrebitelnost soupravy’(datum expirace- viz pfislusny certifikat o kontrole kvality.

1. Jednotlivé reagencie nenechte zmrznouta nevystavujte je vysokym teplotam.

2. Reagencie nepouzivejte po uplynuti jejich data upotrebitelnosti.

3.  Neponechavejtereagencie na pfimémsvétle.

4. Roztok substratu BCIP/NBT je citlivy na svétlo a musi byt pfechovavan vetmé..

5. Nitrocelul6zovétestovaci prouzky povyjmuti ze sackuihned pouzijte. Sacek se zbylymiprouzky opét pevné
uzavfete a pfechovaveijte pfiteploté 2 az8°C. K archivacivysledk( by mély byt nitrocelulézové testovaci prouzky
bezpodminecné chranény pied pfimym sluneénim svétlem, aby se zabranilo jejich vyblednuti.

Materidl Stav Skladovani Stabilita
zkuSebnivzorky nezifedény +2 az +8°C 1tyden
. N _— +2 az +8°C (skladovani .
testovaci prouzky po otevieni v soucasné dodanémsacku) 3 mésice
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
] po otevieni +2az+8°C 3 mésice
konjugét — -
zfedény +2 az +8°C cca6hod
substrét po otevreni *2az +83$é(t<|::r:]e)mte pred 3 mésice
po otevreni *2az +8S$é(t<|:ehr;a)mte pred 3 mésice
. po zfedéni (pfipraveny < a0 .
praciroztok K pouziti) +2 az+8°C 4tydny
po zfedéni (pfipraveny k L .
bouiti) nebo pokojovateplota 2 tydny
5. Preventivni opatfeni a varovna upozornéni

1. Jako kontrolni sérajsou vyuzivana pouze séra, ktera byla testovana a shledana negativni na protilatky proti HIV1/2aHCV
a napovrchovyantigen HBsAg viru hepatitidy B.. Pfesto by méla byt kontrolni séra, vzorky, zfed éné vzorky, konjugaty a
nitro-celulézové testovaci prouzky povazovana za potencialné infek&ni material a mélo by s nimi byt jako s takovymi
zachazeno. Plati pfislusné smérnice pro pracev laboratofich..

2. Priprovadéniimmunoblotu je tfeba pouzivat jed norazoveé rukavice a pinzetu zumeélé hmoty.

3. Likvidacepouzitého materialu se uskute¢iuje p odle specifickych smérnic platnych v konkrétni zemi p ouziti.

4.  Inkubaénivanicky jsou vyrobcem koncipovany pouze pro jedno pouziti. Vicenasobné pouziti téchto inkubacnich vanicek je
nazodpovédnosti uzivatele. Pfi event. vicenasobném p ouziti doporucujeme inkubacni vanicky po pouziti nékolik hodin
dezinfikovat v 1% roztoku chlomanu sodného, potom vy istit a d ikladné vyplachnout vodouz vodovodu a
destilovanou/demineralizovanouvodou.

6. Dodatecné potiebny material (neni dodavan soucasné)

1. Inkubacnivanicky (v pfipadé potfeby |ze objednat pod objednacim ¢islem WE300.08)

2. Vertikalnitfepacka, pfipadnés naklapénim (nerotacni!)

3.  Promyvacilahev

4. Pipetanebo ruéni promyvacka

5.  Mikropipety 5 pl - 1500 pl

6. Spiskymikropipet

7.  Zkumavky navzorky objemu2-20ml
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8. Pinzetaz umélé hmoty
9. Destilovanavodanebo deionizovanavoda
10. Filtracnipapir

7. VySetfovany material

Jako zkoumany material |ze powzit sérum a plazmu (pfitom neniddlezity druh antikoagulancii), i kdyzv tomto pfibalovém
letaku je zminéno pouze sérum.

8. Provedenitestu

Pro dosazeni spravnych vysledkli se musipfesné dodrzovat pracovnipredpisfirmy VIROTECH Diagnostics.

8.1 Pripravavzorki

1. Navzorek pacientaje zapotfebi 15 pl séranebo plazmy.

2. Vzorky krve by mély byt odebirany asepticky venepunkci. Po UpIné koagulacije tfeba sérum oddélit (u plazmy odpada).
Pro delS$i pfechovavani musi byt sérazmrazenana - 20°C.

3. Séra senesmiopakovan ézmrazovata rozmrazovat.

4.  Séra, kterd bylatepelnéinaktivovana nebo jsou lipémicky, hemolyticky nebo mikrobialné kontaminovana mohou vést
k chybnym vysledkdm a neméla by byt proto pouzivana.

5. Nepouzivejte zakalena séra (zejména po roztani pokud bylazmraZend), popfipadé se zakal odstrani centrifugovani (5
minut pfi 1000 x g), ¢iry supernatant odpipetujte a pouZzijte pfitestu.

8.2 Pfiprava reagencii

1. Kadaptacinalaboratomipraxilze pouzit vSechna €inidla LINE a EcoBlot v jed nom testovacim cyklu se stejnymi ¢asy
inkubace akomponenty rliznych parametrti zraznych $arzi. Cut off kontroly se provadéji podle parametrd a Sarze.

2. Pred zfedovanim koncentrovanych reagencii se musivytemperovat na teplotu mistnosti. Pouzivejte pouze destilovanou
vodu/deionizovanou vodu vysoké kvality a pracujte pfi teploté mistnosti.

3. Zfedénéroztokypfed pouzitim dobfe promichejte.

4. Zred'ovaci/ promyvaci pufr
Redici roztok/promyvaci pufrje k dispoziciv 10ti nasobné koncentraci. Redici roztok/promyvaci pufrse fediv poméru 1:10
destilovanou nebo deionizovanou vodou (10ml/50ml/100ml koncentratu + 90mlI/450mlI/900ml A. dest./deioniz.), d obfe
promichat.
Koncentrovany i nafedény fedici/promyvaci pufrmaze vykazovat zZluté zabareveni. Toto Zluté zabarveni vSak nema zad ny
vliv natrvanlivost a funk&nost Fediciho/promyvaciho p ufru anina diagnostickou vypovidaci schopnost provadéného testu.

5. Konjugat IgG popf.IigM
Konjugat 1+ 100 nafedte finalné zfed énym zfedovacim / promyvacim pufrem a dobfe promichejte. Na kazdy vzorek je
zapotrebi 1,5 ml nafedénéhoroztoku konjugatu. Viz tabulku ke zfedovanikonjugatu (bod: ,Schéma pribéhu testu®).

6. Roztoksubstratu
Roztok substratu je dodavan pfimo k pouZiti..

8.3 Provedenitestu Imunoblot

Pozor: Nitrocelul6zovétestovaci prouzky sméji byt testovany pouze ve schvalené (povolené) tridy Ig
(viz etiketu na sesSitku Blot a oznaceni na kazdém jednotlivémtestovacim prouzku).

Pro spravné provedeniaposouzeni Treponemapallidum LINE musi byt pfi kazdémtestu soucasné
provedena Cut off kontrola odpovidajici parametriima sarzi.

Pro spolehlivou diagnostiku baktérie treponemy pallidum by mél byt v testu LINE
proveden prikaz protilatek tridy IgG a IgM
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10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.

8.4

9.

Test se provadi priteploté mistnosti.
Pro kazdy vzorek viozte po jednomprouzku do zlabku isté inkubacni vani¢ky. Prouzkd se pokud mozno dotykejte pouze
naoznaceném homim konci.

Napipetujte 1,5ml zufed’ovaci/ promyvaci pufra viozte na tfepacku.. Dbejte nato, aby nitrocelul6zové testovaci
prouzky byly kapalinou p okryty stejnomémé. Prouzky nesméji béhemcelého provadénitestu oschnout.

Zesilené nitrocelulézové testovaci prouzky se béhem minuty zcela navihéi a mohoubytinkubovany v poloze zadni stranou
doll, predni stranou dolli nebo v poloze na strané.

Na kazdych 15pl séra/plazmy pacienta €i 100yl pozitivni/negativnikontroly Cutoff pipetujte, pokud moznona
hornim, ozna¢eném konci prouzku. Pacientovo séruma kontrolu nechte 30 minut inkubovat na tfepacce.. Pfi pipetovania
nasledujicim odsavani dbejte nato, aby nedoslo k vzajemné kontaminaci ostatnich vzorkd.

Zcela odsajtekapalinu ze Zlabku nebo opatmé odlijte. PFi odlévani kapaliny z(stanou nitrocelulézo vé testovaci prouzky
ulpélé nadné zlabku. Zbylou kapalinu odkapejte na filtracni papir.

Prouzky se promyji 3 x 5minut 1,5 mlz nafedéného promyvaciho pufru na tfepacce.. Promyvaci pufrvzdy
kompletné odsajte nebo odlijte. Pfed ukoncenim posledniho promyti pfipravte potfebné mnozstvi Cerstvého zfed éného
konjugatu (viztabulka).

Zcela odsajtenebo odlijte kapalinu ze Zlabku (vizbod 6).
Napipetujte 1,5ml zfedéného konjugatudo Zzlabkls prouzy ainkubujte 30 minutnatfepacce .
Zcela odsajtenebo odlijte kapalinu ze Zlabku.

Prouzky se promyji 3 x 5minut 1,5 ml z nafedéného promyvaciho pufru na tfepacce.. Promyvaci pufrvzdy
kompletné odsajte nebo odlite . Dale promyvejte 1 x 1 minutu destilovanou/deionizovanou vodou.
Zcela odsajtenebo odlijte kapalinu ze Zlabkl (vizbod 6).

Napipetujte 1,5ml substratu dozlabk( anechte vyvijetzbarvenina trepacce 10+ 3 minut.

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

Odlijte destilovanou nebo deionizo vanou vodu a nechte prouzky oschnout na ¢istém filtracnim papife. Zabarveni pozadi,
které Ize pozorovat u vihkych nitrocelul6zovych testovacich prouzkd, se u oschlych prouzk(i zcela ztraci. Zesilené
nitrocelul6zové testovaci prouzky vyzaduji v porovnani s obvyklyminitrocelulézovymitestovacimiprouzky trochu vice
¢asu, nezoschnou.

Pro vyhodnoceni pouzivejte pfipojeny vyhodnocovaci protokol. Popis jednotlivych prouzkii na protokolu apfimo naNC
Vam usnadni vyhodnoceni vzork( pacient(.

|Schéma provedeni testu viz posledni strénku|

Pouziti analyzatord Imunoblot

Pro automatické zpracovani Blot a LINE jsou schvaleny tyto pfistroje: Apollo a Profiblot. V zasad & jsou vhodné v§echny
automaty Blotobvyklé natrhu.

Vyhodnoceni testu

9.1

Je spolehlivému vyhodnoceni je kazdy z prouzk(i LINE vybaven d véma kontrolami::

1.

kontrolou séra

Pouze po inkubacise sérem pacienta se pod oznacovaci linii objevipruhinkubace séra.

kontrolou konjugatu

Pasek LINE je vybaven kontrolnim pasem konjugétu, ktery se zobrazi po inkubaci s odpovidajicim konjugatem.

Provedenitestu je platné, pokud je na vyvolanych nitrocelul6zovych prouZcich zfetelné rozeznatelna jak kontrolaséra tak i
interni kontrola konjugatu.
Polohukontrolniho paskuséra a konjugatu najdete na protokolu..

Vyhodnoceni vzorki pacientd

Polohu a oznaceni reakénich pruhd zjistite v protokolovacim listu.
pruhylgGalgM: TpN47, TmpA, TpN17, TpN15
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9.2 Pouziti hrani€éni kontroly Cut off
Pruhy, jejichzintenzita je slabsi nez pruh( Cut off (Tpn 47) hrani¢ni konftroly Cut off, nejsoudo vyhodnoceni zahrnovany.
Pruhy TpN47 musi vykazovat slabou intenzitu.

Posuzovaniintenzity pruht:

Pruhy TpN 47: Intenzita pruhl TpN 47 hrani¢nikontroly Cut off stanovuje zhodnoceni v§ech bilkovinnych pruht
tfid IgG a lgM takto:
® NizsSiintenzitanez pruhuTpN 47 hrani¢ni kontroly Cut off = 0

® Stejnaintenzitajako pruhu TpN47 hrani¢ni kontroly Cut off
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Ze souctu intenzit pruhii vyplyva celkové posouzeni.

9.3 Vyznam antigent
Soupis pouzitych rekombinantnich bilkovin antigenu Treponema pallidum (5, 6).
Antigen/ Vyznam antigenu Specificnost protilatekv testu LINE
oznaceni
TpN47
TmpA Detektor pro primarni, sekundarni a latentni syfilis (5, 6) o . L
vysoce specifické pro vS§echna stadia
(TpN44,5) .
infekce
TpN17
TpN15
Upozornéni: Kombinace vysoce specifickych antigend, které jsou uvedeny v tabulce, se zaméfuje na podminky patentt
(drzitel patenta S. Krell) €islo: DE 195 36 166 C1a EP 0 855 032 B1, a smérnice k sérologické diagnostice
syfiilidy, MIQ 2001: syfilis (Hagedorm) (4).
9.4 Kritériavyhodnoceni

Interpretace sérologickych vysledkd by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologické tdaje a dalsi laboratomi néalezy,
které jsouk dispozici.

9.5

posouzenilgG posouzenilgM
soucet intenzit prouzku interpretace soucet intenzit prouzkii 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.

Omezeni testu

1. Negativnivysledek testu Blot pfestozcelanevyluéuje moznostinfekce vyvolané Treponema pallidum. Vzorek mohl byt

odebran pred vznikem protilatek nebo titr protilatek lezi pod prikazni hranici tohoto testu.

2.V malo ¢etnych pfipadech mohou séra pacientu 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
vy§etfeno jinymi sérologickymi metodami.

3. Nelze u¢initdiagnosticky zavér ohledné neurosyfilidy a novorozenecké syfilidy, protoze k evaluizacinebylak dispozici
odpovidajici séra, popfipadé vzorky moku.
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Na zaklad é vysoké homologie DNA Treponema pallidum subspezies pallidum (syfilida), endemicum (endemickasyfilida)
a pertenue (frambézie, yaws), Casteéné i Treponema carateum (pinta)lze ocekavat kfizové reakce. To pro aplikaci
sérologickych testd znamena, Ze neni mozné diferencialni diagn6zou oddélit nevenerické treponematozy (4).

U pacientu s latentni syfilidou (Lues latens)mize v ojedinélych pfipadech dochazet k diskrepantnim vysledkim mezi
19S-IlgM-FTA-ABS a rekombinantnimi testy Blot nebo také ElAs. PFi¢ina téchto diskrepanci zatim neni znama.

Pri interpretaci vysledk( IgM, které jsou izolované s meznimi hodnotami popF. pozitivni, u gravidnich Zzen, je nutno
zohlednit moZnost pfitomnosti multi-reaktivnich protilatek IgM. Tyto vysledky by mély byt prokazany dal§imitesty (19S-
IgM-FTA-ABS (IgM-ELISA) nebo testem VDRL).
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10. Schéma provedeni _testu

Provedeni testu

inkubace vzorkl

promyvani
inkubace s konjugatem

promyvani

inkubace se substratem

zastaveni vyvoje barvy

30 minut

3 X 5 minut

30 minut

3 x 5 minut
1 x 1 minuta

10+ 3 minut

3 x bez meziinkubace

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

1,5 mlzfedovaciho/ promyvaciho pufru
1,5mlp zfedéného konjugatu (1 +100)

1,5 mlzfedovaciho/ promyvaciho pufru

destilovanou/ deionizovanou vodou

1,5 mlroztoku substratu

1,5 mldestilované /deionizované vody

Tabulka fedéni_konjugatu :

(zaokrouhlené)

pocet prouzku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
zied’'ovaci / promyvaci pufr 1,5ml 3,0ml 4,5ml 6,0ml 7.5ml 9,0ml 11,0ml [12,0ml | 14,0ml | 15,0ml
Koncentrovany konjugat | 15y 30ul 450 60ul 754l 90yl 110ul | 120u | 140ul | 250ul
koneény objem 1.515ml| 3.03ml_[ 4,545ml| 6,06ml_| 7,575ml| 9,09ml | 11.11ml| 12.12ml{ 14,14ml]| 15.15ml
poéet prouzki 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
zfed'ovaci / promyvacipufr | 17 oml | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29,0mI | 30,0ml
Koncentrovany konjugat | 17ou | 180w | 200w | 210w | 230w | 240w [ 260w [ 270w [ 290w | 300u
koneény objem 17,17ml| 18,18ml [ 20,2ml | 21,21ml| 23,23ml| 24,24ml | 26,26ml| 27,27ml| 29,29ml| 30,3ml
poéet prouzki 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
zfed'ovaci / promyvaci pufr | 32 oml | 33,0ml | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41,0ml | 42,0ml | 44,0ml | 45.0ml
Koncentrovany konjugat | 3oou | 330w | 350u | 360w | 380w | 390w [410m [ 420w [ 440w | 450u
koneény objem 32,32ml| 33,33ml | 35,35ml| 36,36mI| 38,38mI| 39,39ml | 41,41ml| 42,42ml| 44,44mI| 45,45ml
poéet prouzki 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
zfed'ovaci / promyvaci pufr | 47 oml | 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml |56,0ml |57,0ml |59,0ml | 60,0ml
Koncentrovany konjugat | 47ou | 480w | 500u | 510m | 530w | 540 [ 560m | 570w | 590 | 600w
koneény 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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