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1. Uréené pouziti

Testovaci souprava Line Immunoblot pro kvalitativni detekci specifickych IgG/IgA protilatek v lidském séru, které jsou namifeny
proti antigenim 70kb virulentniho plazmidu patogennich bakterii rodu Yersinia. Detekce reaktivnich past se pouziva
v diagnostice nasledku infekce bakteriemi rodu Yersinia (napf. reaktivni artritida). Test neni vhodny pro diagnostiku akutnich
stfevnich onemocnéni.

2. Diagnosticky vyznam

Rod Yersinia patfi do celedi Enterobacteriaceae. Spole¢né s lidskymi patogeny Y. enterocolitica, Y. pestis a Y.
pseudotuberculosis zahrnuje i dalSi nepatogenni druhy (1).

Yersinie se vyskytuji v mirném a subtropickém klimatickém pasu po celém svété. NejvyznamnéjSimi bakterialnimi rezervoary
Y. enterocolitica a Y. pseudotuberculosis, pavodcl enteralni yersinidzy, jsou latentni infekce u teplokrevnych divokych a
domacich zvifat (zejména domacich prasat), jejichz exkrementy kontaminuji prostfedi (2, 3). Pfenos na ¢lovéka je pfevazné
alimentarni.

Infekce Y. enterocolitica se po inkubaéni dobé pfiblizné 14 dnli manifestuje prevazné jako mezentericka lymfadenitida, ktera
se klinicky projevuje jako enteritida, pseudoapendicitida, ileitida nebo kolitida (4). Mohou se také vyskytnout extramezenterické
formy (20-30 % pripadu), lokalni infekce po diseminaci, septické formy a uzlinovy syndrom — s pfedchozi enteritidou nebo bez
ni.

Reaktivni artritida (€asto u HLA B27 pozitivnich pacientd) (5, 6) a erythema nodosum (7) patfi mezi nejcastéjsi
imunopatologické komplikace infekci Y. enterocolitica. Reaktivni artritida se obvykle objevuje po 1 az 3 tydnech bez pfiznaki,
zejména v kloubech dolni poloviny téla [8].

Dulezité faktory patogenity yersinii jsou vazany na pfitomnost virulentniho plazmidu, ktery mimo jiné kéduje sekretované
proteiny spojené s virulenci, oznaované jako YOP (vnéjSi membranové proteiny Yersinii).

Tyto YOP jsou produkovany pouze kmeny yersinii patogennimi pro ¢lovéka (homologie sekvence DNA 70-100 %). Detekce
protilatek proti t&€mto sekretovanym proteinim proto pfedstavuje vysoce specifickou a velmi citlivou metodou pro sérologickou
diagnostiku vSech forem yersiniozy (9).

V akutni fazi (10-14 dni po infekci) Ize obvykle detekovat specifické protilatky (IgM, IgA a IgG) proti rGznym sekretovanym
proteindm (10). Ne vzdy se vSak tvofi protilatky proti vSem yersiniovym antigendm. Ne vzdy jsou také produkovany v§echny
tfidy protilatek (11).

Protilatky tfidy IgM se vyskytuji v tésné ¢asové souvislosti s klinickou manifestaci moznych imunopatologickych komplikaci
(reaktivni artritida; erythema nodosum) a pfetrvavaji ve vétsiné pfipadd pouze 1-3 mésice a pravidelné vymizi do 6 mésicu
[12].

IgA odpoveéd je také dulezita, protoze tato tfida protilatek je témér vzdy detekovatelna u aktivni yersiniézy. Reaktivita IgA mGze
trvat pfiblizné 2 — 6 mésicu, pokud je prabéh nekomplikovany. U chronické yersiniézy miize reaktivita IgA pretrvavat 2—3 roky,
v jednotlivych pfipadech i déle (12). Odpovidajici sérologické testy maji tedy smysl pouze v delSich intervalech 4—6 mésica.
IgG protilatky pretrvavaji fadu let.

PFi testovani némeckych darcl krve bylo mozné protilatky IgG detekovat ve 41 % pfipadd (16).

3.  Princip testu

Proteiny patogenniho antigenu jsou pfenaseny na nitrocelulézovou membranu specidlnim procesem rozprasSovani.
Nitrocelulézova membrana se poté rozifeze na jednotlivé prouzky.

Inkubace antigenem potazenych nitrocelulézovych prouzki se vzorky lidského séra nebo plazmy umoziiuje detekci
specifickych protilatek. Tyto protilatky vytvareji imunokomplexy s antigenem fixovanym na testovacim prouzku. Po odstranéni
nenavazanych protilatek v promyvacich krocich jsou jednotlivé nitrocelulézové prouzky inkubovany s protilatkami proti lidskym
IgG resp. IgA, konjugovanymi s alkalickou fosfatdzou. Po odstranéni nenavazanych konjugovanych protilatek v dalSim
promyvacim kroku se provede vizualizace komplexu antigen/protilatka (navazané protilatky) pfidanim nebarevného substratu,
ktery tvofi modrofialové precipitaty na mistech (,antigenové pruhy*), kde se navazaly konjugované protilatky proti lidskym
protilatkdm. Reakce enzym/substrat se zastavi promytim nitrocelulézovych paskl destilovanou (deionizovanou) vodou. V
zavislosti na pozorovaném vzoru (patternu) pruh Ize interpretovat pfitomnost specifickych IgG resp. IgA protilatek.
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4.

Obsah baleni

4.1

4.2

5.
6.

Souprava pro 32 stanoveni

Nitrocelul6zové testovaci prouzky s antigenem nanesenym rozpraSovanim (pevné prouzky stabilizované

na plastoveé fdlii), utfidéné do bookletu, k pfimému pouziti
IgG resp. IgA Cut off kontrola, lidské sérum, predfredéné

Redici/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s Tris a konzervaéni latkou

Protilatka (kozi) proti lidskému IgG resp. IgA (100x konc.)
konjugovana s alkalickou fosfatazou, s konzervacni latkou
Substrat (BCIP/NBT), k pfimému pouziti

Zaznamovy list pro zapis a ulozeni vysledkl

Souprava pro 96 stanoveni

Nitrocelul6zové testovaci prouzky s aplikovanym antigenem (pevné prouzky stabilizované

na plastoveé félii), utfidéné do bookletu, k pfimému pouziti
IgG resp. IgA Cut off kontrola, lidské sérum, pfedfedéné

Redici/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s Tris a konzervaéni latkou
Protilatka (kozi) proti lidskému IgG resp. IgA (100x konc.)

konjugovana s alkalickou fosfatazou , s konzervaéni latkou
Substrat (BCIP/NBT), k pfimému pouziti
Zaznamovy list pro zapis a ulozeni vysledkl

Na vyzadani také k dispozici:

IgG resp. IgA - pozitivni kontrola, lidské sérum, pfedfedéné, 1,0 ml.

Znazornéni pozitivnich pruhl > Cut-off pruh naleznete v certifikatu pfilozeném k soupravé.
(C. vyrobku.: IgG: WE242P60 resp. IgA: WE242P40)

IgG/IgA- negativni kontrola, lidské sérum, predfedéné, 1,0 ml.

2x 16 prouzku

1x 1,0 ml
2x 50 ml
1x 0,7 ml
1x 57 ml
1x 1 kus

3x 32 prouzk

2x 1,0 ml
4x 50 ml
3x 0,7 ml
3x 57 ml
3x 1 kus

Negativni kontrola nevykazuje Zadné pruhy nebo zadné pruhy relevantni pro hodnoceni. > Cut-off pruh.
(C. vyrobku.: IgG/IgA: WE242N20)

Skladovani a stabilita testovacich souprav a komponent

Testovaci soupravu skladujte pfi teploté 2—8 °C. Doba pouzitelnosti jednotlivych slozek je uvedena na pfislusném $titku; doba
pouzitelnosti soupravy je uvedena v certifikatu kontroly kvality.
1.

Nevystavuijte jednotlivé slozky soupravy vysokym teplotam ani je nezmrazuijte.

2. Nepouzivejte reagencie soupravy po uplynuti doby pouzitelnosti.

3. Béhem skladovani nevystavuijte reagencie silnému svétlu.

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

5. Nitrocelulézové testovaci prouzky: Prouzky pouzijte ihned po vyjmuti ze sacku. Sacek s nepouzitymi prouzky opét
bezpectné uzaviete a uchovaveijte pfi teploté 2—8 °C. Pri ukladani vysledkd do archivu dbejte na to, aby byly nitrocelulézové
testovaci prouzky chranény pred pfimym slune¢nim zafenim, aby nedoslo k vyblednuti pruht.

Material Stav Skladovani Doba
pouzitelnosti
Testované vzorky Nefedéné +2 az +8°C 1 tyden
. 5 _— +2 az +8°C L
Testovaci prouzky Po otevreni (uchovavané v dodaném sacku) 3 mésice
Kontroly Po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
Po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
Konjugat
Naredény +2 az +8°C ccabh
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+2 az +8 °C (chrarite pred

Substrat Po otevieni - 3 mésice
svétlem)

Po otevreni *2az+8 Cv (chrarite pred 3 mésice
svétlem)

Promyvaci roztok Konecné fedént (k primému +2 a7 +8 °C 4 tydny

pouziti)
Konecné fedéni (k pfimému - L . .
pouiti) nebo pfi pokojové teploté 2 tydny

6. Bezpecnostni opatieni a upozornéni

1. Jako kontrolni séra se pouzivaji pouze séra, ktera byla testovana jako negativni na protilatky proti HIV1, HIV2, HCV a na
povrchovy antigen hepatitidy B. Nicméné se vSemi vzorky, nafedénymi vzorky, kontrolami a konjugatem a také s prouzky
s antigenem je tfeba zachazet jako s potencialné infekénim materialem. Pro zachazeni s produkty dodrzujte laboratorni

pokyny.

2. Pfi manipulaci s imunoblotem pouZzivejte plastové pinzety a noste ochranné rukavice.
3. Dodrzujte platné mistni pfedpisy pro likvidaci odpadu.

4. Inkubaéni vanicky jsou vyrobcem uréeny pro jednorazové pouziti. Opétovné pouziti inkubacnich nadob je na vlastni riziko
uzivatele. Pokud maji byt inkubacni vani¢ky znovu pouzity, doporucujeme je po pouziti nékolik hodin dezinfikovat v 1%
roztoku chlornanu sodného a poté dikladné oplachnout vodou z vodovodu a nasledné destilovanou nebo deionizovanou

vodou.

7. Dalsi potfebny material (neni souc¢asti dodavky)

Pipetova plnicka

Plastové pinzety

© © NGO ON=

-

Filtrani papir

8. VySetirovany material

Zkumavky, objem 2-20 ml

Promyvaci lahev pro zastaveni reakce
Pipeta nebo ruéni promyvacka
Mikropipety 5 pl - 1500 pl

Destilovana nebo deionizovana voda

Inkubacni miska (v pfipadé potfeby k dispozici pod obj. ¢.: WE300.08)
Trepacka (vertikalni, nikoli centrifugalni)

Jako testovany material Ize pouzit sérum i plazmu, pfestoze v pfibalovém letaku je uvedeno pouze sérum. Vzorky plazmy

mohou obsahovat libovolny antikoagulant.

9. Postup testu

Pfesné dodrzovani pracovniho kédu je predpokladem pro ziskani spravnych vysledku.

9.1 Priprava vzorku

1. Pro pfipravu kazdého vzorku je zapotfebi 15 pl séra nebo plazmy.

2. Vzorky krve je tfeba odebrat oddélené venepunkci. Sérum se oddéli po Uplné koagulaci (neplati pro plazmu). Pokud maji
byt séra skladovana dlouhodobé&, musi byt zmrazena na —20 °C.

3.  Zabrarite opakovanym cyklim zmrazovani a rozmrazovani.

4. Tepelné inaktivovana, lipemicka, hemolyticka nebo mikrobiologicky kontaminovana séra mohou vést k chybnym

vysledkim, a proto se nesmi pouzivat.

5. Nepouzivejte zakalené vzorky (zejména po rozmrazeni), v pfipadé potfeby centrifugujte (5 minut pfi 1000 x g), pipetou

odeberte

Cisty supernatant a pouzijte pro testovani.
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9.2

Priprava reagencii
Pro usnadnéni rutinni laboratorni prace mohou byt vSechny testy fady LINE zpracovany spole¢né v jednom testovacim
béhu s pouzitim stejnych inkubaénich ¢asu a stejnych komponent — pokud jsou nezavislé na parametrech a Sarzich. Cut
off hodnoty kontrol jsou nyni specifické pro dané parametry a Sarzi.
Pred pfipravou fedéni vytemperujte odpovidajici koncentrat na pokojovou teplotu (20-25 °C). Pouzivejte pouze
vysoce kvalitni destilovanou/deionizovanou vodu, pfed pouzitim vytemperovanou na pokojovou teplotu (20-25°C).
Pfed zahajenim testu dana fedéni dobfe promichejte.
Redici/promyvaci pufr:
Redici/promyvaci pufr se dodava ve form& 10nasobného koncentratu. Zredte koncentrat fediciho/promyvaciho pufru v
poméru 1:10 destilovanou nebo deionizovanou vodou (10 ml / 50 ml / 100 ml koncentratu + 90 ml / 450 ml / 900 ml
destilované nebo deionizované vody), dobfe promichejte.
Jak koncentrovany, tak i zfedény fedici/promyvaci pufr mize mit Zluté zbarveni. Toto zbarveni neovliviiuje stabilitu
fediciho/promyvaciho pufru ani funkci €i spolehlivost diagnostického testu.
IgG-, resp. IgA konjugat
Naredte konjugat 1 + 100 zfedénym fedicim/promyvacim pufrem a dukladné promichejte. Pro kazdy vzorek séra je
potfeba 1,5 ml pracovniho roztoku konjugatu. Viz tabulka fedéni konjugatu (viz také ,Postup testu®)
Substratovy roztok
Substratovy roztok je uréen k pfimému pouziti.

9.3 Postup imunoblotovaciho testu
Pozor: Nitrocelul6zové testovaci prouzky mohou byt testovany pouze ve schvalené tridé Ig
(viz Stitek na bookletu daného testu a oznaceni na kazdém jednotlivém testovacim prouzku).
Pro spravné provedeni a vyhodnoceni testl Yersinia enterocolitica LINE by mél kazdy testovaci béh
zahrnovat prislusné parametry a cut-off kontroly specifické pro danou Sarzi.

1. Test musi probihat pfi pokojové teploté.

2. Pro kazdy vzorek vlozte 1 prouzek do drazky Cisté inkubacni nadoby. Uchopte prouzek pouze za vyznaéeny horni konec.

3.  Napipetujte 1,5 ml pfipraveného fediciho/promyvaciho pufru a polozte na tfepacku. Dbejte na to, aby byly prouzky
antigenu dlsledné ponofené, prouzky nesmi béhem celého testovaciho postupu vyschnout.

4. Béhem jedné minuty jsou prouzky s antigenem dostate¢né navlihéeny a mohou byt inkubovany v poloze licem nahoru, do
strany nebo dold.

5. Pridejte pipetou15 pl séra nebo plazmy pacienta nebo 100 pl cut-off nebo pozitivni/negativni kontroly, pokud mozno
na horni oznaceny konec prouzku. Inkubujte sérum pacienta a kontrolu po dobu 30 minut na tfepacce. Ujistéte se, ze
béhem pipetovani a nasledného vylévani nedochazi ke kfizové kontaminaci mezi jednotlivymi vzorky pacientu.

6. Odsajte nebo opatrné vylijte veskerou kapalinu z draZzek. B€hem vylévani kapaliny zUstavaji prouzky antigenu na dné
drazky. Zbylou tekutinu osuste celul6zovym papirem.

7. Promyvani prouzkl: Inkubujte opakované s 1,5 ml pfipraveného fediciho/promyvaciho pufru po dobu 3 x 5 minut na
tfepacce. Promyvaci pufr vzdy uplné vylijte nebo odsajte. Pfed ukon&enim posledniho promyvaciho kroku pfipravte
potfebné mnozstvi €erstvého Fedéni konjugatu (viz tabulka).

8. Odsajte nebo zcela vylijte kapalinu z drazek (viz bod 6).

9. Napipetujte 1,5 ml pfipraveného Ffedéni konjugatu do odpovidajici inkubacni drazky a inkubujte
30 minut na tfepacce.

10.  Vylijte nebo zcela odsajte kapalinu z drazek.

11.  Promyvani prouzkd: Inkubujte opakované s 1,5 ml pfipraveného fediciho/promyvaciho pufru po dobu 3 x 5 minut na
tfepacce. Promyvaci roztok vzdy zcela vylijte nebo odsajte. Poté promyjte 1 x 1 minutu destilovanou/deionizovanou vodou.

12.  Vylijte nebo zcela odsajte kapalinu z drazek (viz bod 6).

13.  Napipetujte 1,5 ml substratového roztoku k pfimému pouziti do kanalku a inkubujte 10 + 3 minuty na tfepacce.

14. Zastavte barevnou reakci vylitim substratového roztoku . Poté prouzky bez inkubace 3 x promyjte 1,5 ml
destilované/deionizované vody.
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15.  Vylijte destilovanou/deionizovanou vodu a nechte prouzky oschnout na Cistém celulézovém papiru. Zbarveni pozadi, které
Ize pozorovat na vihkych prouZcich s antigenem, tpln& zmizi poté, co prouzky zcela oschnou. UpIné vyschnuti pevnych
prouzk( s antigenem trva o néco déle nez u béznych antigenovych prouzku.

16. K hodnoceni pouzijte pfilozeny zaznamovy arch pro hodnoceni. Pasy s vysokou specificitou znazornéné na zaznamovém
listu usnadriuji hodnoceni vzork(l pacientd.

iISchéma postupu testu je uvedeno na posledni stranég|

9.4 Pouziti zafizeni pro imunoblot
Pro automatické zpracovani blott a prouzk( fady LINE byly ovéreny nasledujici pfistroje: Apollo a Profiblot. V zasadé jsou
vhodné vSechna komeréné dostupna blotovaci zafizeni.

10. Interpretace vysledkt

Pro bezpecné hodnoceni je kazdy prouzek LINE vybaven dvéma kontrolami:
1. Kontrola séra:

Pouze po inkubaci se sérem pacienta se pod znackou objevi sérovy inkubaéni pruh.
2. Kontrola konjugatu:

Prouzek LINE je opatfen kontrolnim prouzkem konjugatu, ktery se objevi po inkubaci s pfislusnym konjugatem.
Provedeny test je platny, pokud je na vyvinutém nitrocelul6zovém testovacim prouzku jasné viditelna kontrola séra i interni
kontrola konjugatu.

Polohu prouzku séra a kontrolniho prouzku konjugéatu Ize nalézt na zaznamovém listu.

10.1 Pouziti cut-off kontroly
Prevalenéni pruh YopDD, ktery je aplikovan pouze na IgG testovaci prouzky, neni rovnéz zahrnut do hodnoceni. Pas YopDD
> nez cut-off pfi negativni sérologii svéd¢i o predchozim kontaktu s Yersinii.

10.2 Vyznam antigent
Antigen/ Molekulova VVznam antigenu Specificita protilatek v testech rady
oznaceni hmotnost y 9 LINE
YopM (2a) 48 kD
,Vn&jSi  membranové  proteiny
YopH (2b) 45kD yersinii“  (Yop) jsou proteiny
kédované plasmidem a uvolfiované Protilatky IgG a IgA proti ,vnéjSim
YopB (3) 42 kD bakteriemi, tvofené vSemi druhy | membranovym proteinim yersinii“ a V-
yersinii, které jsou pro C¢lovéka | Ag jsou vysoce specifické pro infekci
V-Ag (17) 38 kD patogenni. patogennimi yersiniemi.
YopD (4a) 36 kD Antigen V nebo také LcrV je Fizen
stejnymi regulanimi mechanismy
jako proteiny Yop, pouze byl z
YopE (5) 27 kD historickych divodl pojmenovan
jinak.

U Salmonella thyphimurium, Campylobacter jejuni nebo Brucella nedochazi ke zkfizenym reakcim (13, 14).

Pruh YopDD (posledni pruh na testovacim prouzku), ktery je pfitomen pouze na prouzku IgG, neni zahrnut do hodnoceni.
Pruh YopDD spojeny s negativnim nalezem o intenzité > nez cut-off svéd¢i o pfedchozim kontaktu s Yersinii.

10.3 Interpretacni kritéria
Interpretace sérologickych vysledkd by méla vzdy zohledriovat klinicky obraz, epidemiologicka data a vS§echny dal$i dostupné
laboratorni nalezy.
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> cut-off pruh

nékolik let.

Pattern pruhti Vyznam Hodnoceni
Bez pruh Zadné sérologické upozornéni na infekci bakteriemi rodu o
- . L Negativni
> cut-off pruh Yersinia nebo prodélanou yersiniézu.
Protilatky proti Yersinii jsou detekovatelné.
Jeden pruh . - . . e
Oslabena reakce pfi rekonvalescenci nebo pretrvavajici i
> cut-off pruh - e e . Suspektni
) protilatky nebo pravé zacinajici infekce. Doporucuje se
(mimo YopD) . i
nasledna kontrola.
Detekovatelné protilatky proti Yersinii. U vice nez 90 %
izolovany YopD (36 kD) pacienttd s Yersiniovou artritidou se vyvinou IgA protilatky Pozitivni
> cut-off pruh proti YopD. Mize se také jednat o nedavnou infekci nebo
pretrvavajici protilatky.
Detekovatelné protilatky proti Yersinii.
Dva pruhy . .. . . e
Pravdépodobna infekce. IgG- and IgA- mohou pfetrvavat Pozitivni

YopDD (prevalence)
> cut-off pruh

Pruh pozitivni prevalence. Indikuje pfedchozi kontakt s
bakteriemi rodu Yersinia

Je-li to mozné, je tfeba k posouzeni vysledku IgA zvazit také vysledky IgG , protoZe silné intenzity pruhd a velky pocet pruht
v testu IgG a IgA jsou typickym sérologickym obrazem reaktivni artritidy vyvolané yersiniemi (8).

Test Yersinia enterocolitica LINE je specificky upraven v rozsahu IgG tak, aby byly detekovany pouze Cisté titry. Pruh YopDD
prevalence , ktery ukazuje na pfedchozi kontakt s Yersinii, naznacuje obecnou prevalenci IgG.

10.4 Omezeni testu

1. Vysledky testu IgA i IgG LINE by mély byt zohlednény v diagnostice pacientt s podezienim na yersiniovou infekci.

2. IgA protilatky mohou po Uspésné lécbé pretrvavat 6 mésicu az 3 roky. IgG protilatky bézné pretrvavaiji fadu let.

3.  Zkfizené reakce se sérem proti Pseudomonas aeruginosa sice nehraji zadnou roli v diferencialni diagnostice, nelze je
vSak teoreticky vyloucit. Funk&né podobné ,sekre¢ni mechanismy typu IlI“ [YopB a YopD homologni k PopB a PopD] Ize
nalézt u P. aeruginosa, coz je oportunni patogen, ktery normalné infikuje pouze imunologicky oslabené jedince (18, 19).

4.  Yersinia enterocolitica LINE test neni ur€en k diagnostice akutnich stfevnich onemocnéni.

5. Ve vzacnych pfipadech mohou séra pacientll vykazovat ,inverzni“ pruhy (tmavé pozadi, bilé pruhy), které neni mozné
vyhodnotit, coz znamena, Ze imunoblot v téchto pfipadech nelze interpretovat. Takové sérum by mélo byt vySetfeno

jinymi sérologickymi metodami.

11. Funkéni charakteristiky

11.1  Citlivost

Citlivost byla stanovena testovanim klinicky charakterizovanych sér v testu Yersinia enterocolitica LINE a testovanim

rekombinantniho antigenu Yop D v referenénim testu ELISA.

Citlivost
Kombinovana séra (n=84)

Yersinia enterocolitica | Yersinia enterocolitica Yop D ELISA
IgG Line Immunoblot | hegativni suspektni pozitivni
negativni 12 1 0
suspektni 2 0 0
pozitivni 5 1 63
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Yersinia enterocolitica | Yersinia enterocolitica Yop D ELISA

IgA Line Immunoblot | pegativni suspektni pozitivni
negativni 17 4 3
suspektni 2 0 0
pozitivni 11 2 45

Citlivost pro Yersinia enterocolitica je > 99,9 % u testu IgG Line Inmunoblot a 93,8 % u testu IgA Line Inmunoblot.
Suspektni séra nebyla pfi vypoctu zohlednéna.

11.2 Specificita a prevalence (o€ekavané hodnoty)
Specificita byla stanovena testovanim krevnich darcovskych sér v testu Yersinia enterocolitica LINE.

Yersinia enterocolitica
1gG Line Immunoblot
(séra darct krve,

n=69)
pozitivni 8
suspektni 1
negativni 60

Yersinia enterocolitica
IgA Line Immunoblot
(séra darct krve,

n=87)
pozitivni 9
suspektni 2
negativni 76

Specificita je 88,2 % pro Yersinia enterocolitica IgG Line Immunoblot a 89,4 % pro IgA Line Immunoblot. Yop DD
vykazuje miru prevalence > 40 % v IgG.
Suspektni séra nebyla pfi vypoctu zohlednéna.

11.3 Presnost v ramci testu (opakovatelnost)
Opakovatelnost byla stanovena inkubaci 32 nitrocelulézovych testovacich prouzkd v ramci $arze testu se sérem pro IgG a
IgA. Pruhy v kazdém pfipadé vykazovaly stejnomérnou intenzitu po celé nitrocelulézové folii.

11.4 Preciznost mezi testy (reprodukovatelnost)
Reprodukovatelnost byla stanovena testovanim 3 sér. Stanoveni bylo provedeno s pouzitim 10 rdznych Sarzi testu pro 3
testované subjekty. Byla pouzita tato séra: negativni sérum, sérum s vysokou intenzitou pruhu a cut-off kontrola.
Uvedené sérologické hodnoty se pfesné shodovaly ve vSech nezavislych testech.
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13. Grafické znacky
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14. Schéma testovaciho postupu

Testovaci postup ve zkracené verzi

Inkubace vzorku 30 minut 15 pl sérum pacienta / plasma / 100 pl kontrola
vzdy v 1,5 ml fFediciho/promyvaciho pufru

Promyvani 3 x 5 minut vzdy s 1,5 ml fediciho/promyvaciho pufru
Inkubace s konjugatem 30 minut s 1,5 ml v pracovnim fedéni (1 + 100 )
Promyvani 3 x 5 minut vzdy s 1,5 ml fediciho/promyvaciho pufru

1 x 1 minuta s destilovanou/deionizovanou vodou
Inkubace se substratem 10 £ 3 minut vzdy s 1,5 ml substratového roztoku
Zastaveni 3 X bez inkubace vzdy s destilovanou/deionizovanou vodou

Tabulka fedéni konjugatu (zaokrouhleno)

Pocet prouzku 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Redici/promyvacipufr | 15m [30m [45m |60m |75m |90m |11,0ml | 12,0 mi | 14,0ml | 15,0 mi

Konjugat -koncentrat | o\ |55 |45 |eow |75um  |90ouw | 110w |120u | 140 | 150 i

Konecny objem 1,515 mi| 3,03 ml | 4,545 mi| 6,06 ml | 7,575 mi| 9,09 mi | 11,11 mi| 12,12 mi| 14,14 ml| 15,15 m

Pocet prouzku 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Redici/promyvaci pufr | 17 0mi | 18,0ml | 20,0 ml | 21,0 ml | 23,0 ml | 24,0 mI | 26,0 ml | 27,0 mI | 29,0 mI | 30,0 ml

Konjugat - koncentrat | .\ | 450 | 200 | 210w | 230w |240u |260w |270m | 200 | 300

Konecny objem 17,17 mi| 18,18 mi| 20,2 ml | 21,21 mi| 23,23 ml| 24,24 mi| 26,26 ml| 27,27 mi| 29,29 mi| 30,3 ml

Pocet prouzku 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Redici/promyvaci pufr | 35 0 mi | 33,0ml | 35,0 ml | 36,0 ml | 38,0 ml | 39,0 ml | 41,0 ml | 42,0 mi | 44,0 mi | 45,0 m

Konjugat - koncentrat | ., | | 330, |350u |360u |380u |390u |410w |420u | 440w | 450 i

Konecny objem 32,32 mi| 33,33 mli| 35,35 mi| 36,36 mi| 38,38 mi| 39,39 mi| 41,41 ml| 42,42 ml| 44,44 mi| 45,45m|

Pocet prouzkii 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Redici/promyvaci pufr | 47 0 mi | 48,0 ml | 50,0 ml | 51,0 mI | 53,0 ml | 54,0 mI | 56,0 ml | 57,0 miI | 59,0 mI | 60,0 ml

Konjugat - koncentrat | .0 | | 450, |s500u |510u |530u |540u | 560 | 570w | 590w | 600 pi

Koneény objem

47,47 ml| 48,48 ml| 50,5 ml | 51,51 ml| 53,53 ml| 54,54 ml| 56,56 ml| 57,57 ml| 59,59 mi| 60,6 ml
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