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1. Alkalmazés célja

LINE tesztkészlet Helicobacter pzlori specifikus 1gG- ill. IgA-antitestek human szérumbdl torténé minéségi kimutatasara.

2.  Ateszt m(Ukodési elve

A korokozo-antigén fehérjéit egy specialis 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 kimutatasat. Ezek az antitestek immunkomplexeket képeznek a tesztcsikokra roégzitett antigénekkel. A
meg nem kotott antitesteket mosasi 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 megko6tott antitestek) lathatova tétele kovetkezik egy szintelen szubsztrat
hozzdadaséaval, mely enzimatikus atalakitds utén ibolyakék szinl csikokat (,antigén sévokat”) 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 tartaima

3.1 Készlet 32 meghatarozashoz
1. IgGiill. IgA Nitrocellul6z csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, foliaval megerdésitve,

fuzetekbe kotve, felhasznélasra kész 1x 32 csik
2. 1gGill. IgA hatarérték (cut-off) kontroll, human 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
1. IgGiill. IgA Nitrocellul6z csikok porlasztassal felvitt antigénekkel, foliaval megerdésitve,

fuzetekbe kotve, felhasznélasra kész 3x 32 csik
2. 1gGill. IgA hatarérték (cut-off) kontroll, human szérum, el6higitott 2x 1,0 ml
3.  Higit6- Imosoépuffer, pH 7,3 (10x konc.), Tris pufferben, tartsitészerrel 4x 50 ml
4.  1gG-ill. IgA-konjugatum (100x konc.)

Anti-humén, (kecske) alkalikus foszfataz, tartositészerrel 3x 0,7 ml
5. Szubsztrat (BCIP/NBT), felhasznalasra kész 3x 57 ml
6. 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: WE243P60 ill. IgA: WE243P40)

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.

(Rendelési szam: 1gG/IgA: WE243N20)

4. A tesztkit és areagensek tarolasa és eltarthatésaga

A tesztkitet 2-8°C kozott kell tarolni. Az egyes komponensek eltarthatésaga azok cimkéjén talalhato; a kit eltarthatésaga
tekintetében lasd a minGségellendrzési tandsitvanyt.
1. Az egyes reagenseket nem szabad lefagyasztani illetve magas hémérsékletnek kitenni.
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A reagenseket a lejarati id6n til nem szabad felhasznalni.

Kerulje a reagensek er8s fényben torténd tarolasat.

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

Nitrocellul6z tesztcsikok: A tasakbdl kivett tesztcsikokat azonnal fel kell hasznalni. 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.

ok wn

Anyag Allapot Térolas Stabilitas
Vizsgélati mintak higitatlan +2 és +8°C kozott 1 hét
Tesztcsikok felbontas utan 2 és+8 k 0z6tt (Tarolas a mel- 3 hénap
|ékelt 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 felbontas utan t2es+8 C, kozott (fénytdl 3 hénap
védve)
felbontas utan t2es+8 C, kozott (fénytdl 3 hénap
védve)
Mosooldat véghigitott (hasznalatra kész) +2 és +8°C kozott 4 hét
véghigitott (hasznalatra kész) vagy szobah6mérséklet 2 hét

5. Ovintézkedések és biztonsagi el6irasok

1. Kontrollszérumként csak tesztelt és HIV1-antitestekre, HIV2-antitestekre, HCV-antitestekre és Hepatitis-B fellleti
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.

2. Az immunoblot kivitelezése soran viseljen eldobhat6 keszty(it és hasznaljon mlanyag csipeszt.

3.  Akeletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfeleléen kell tarolni és elhelyezni.

4. Az inkubacios kadakat a gyart6 csak egyszeri hasznalatra fejlesztette ki. Az inkubéacios kddak tébbszori 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)

Inkubéacioés kanna (igény esetén megrendelheté a WE300 rendelési szamon)08)
Ré&zo6gép (vertikalis, nem korkoros)

Spriccflaska a reakcio leéllitdsahoz

Pipetta vagy kézi mosé készilék

Mikropipettak: 5 ul — 1500 pl

Pipettahegyek

Mintaedények (csovek) 2-20 ml térfogattal

Mlanyag csipesz

© 0N O rwDNPRE

Desztillalt vagy ioncserélt viz
Filterpapir

N
©

7. \Vizsgéalati anyag

Vizsgalati anyagként hasznalhat6 szérum és plazma (itt az antikoagulalas maédjanak nincs jelentésége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrdl van sz6.
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8. Avizsgélat elvégzése

Csak a VIROTECH Diagnostics altal el6irt médszer pontos betartasaval kapunk helyes eredményeket.

8.1 A minték el6készitése

1. Az IgG meghatarozasoknal 15pl, az IgA meghatarozasoknal 30ul szérum/ plazma sziikséges betegmintankeént.

2. Avérmintékat aszeptikusan, a véna megszurasaval kell levenni. Teljes alvadas utan le kell valasztani a szérumot
(plazmanal kiesik). Hosszabb tarolashoz a szérumokat —20°C-ra le kell fagyasztani.

3. AtObbszori felolvasztéast kertini kell.

4.  Hé6inaktivalt, hiperlipémias, hemolitikus és mikrobioldgiailag fert6zott mintdkat nem szabad felhasznalni, mivel hamis
eredményekhez vezethetnek.

5. Zavaros szérummintékat (kiléndsen felolvasztas utan) nem szabad felhasznalni. Centrifugélas (5 perc, 1000 g) utan a
tiszta felllUszot lepipettazva, azt hasznalja fel a tesztben.

8.2 Areagensek el6készitése

1.  Alaboratériumi rutinmunkat segitend6 az 6sszes LINE és EcoBlot egyetlen tesztfutamban, azonos inkubéacios id6vel,
kiilénb6z6 paraméter(i és kilonbdzd gyartasi tételbe tartoz6 komponensekkel feldolgozhat6. Az alkalmazand6 hatéarérték
(cut-off) kontrollok paraméter- és sarzsspecifikusak.

2. Higitas el6tt engedjen minden reagenst felmelegedni szobahémérsékletre. Csak a legjobb minéségui, szobah6mérsékleti
desztillalt vagy ioncserélt vizet hasznaljon.

3. Akihigitott munkaoldatokat alkalmazés el6tt alaposan keverje fel.

4. Higit6- Imosopuffer
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 eltarthatosagat, sem a teszt eljaras miikddését és diagnosztikai megbizhatésagat nem
befolyasolja.

5. 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”).

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

8.3 Az immunoblot vizsgélat elvégzése

Vigyazat: A nitrocellul6z tesztcsikokat csak a megadott Ig osztalyban szabad alkalmazni
(Id. a blotflizetek cimkéjét és az egyes tesztcsikok jel6lését).

A Bordetella pertussis LINE teszt korrekt végrehajtasa és kiértékelése érdekében minden teszt soran
egy paraméter- és sarzsspecifikus hatarérték (cut-off) kontroll tesztet is el kell végezni.

1. Atesztet szobah6mérsékleten kell végezni.

2. Minden mintahoz helyezzen egy csikot egy tiszta inkubacios kad barazdajaba. A csikokat lehet6ség szerint csak a
megjelolt fels6 végiikodn érintse.

3. Pipettazzon 1,5 ml felhasznalasra kész higit6- /mosé6puffer minden tesztcsikra és helyezze az inkubéacios kannéat a
razogépre. Ugyeljen ra, hogy a folyadék egyenletesen fedje be a nitrocelluloz tesztcsikokat; a csikoknak a teszt soran
végig nem szabad kiszaradniuk.

4. A meger®6sitett nitrocelluléz csikok egy perc alatt teljesen atnedvesednek és tetszés szerint inkubalhatéak a hatukra,
oldalukra vagy elllsé feliikre fektetve.

5. AzIgG-ben Iév6 minden 15 pl paciensszérumra vagy plazmara, illetve az IgA-ben 1évé minden 30 pl
paciensszérumra vagy plazmaéara 100 pl hatarérték / pozitiv / negativ kontrollt kell hozzéapipettazni, lehetbleg a csik
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10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.

8.4

felsd, megjeldlt végére. Inkubalja 30 percig a betegszérumot és kontrollokat a razégépben. Pipettazas és a folyadékok
ledntése soran lgyeljen arra, hogy az egyes betegmintaknal ne fordulhasson el6 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 mosépuffert 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 pipettdzzon 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 teljes 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 ontse le (Id. 6. pont).

Csikonkeént 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 papirtérélkdzén. A nedves nitrocelluléz
tesztcsikokon medfigyelhetd hattér-elszinez6dés 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.

IA teszt folyamatéanak vézlatat Id. az utolsé oldalon]

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 vizsgélati 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.
Konjugéaciés kontroll (= conjugate control):

Az LINE csikon egy konjugacids kontroll sav talalhat6, 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 konjugéacios
kontroll sav egyértelmden lathato.
A szérum- és konjugacios savok pozicidjat a protokoll-lapon talalja.

9.1 A hatarérték (cut-off) kontrollok alkalmazasa

A hatérérték (cut-off) savok intenzitdsanal gyengébb savokat a kiértékelés soran nem szabad figyelembe venni.
1gG és IgA cut-off sav: Cag A

9.2 Az antigének jelentése

o, Az antitestek H. pylori
Antigén/ , o, ) 3 o ,

S Molekulasuly | Az antigének jelentése specifitasa a esetében
Megjeldlés B

LINE tesztben el6fordul
CagA 140 kD A CagA bejut a gazdasejtekbe és ily médon Nagyon . tipus
tonkreteszi tébbek kdzétt a savtermeld specifikus
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(Cytotoxin- gyomorsejteket. Ez aztan a gyomorfekaly és
associated- gyomor karcinébmak kialakulasést segiti el6.
gene A) Jellemz6 a kuléndsen virulens . tipusu térzsek
esetében, hianyzik a kevésbé virulens Il. tipusu
torzsek esetében
Erds immunogén
VacA 87 kD A VacA-t a kdrnyez6 tapkdzegbe bocsétja ki a Nagyon I. tipus
kérokozo, sejtkarosodast okoz a gyomor specifikus
(Vacuolating nyalkahartyajan és lokélis immunszuppressziv
Cytotoxin A) hatasa van (12).
Jellemz6 a kuléndsen virulens 1. tipusu térzsek
esetében, hianyzik a kevésbé virulens Il. tipusu
torzsek esetében
A CagA-hoz viszonyitva az AT valasz szabélytalan
p30 30 kD Még nem jellemzett protein. Nagyon I. tipus és II. tipus
specifikus
UreA 26 kD Az ureaz A nem mutat hasonldsagot egyéb Nagyon I. tipus és II. tipus
organizmusok uredzéaval és igy a Helicobacter specifikus
Ureaz A pylori fert6zés nagyon specifikus markereként
alegység alkalmazhato.
P25 25 kD Membranfehérje, mely a Helicobacter pylori sejtek | Nagyon I. tipus és II. tipus
gyomor epitélsejtekhez tortén6 kotddését teszi specifikus
lehetévé (13).
p19 19 kD Részletesen még nem jellemzett membranprotein. | Nagyon I. tipus és II. tipus
specifikus

9.3 Kiértékelési szempontok
A szerolbgiai eredmények interpretacidja soran mindig figyelembe kell venni a klinikai 6sszképet, az epidemioldgiai adatokat

valamint az esetlegesen rendelkezésre all6 tovabbi laboratoriumi leleteket.

Javasolt IgG-, IgA- értékelés

Megjelend sav(ok) = cut off savok

Interpretacio

Az aldbbiak kozll egyetlen sav sem, illetve csak egy sav latszik:
p30, p19

negativ

Csak egy séav az alabbiak kdzul:
VacA, UreA, p25

feltling

CagA
vagy
Az alabbi savok kéziul =2 megjelenése:
VacA, p30, UreA, p25, p19

pozitiv

9.4 A teszt hatérai
1. Ritka esetekben a betegszérumok "inverz savokat" is adhatnak (sétét hattér, fehér savok); az ilyen eredményeket nem

szabad figyelembe venni. llyen esetekben az immunoblot nem értékelhet6 ki. A szérumot egyéb szeroldgiai
madszerekkel kell ellenérizni.
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2. Az lgA-antitestek sikeres kezelés utani perzisztenciaja 6 honaptdl 3 évig terjedhet. Az IgG antitestek rendszerint sok
éven &t perzisztalnak.
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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 péaciensszérum/-plazma/ 19G-ben; 30 pl
paciensszérum/-plazma/
kontroll minden 1,5 ml higit6- /mosépufferrel

IgA-ban / 100 pl

Tesztenként 1,5 ml higit6- /mosopufferrel

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- /mosépuffer 15m |30m  |45m |60m |75m  |90m |11,0ml |12,0m | 14,0ml | 15,0ml
Konjugatum koncentratum | 15y 3oul 45pl 60ul 75ul ooul 110pl | 120u | 140p | 150pl
Végsé terfogat 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml| 6,06ml | 7,575ml| 9,09ml | 11,11ml| 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
Csikok szama 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Higit6- /mosopuffer 17,0ml | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29,0ml | 30,0ml
Konjugatum koncentratum | 170yl | 180ul | 200ul | 210ul | 230ul | 240u | 260ul | 270wl | 200u | 300ul
Vegsé terfogat 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29ml | 30,3ml
Csikok szama 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Higit6- /mosépuffer 32,0ml | 33,0ml | 350ml |36,0ml |38,0ml |39,0m |41,0ml |42,0ml |44,0ml | 450ml
Konjugatum koncentratum | 3ooul | 330ul | 350ul | 360ul | 380ul | 390pl | 410ul | 420u | 440u | 450ul
Vegs6 terfogat 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 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- /mosépuffer 47,0ml | 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml |53,0ml | 54,0ml |56,0ml |57,0ml | 59,0ml | 60,0ml
Konjugatum koncentratum | 47oul | 480ul | 500ul | 510ul | 530ul | 540pl | 560l | 570ul | 590ul | 600ul
Végsé terfogat 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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