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Toxin bordetella pertuse (PT) IgG ELISA EIA-6133

(Zjeveni 0.1)

Pouzivejte prosim pouze platnou verzi navodu k pouziti, ktery je soucasti sady.
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Toxin bordetella pertuse (PT) IgG ELISA EIA-6133

1 POUZITI

IgG ELISA Bordetella pertussis Toxin (PT) je uréen ke kvantitativnimu stanoveni protilatek tfidy IgG proti
B. pertussis toxin (PT) v lidském séru nebo plazmé (citrat, heparin).

2 PRINCIP TESTU

Kvantitativni imunoenzymatické stanoveni specifickych protilatek je zalozeno na technice ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay).

Mikrotitracni desti¢ky jsou potazeny specifickymi antigeny, které vazou odpovidajici protilatky vzorku. Po promyti jamek,
aby se odstranil veskery nenavazany material vzorku, se pfida konjugat znaceny kfenovou peroxidazou (HRP). Tento
konjugat se vaze na zachycené protilatky. Ve druhém pracim kroku se odstrani nesvazany konjugat. Imunitni komplex
tvofeny navazanym konjugatem je vizualizovan pfidanim substratu tetramethylbenzidinu (TMB), ktery poskytuje modry
reakcni produkt.

Intenzita tohoto produktu je umérna mnozstvi specifickych protilatek ve vzorku. K zastaveni reakce se pfidava kyselina
sirova. Tim se vytvofi zluta barva koncového bodu. Absorbance pfi vinové délce 450/620 nm se odecita pomoci &tecky
mikrotitraénich destiCek ELISA.

3 MATERIALY

3.1 Dodavana €inidla
¢ Mikrotitra€ni desticka:
12 rozbijte 8-jamkové odlamovaci prouzky potazené antigeny toxinu (PT) B. pertussis; v uzaviratelné hlinikové félii.

e oL
1 lahvi¢ka obsahujici 100 ml fosfatového pufru (10 mM) pro fedéni vzorku; pH 7,2 + 0,2; zbarvena Zluté;
pFipraven k pouziti; bila ¢epice; < 0,0015 % (v/v) CMIT/MIT (3:1).

.
1 lahvicka obsahujici 15 ml kyseliny sirové, 0,2 mol/l; pfipraven k pouZziti; Cervena Cepice.
o |WASH|BUF| 20x |

1 lahev obsahujici 50 ml 20nasobného koncentrovaného fosfatového pufru (0,2 M), pH 7,2 £ 0,2, pro promyvani
jamek; bila Cepice.

e Konjugovat:
1 lahvicka obsahujici 20 ml peroxidazou znacené protilatky proti lidskému 1gG ve fosfatovém pufru (10 mM); zbarvena
modfe; pfipraven k pouziti; Cerné vicko.

* [SUB|TMB |

1 lahvi€ka obsahujici 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB) < 0,1 %; pfipraven k pouziti; zluta ¢epice; < 5 % NMP.

e Standardy: 5 lahvi€ek, kazda obsahujici 2 ml standardu
zbarvena zluté; pfipraven k pouziti; zluta ¢epice; < 0,02 % (v/v) MIT.

Standardni A 0 IU/ml
Standardni B 25 1U/ml
Standardni C 50 IU/ml

Standardni D 100 IU/ml

Standardni E 200 1U/ml

Standardy jsou kalibrovany v souladu s "1st WHO International Standard Pertussis antiserum (human)", kéd 06/140,
Narodniho institutu pro biologické standardy a kontrolu (NIBSC), Potters Bar, Velka Britanie.

¢ Kontrola nizka:
1 injek&ni lahvi¢ka obsahujici 2 ml kontrolni Zluté barvy; pfipraven k pouziti;
modra Cepice. Koncentrace v IlU/ml je uvedena na stitku; < 0,02 % (v/v) MIT.
¢ Kontrola vysoka:
1 injekéni lahviCka obsahujici 2 ml kontrolni Zluté barvy; pfipraven k pouZiti;
Cervena Cepice. Koncentrace v IlU/ml je uvedena na $titku; < 0,02 % (v/v) MIT.

Standardni véty o nebezpelnosti a pokyny pro bezpeéné zachazeni viz 11.1

3.2 Dodavané materialy
— 1 kryci félie
— 1 Navod k pouziti (IFU)

Verze 3.0; 2024-07-15 - -2-



Toxin bordetella pertuse (PT) IgG ELISA EIA-6133

3.3 Potfebny material a vybaveni

— Ctecka mikrotitragnich destiéek ELISA, vybavena pro méFeni absorbance pii vinové délce 450/620 nm
— Inkubator 37 °C

— Ruéni nebo automatické zafizeni pro oplachovani mikrotitracnich desticek.

— Pipety pro objemy od 10 do 1000 pl

— Virovy trubkovy mixér

— Destilovana voda

— Jednorazové tuby

4 STABILITA A SKLADOVANI
Soupravu skladujte pfi teploté 2 °C - 8 °C.
Oteviena Cinidla jsou stabilni az do data exspirace uvedeného na etiketé pfi skladovani pfi teploté 2 °C - 8 °C.

5 PRIPRAVA CINIDLA

Pred zahajenim zkusebniho provozu je velmi dulezité uvést vSechny reagencie a vzorky na pokojovou teplotu (20 °C - 25
°C) a smichat je!

5.1  Mikrotitraéni deska
Rozpadaci prouzky jsou potazeny antigeny toxinu (PT) B. pertussis.

Ihned po vyjmuti pasu by mély byt zbyvajici prouzky znovu uzavreny v hlinikové félii spolu s dodanym vysousedlem a
skladovany pfi teploté 2 °C - 8 °C.

5.2 |WASH|BUF|20x
Zfedit 1+ 19; napf. 10 ml + 190 ml destilované vody.

Ztedény pufr ( WASH[BUF[1x ) je btabilni po dobu 5 dn( pfi pokojové teploté (20 °C - 25 °C). V pfipadé, ze se v koncentratu
objevi krystaly, zahfejte roztok na 37 °C napf. ve vodni lazni. Pfed nafedénim dobre promichejte.

53 |suB|TmB
Cinidlo je pfipraveno k pouziti a musi byt skladovano pfi teploté 2 °C - 8 °C, mimo dosah svétla.

Mé&la by byt bezbarva nebo by mohla mit mirny modry se zméni v modrou, mohlo se stat
nadech. Pokud je kontaminovan a mél by byt vyhozen.

6 ODBER A PRIPRAVA VZORKU

S timto testem pouzijte vzorky lidského séra nebo plazmy (citrat, heparin). Pokud je test proveden do 5 dn{i po odbéru
vzorku, meély by byt vzorky uchovavany pfi teploté 2 °C - 8 °C; v opaéném pfipadé by mely byt podrobeny alikvotaci a
skladovany hluboce zmrazené (—70 °C az

-20 °C). Pokud jsou vzorky skladovany zmrazené, rozmrazené vzorky pfed testovanim dobie promichejte. Vyhnéte se

opakovanému zmrazovani a rozmrazovani. Tepelna inaktivace vzorkd se nedoporuduje.

6.1 Redénivzorku
Pfed zkoudenim by mély byt vdechny vzorky zfedény v pofnéju 1+100 DIL.
Davkuje se 10 pl vzorku a 1 ml do zkumavek, aby se dosahlo fedéni 1+100 a dlikladné se promichalo s virem.

7 POSTUP TESTU

Pfed provedenim testu si prosim peclivé prectéte navod k pouZiti. Spolehlivost vysledku zavisi na pfisném dodrZzovani
popsaného navodu k pouZiti. Nasledujici zkusebni postup je validovan pouze pro manuaini postup. Pokud provadite test
na automatickych systémech ELISA, doporucujeme zvysit poc€et kroku prani ze tfi na pét a objem

z od 300 pl do 350 pl, aby se zabranilo mycim G¢inkiim. Vénujte pozornost kapitole 11. Pfed zahajenim
Plan distribuce a identifikace pro vSechny vzorky a standardy/kontroly (doporuduji se duplikaty) by meély byt peclivé
stanoveny na usporadani desti¢ek dodaném v soupravé. Vyberte poZzadovany pocet mikrotitraénich prouzkd nebo jamek a
vloZte je do drzaku.

Provedte vSechny kroky testu v uvedeném pofadi a bez jakéhokoli zpozdéni.
Pro davkovani kazdého standardu/kontroly a vzorku by méla byt pouzita Cista, jednorazova Spicka.
Nastavte inkubator na 37 °C + 1 °C.
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1. Davkujte 100 pl standardy/kontroly a zfedéné vzorky do pfisluSnych jamek. Nechte
dobfe A1 pro prazdny substrat.
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2. Jamky zakryjte félii dodanou v sadé.
Inkubace po dobu 60 minut * 5 minut pfi teploté 37 °C * 1 °C.

4. Po dokond&eni inkubace se odstrani fdlie, obsah jamek se odsaje a kazdou jamku se tfikrat promyje 300 pl
roztoku WASH| BUF|| 1x. Zabrante pﬂeteéem’ z reakénich jamek. Interval mezi pranim a aspiraci by mél byt > 5
sekund. Na konci opatrné odstrarite zbyvajici tekutinu poklepavanim prouzkt na hedvabny papir pfed dal$im
krokem!

Poznamka: Prani je dllezité! Nedostateéné prani ma za nasledek Spatnou presnost a falesné vysledky.

Davkujte 100 pl konjugatu do vSech jamek s vyjimkou jamky A1 pro slepy substrat.

Inkubace po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (20 °C - 25 °C). Nevystavujte pfimému sluneénimu zareni.
Opakujte krok 4.

Davkovani 100 l do v$ech studni.

Inkubuje se presné 15 minut pfi pokojové teploté (20 °C - 25 °C) ve tmé. Modra barva vznika v dusledku
enzymaticke reakce.

10. Davkovani 100 do v8ech studni ve stejném pofadi a ve stejném poméru jako [SUB[TMB ] tim
i u

© © N o v

Dojde ke zméné barvy z modré na zlutou.
11. Zméfte absorbanci pfi 450/620 nm do 30 minut po pfidani soLN|sToP. [ ]

7.1 Méreni
Nastavte ¢tecku mikrotitracnich desti¢ek ELISA na nulu pomoci polotovaru substratu.

Pokud - z technickych davod( - nelze mikrotitraéni ¢tecku ELISA nastavit na nulu pomoci polotovaru substratu, odectéte
jeji hodnotu absorbance od v3ech ostatnich naméfenych hodnot absorbance, abyste ziskali spolehlivé vysledky!

Zmérte absorbanci v3ech jamek pfi 450 nm a zaznamenejte hodnoty absorbance pro kazdy standard/kontrolu a vzorek.
Doporucuje se bichromatické méfeni s pouzitim referenéni vinové délky 620 nm.
Tam, kde je to mozné, vypocitejte stfedni hodnoty absorbance vSech duplikatd.

8 VYSLEDKY

8.1 Spustit kritéria ovéreni
Aby mohl byt test povaZzovan za platny, musi byt pfisné dodrZzovan tento navod k pouZiti a musi byt splnéna nasledujici
kritéria:

Substrat prazdny Hodnota vstfebatelnosti < 0,100

Standardni A Hodnota vstiebatelnosti < 0,200

Standard B Hodnota vstfebatelnosti >

Standardni A Standardni C Hodnota

vstiebatelnosti > standard B standard D Hodnota

vstiebatelnosti > Standardni C Standardni E

Hodnota vstfebatelnosti > 1.000

Ovladani nizké Vysledek v IlU/ml v rozmezi uvedeném na Stitku.

Ovladani vysoké Vysledek v IU/ml v rozmezi uvedeném na Stitku.
Standard A < Standard B < Standard C < Standard D < Standard E
Pokud tato kritéria nejsou splnéna, test neni platny a musi se opakovat.

8.2 Vypocet vysledki

Pro ziskani kvantitativnich vysledkl v 1U/ml vyneste (prdmérné) hodnoty absorbance standard( A - E na
(linearni/linearni) milimetrovy papir v systému soufadnic v zavislosti na jejich odpovidajicich koncentracich (0, 25, 50,
100 a 200 IU/ml) a nakreslete standardni kalibraéni kfivku (hodnoty absorbance na ose y, koncentrace na ose x).

Prectéte si vysledky z této kalibraéni kfivky s vyuZitim (stfednich) hodnot absorbance kazdého vzorku pacienta a
kontroly. Pro vypocet standardni kfivky by méla byt pouzita matematicka funkce Point to Point.
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8.3 Typicka kalibraéni kfivka
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£ 1,500

§ 1,000

1 0,500
0,000 / S

200 250

0 50
IU/ml
8.4 Interpretace vysledku
Na zakladé recentni literatury a doporuceni referenénich
laboratofi je doporu€ovana nasledujici interpretace IgA
vysledku: 1gG
<40 IU/ml nesvédci o nedavném kontaktu -
testovani druhého vzorku po 7- <12 1U/ml | nesvéd¢i o nedavném kontaktu

240 - <100 IU/ml

10 dnech nebo
doporuduje se dalSi analyza
protilatkové odpovédi IgA

=12 1IU/ml

svédéi o nedavném kontaktu

=100 IU/ml

svédéi o nedavném kontaktu

Diagnéza infekéniho onemocnéni by nemeéla byt stanovena na zakladé jediného vysledku testu. Pfesna
diagn6za by méla brat v ivahu klinickou anamnézu, symptomatologii a sérologické udaje.

U imunokompromitovanych pacient(i a novorozencl maiji sérologické udaje pouze omezenou hodnotu.

8.4.1 lzotypy protilatek a stav infekce

Obvykle se vytvafi v rané fazi infekce

Sérologie Vyznam

Charakteristika sekundarni protilatkové odpovédi
IgG Muze pretrvavat nékolik let

Vysoky titr IgG s nizkym titrem IgM: — mdze znamenat prodélanou infekci
IgA Vytvafi se ve slizni¢nich vystelkach po celém téle (= ochranné bariéfe)

9 SPECIFICKE VYKONNOSTNi CHARAKTERISTIKY
Vysledky se vztahuji ke skupinam zkoumanych vzork(; Toto nejsou zaruené specifikace.

9.1 Presnost

Intra assay n Stiredni hodnota (E) CV (%)
#1 23 0.659 3.70

#2 24 2.030 2.15

Inter assay n Pramér (IU/ml) CV (%)

#1 12 137.47 5.61

#2 12 128.99 6.86

#3 12 12.79 9.85
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9.2 Diagnosticka specificita
Diagnosticka specificita je definovana jako pravdépodobnost negativniho skére testu v nepfitomnosti specifického
analytu. Je to 100 % (95% interval spolehlivosti: 92,13 % - 100 %).

9.3 Diagnosticka citlivost
Diagnosticka citlivost je definovana jako pravdépodobnost pozitivnhiho hodnoceni testu v pfitomnosti specifického analytu.
Je to 100 % (95% interval spolehlivosti: 73,54 % - 100 %).

9.4  Analyticka citlivost

Analyticka citlivost (podle CLSI EP17-A) je definovana jako zdanliva koncentrace analytu, kterou Ize odliit od nulového
kalibratoru. Je to 1,3 IU/ml.

9.5 Interference

Interference s hemolytickymi, lipemickymi nebo ikterickymi vzorky nejsou pozorovany az do koncentrace 10 mg/ml
hemoglobinu, 5 mg/ml triglyceridd a 0,5 mg/ml bilirubinu.

9.6 KfFizova reaktivita

Zkoumani panelu vzorku s aktivitami protilatek proti potencialné zkfizené reagujicim parametrdm (v€etné protilatek proti
nékolika respiracnim patogendm) neodhalilo dukazy o faleSné pozitivnich vysledcich v dusledku zkFizenych reakci.

9.7 Rozsah méreni
Rozsah méfeni je 1,3 IU/ml - 200 IU/ml.

10 OMEZENI
Bakterialni kontaminace nebo opakované cykly zmrazovani a rozmrazovani vzorku mohou ovlivnit hodnoty absorbance.

11 BEZPECNOSTNi OPATRENi A VAROVANI

— Je tfeba pfisné dodrzovat zkusebni postup, informace, bezpelnostni opatfeni a varovani v navodu k pouziti. Pouziti
testovacich souprav s analyzatory a podobnym vybavenim musi byt validovano. Jakakoli zména designu, sloZeni a
zkudebniho postupu, jakoZ i pro jakékoli pouZiti v kombinaci s jinymi produkty, které nejsou schvaleny vyrobcem, neni
povolena; Za tyto zmény je odpovédny sam uzivatel. Vyrobce neruéi za faleSné vysledky a incidenty z téchto davodu.
Vyrobce neru€i za zadné vysledky provedené vizualni analyzou vzorkud pacientu.

— Pouze pro diagnostické pouZiti in vitro.

— VsSechny materialy lidského nebo zvifeciho pivodu by mély byt povazovany za potencialné infekéni a mélo by s nimi byt
nakladano.

— VSechny slozky lidského puvodu pouzité k vyrobé téchto Cinidel byly testovany na anti-HIV protilatky, anti-HCV
protilatky a HBsAg a bylo zjisténo, Ze jsou nereaktivni.

— Nezaménujte Cinidla nebo mikrotitracni destic¢ky riznych vyrobnich Sarzi.

— Spolu s Cinidly této testovaci soupravy by se nemély pouzivat zadné reagencie jinych vyrobcu.

— Nepouzivejte €inidla po uplynuti doby pouzitelnosti uvedené na Stitku.

— Pouzivejte pouze Cisté pipetovaci Spicky, davkovace a laboratorni potieby.

— Nezaménujte Sroubovaci uzavéry lahvicek s €inidly, aby nedoslo ke kfizové kontaminaci.

— Lahvicky s Cinidly ihned po pouziti pevné uzaviete, aby nedoslo k odpareni a mikrobialni kontaminaci.

— Po prvnim otevieni a nasledném skladovani zkontrolujte konjugéat a standardni/kontrolni lahvi¢ky na mikrobialni
kontaminaci pfed dalSim pouzitim.

— Aby se zabranilo kfizové kontaminaci a faleSné zvySenym vysledkdm, pipetujte vzorky pacient a davkujte Cinidla bez
pfesného stiikani do jamek.

— ELISA je uréen pouze pro kvalifikovany personal dodrzujici standardy spravné laboratorni praxe (GLP).

— Pro dalsi interni kontrolu kvality by méla kazda laboratof navic pouzivat zname vzorky.
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11.1 Bezpecnostni poznamka pro €inidla obsahujici nebezpecéné latky

Cinidla mohou obsahovat CMIT/MIT (3:1) nebo MIT (viz 3.1) Proto
plati nasledujici pokyny pro nebezpecnost a bezpecnostni opatieni.

Varovani  H317 Mlze zplsobit alergickou kozni reakci.
Str. 261 Vyhnéte se vdechovani spreje.
Str. 280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév.

P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim mydla a vody.

P333+P313 Pokud dojde k podrazdéni kize nebo vyrazce: Vyhledejte 1ékafskou
pomoc/osetreni.
P362+P364 Pred opé&tovnym pouZzitim kontaminovany odév svléknéte a vyperte.

Reagencie mohou obsahovat 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxan (viz 3.1)
Proto plati nasledujici pokyny pro nebezpelnost a bezpecnostni

opatreni.
Varovani  H315 Muze zpUlsobit alergickou kozni reakci.
H319 Vyhnéte se vdechovani spreje.
Str. 280 Pouzivejte ochranné rukavice / ochranny odév.
P302+P352 PRI STYKU S KUZi: Omyjte velkym mnozstvim mydla a vody.

P305+P351+P338 PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné vyplachujte vodou.
Vyjméte kontaktni ¢o€ky, pokud jsou nasazeny a lze je snadno
vyjmout. Pokracujte ve vyplachovani.

P337+P313 Pokud podrazdéni oci pretrvava: Vyhledejte |ékafskou pomoc/oSetieni.

Dalsi informace naleznete v bezpec€nostnim listu.

11.2 Uvahy o likvidaci

Zbytky chemikalii a pfipravk(l jsou obecné povazovany za nebezpeény odpad. Likvidace tohoto druhu odpadu je regulovana
narodnimi a regionalnimi zakony a pfedpisy. Obratte se na mistni ufady nebo spole€nosti zabyvajici se nakladanim s
odpady, které vam poradi, jak nakladat s nebezpeénym odpadem.

Informace o obalovych materialech naleznete v &asti OBALOVE MATERIALY.
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Zkratky
CMIT 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on
MIT 2-methyl-2H-isothiazol-3-on

OBALOVE MATERIALY

\ZAY ‘
N e __.,5'|
Ny
PAP 21 PAP 21 PAP 22
[ soLN|[sTOP | |wASH|BUF|20x| [suB|TmMB| |DIL |
MTP
[cong] |[cAL| |H.contROL | [L.CONTROL |
T
Ul
HDPE 2 Str. 5 PET / ALU / LDPE 90
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Toxin bordetella pertuse (PT) IgG ELISA EIA-6133

SCHEMA ZKOUSKY

Priprava na test

Pfipravte €inidla a vzorky podle popisu.
Stanovte plan distribuce a identifikace pro vSechny vzorky a normy/kontroly dodané v sadé.
Vyberte poZzadovany pocet mikrotitraénich prouzkt nebo jamek a vlozZte je do drzaku.

Postup stanoveni

Prazdny Normy A - Ovlada Ovlada Vzorek
podklad E n|: ) ni (zfedény
(A1) nizké \éysok 1+100)
Normy A - E - 100 pl - - -
Ovladani nizké - - 100 pl - -
Ovladani vysokeé - - - 100 pl -
Vzorek
- - - - 100 pl
(zedény H
1+100)
Jamky zakryjte félii dodavanou ve stavebnici
Inkubace po dobu 1 hodiny pii 37 1 °C
KaZdou jamku tFikrat promyjte 300 ul roztok WASH | BUF | 1k
Konjugovat - 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Inkubace po dobu 30 minut pfi pokojové teploté (20 °C - 25 °C)
Nevystavujte pfimému slune€nimu zafeni
Kazdou jamku tfikrat promyijte 300 pl roztok WASH | BUF | 1k
SUB|TVMB 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Inkubace presné 15 minut pfi pokojové teploté (20 °C - 25 °C) ve tmé
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
Fotometrické méfeni pfi vinové délce 450 nm
(referenéni vinova délka: 620 nm)
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Toxin bordetella pertuse (PT) IgG ELISA EIA-6133

13 SYMBOLY
Symbol Vyznam

ce Shoda s Evropskymi pfedpisy

Viz navod k pouziti

Diagnosticky zdravotnicky
prostfedek in vitro

<

§F ek G- <EEREE

Katalogové &islo

Cislo sarze

Obsahuje dostateéné mnozstvi pro
<n> testd

Teplotni limit

Expirace

Vyrobce

Distributor

Datum vyroby

Biologicka rizika

Upozornéni

Jedine¢ny identifikator
zafizeni

RU

o

Pouze pro vyzkumné ucely
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