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Pouziti

SeroMP™ 1gG kit je semi-kvantitativni ELISA pro
stanoveni  specifickych IgG protilatek proti
Mycoplasma pneumoniae v lidském séru.

Test SeroMP IgG slouzi jako pomicka pfi
diagnostice Mycoplasma pneumoniae. Stanoveni
téz umoznuje diagnostiku probihajici infekce
vySetfenim parovych sér odebranych po 2-4
tydnech. UrCujici je zde vzestup protilatek.

Pro In Vitro diagnostické ucely.

c € 0483

SeroMP™ IgG

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) pro stanoveni protilatek IgG proti
Mycoplasma pneumonii v lidském séru.

Savyon Diagnostics Ltd.

Testovaci souprava pro 96 stanoveni.
(Katalogové ¢. B261-01M)

Skladujte pfi 2 — 8°C. Nezmrazujte.
Pouze pro in vitro stanoveni.

Uvod

M. pneumonie je bé&znym pfipadem populacné-
ziskané pneumonie, pocatek je Casto
charakteristicky bolesti hlavy, horeckou,
nevolnosti, a typickym suchym kaslem.
M.pneumonie je bézna ve vSech vékovych
skupinach, nejbéznéjsi je vSak u lidi v prvnich
dvou dek&dach Zivota, a zfidka se vyskytuje u
déti mladSich 4 let. Bylo publikovano, ze
M.pneumonie je pfi¢inou vice jak 30% vSech
pfipadd pneumonii(1).

M.pneumonie byva také casto spojovana s
nerespiraénimi onemocnénimi, jako je:
meningitida, encefalitida, pankreatitida,
senzorineuralni ztrata sluchu, a akutni mozkovy
syndrom (2).

Vzhledem k Castému vyskytu, by bylo dobré mit
na zfeteli M.pneumonii ve vSech pfipadech
pneumonie. Vzhledem ke stejnym symptomim u
raznych agens, se doporuCuje pouzivat jako
diagnostické pomucky serologické testy(3).
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ELISA metoda je citliva, specificka a umoznuje
diferencialni diagnostiku specifickych IgA, 1gG a
IgM protilatek(4).

Specifické protilatky proti M. pneumonii ve tfidé
IgM stoupaji brzo po nastupu onemocnéni,
maxima dosahuji za 1 az 4 tydny, béhem 5
mésicu klesaji pod detekovatelnou hladinu (5).
Vzhledem k ¢esnému nastupu protilatek, a k jejich
pomérné kratkému vyskytu, umozZnuje detekce
IgM protilatek, diagnostiku akutni infekce, uzitim
pouze jednoho séra pacienta. U mladych pacientt
se nachazeji vysSi titry IgM nez u dospélych (6).
IgG protilatky stoupaji pomaleji nez IgM, ale
zUstavaji detekovatelné o mnoho déle. Vyznamny
vzestup hladiny protilatek u parovych sér (odbér
nejméné po 2 tydnech) muaze vypovidat o
probihajici infekci nebo o reinfekci i v pfipadé
negativnich IgM protilatek. Vysoké titry protilatek
ve tfidé IgA se vyskytuji u postarSich pacientd (5).
Diagnostika ve tfidé IgA se zda byt u dospélych,

Savyon® Diagnostics  Ltd.  vyvinul  semi-
kvantitativni ELISA testy, schopné méfit zménu
hladiny protilatek ve tfidach 1gG, IgA, a IgM.
Antigen pouzity v téchto SeroMP™ soupravach
je membranové pfipraveny z M.pneumonie a
obsahuje P1 membranovy protein, coz je
nejdulezitéjsi immunogen (7, 8, 9, 10, 11).

SeroMP™ test umozfiuje Casnou a presnou
detekci specifickych protilatek proti M. pneumonii
ve tfidach IgG, IgA a IgM.

Princip stanoveni
e SeroMP™ mikrotitraéni desti¢ka je

kautovana Cisténou frakci
membranovych proteinu M.
pneumonie.

e Naredéné testované sérum, se
inkubuje v jamkach mikrotitraéni
desticky. Specificka protilatka
pfitomna vséru pacienta se
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navaze na antigen navazany na
mikrodesticce.

e Nespecifické protilatky jsou
odstranény promytim.

o Dale se pfidava kfenova
peroxidaza (HRP) konjugovana s
anti-lidskou IgA. Jestlize v prvnim
kroku vznikl komplex antigen-
protilatka, HRP znacena protilatka
se navaze na protildtku a vytvofi
komplex.

e Nenavazany konjugat je
odstranén promytim.

e V dalSim kroku je do jamek
pfidavan chromogenni substrat,
ktery pfi pozitivni enzymatické
reakci vytvofi modré zbarveni.

o Enzymatickd reakce je ukon&ena
stop Cinidlem (1M H,SO,). Modré
zabarveni se zméni na Zluté.
Absorbance se méfi pfi 450/620
nm.

¢ Hodnota absorbance je
proporcionalné Umérna hladiné
specifickych protilatek navazanych
na kautované antigeny.

Soucasti kitu

Prehled kroku

Jamky mikrotitracni desti¢ky jsou kautovany
antigeny M.pneumonie

pfidejte 50ul negativni kontroly, positivni kontroly,
vSech kalibratord (P10,P50,P100) a nafedénych

vzork(

\

desti¢ku pfikryjte a inkubujte 1h pfi 37°C ve 100%

vihkosti

\

3x promyjte promyvacim pufrem

pridejte 50ul HRP konjugatu nafedéného
v poméru 1/300
A

destic¢ku prikryjte a inkubujte 1h pfi 37°C ve 100%

vihkosti
\’

3x promyjte promyvacim pufrem
\

pridejte 100ul TMB-Substratu
2

Desti¢ku pfikryjte a inkubujte 15min pfi laboratorni

teploté
\2
pridejte 100ul Stop roztoku
\2
Absorbanci odecitejte pfi 450/620nm
\2

Vypocitejte a interpretujte vysledky
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Souprava na 192 stanoveni
Kat.¢. B261-01M

1.

10.

11.

Mikrotitraéni desticka kautovana
antigenem M.pneumonie: 96
odlamovatelnych jamek (8x12) kautovanych
antigeny M.pneumonie, zabalené v hlinikové
folii se suSidlem.
2 desticky
Koncentrovany promyvaci pufr (20X):
PBS - Tween pufr.
2 lahvicky, 100 ml v kazdé
Roztok k fedéni sér (modry): Roztok pufru,
v pracovni koncentraci, s obsahem méné nez
0.05% proclinu jako konzervaéniho
prostiedku.
1 lahvic¢ka,60 ml
Roztok k fedéni konjugatu (zeleny):
V pracovni koncentraci. S obsahem méné
nez 0.05% proclinu jako konzerva¢niho
prostiedku.
1 lahvicka, 80 ml
Positivni kontrola: V pracovni koncentraci.
Lidské sérum positivni na 1gG. S obsahem
méné nez 0.05% proclinu a méné nez 0,1%
azidu sodného jako konzervacéniho
prostredku..
1 lahvicka, 1,25 ml
Negativni kontrola: V pracovni koncentraci.
Lidské sérum negativni na IgG. S obsahem
méné nez 0.05% proclinu a méné nez 0,1%
azidu sodného jako konzervacéniho
prostiedku.
1 lahvicka, 1,25 ml
P10 kalibrator: V pracovni koncentraci.
Koncentrace 10 BU/ml (arbitary binding units)
specifickych 1gG protilatek proti M.pneumonii.
S obsahem méné nez 0.05% proclinu a
méné nez 0,1% azidu sodného jako
konzervacéniho prostfedku.
1 lahvicka, 1,25 mi
P50 kalibrator: V pracovni koncentraci.
Koncentrace 50 BU/ml (arbitary binding units)
specifickych IgG protilatek proti M.pneumonii.
S obsahem méné nez 0.05% proclinu a
méné nez 0,1% azidu sodného jako
konzervaéniho prostfedku.
1 lahvicka, 1,25 ml
P100 kalibrator: V pracovni koncentraci.
Koncentrace 100 BU/ml (arbitary binding
units) specifickych 1gG protilatek proti
M.pneumonii. S obsahem méné nez 0.05%
proclinu a méné nez 0,1% azidu sodného
jako konzervacniho prostfedku.
1 lahvicka, 1,25 ml
Koncentrovany HRP konjugat (300x): anti-
lidské IgG (y fetézec specificky). S obsahem
méné nez 0.05% proclinu jako konzervac¢niho
prostfedku.
1 lahvi¢ka, 0.2 mli
TMB substrat: v pracovni koncentraci,
obsahuje 3,3,5,5"- tetramethylbenzidin
jako chromogen a peroxid jako substrat
1 lahvicka, 24 ml



12. Stop roztok: V pracovni koncentraci..
Obsahujici 1M H2SOa4.
1 lahvicka, 30 ml
13. Folie na prikryti desticek: 2x
14. Navod k pouziti: 1

Potirebny material, nedodavany v soupravé

1. naprosto Cisté zkumavky pro
fedéni séra pacienta

2. plastové zkumavky na jedno
pouziti pro fedéni HRP konjugatu

3. vhodné mikropipety nebo multi-

kanalové pipety (5-50, 50-200 a

200-1000 pl) a Spicky

jednolitrova volumetricka lahev

50 ml volumetricky valec

promyvaci nadoba

filtraéni papir

vortexové michadlo

vodni lazen s vickem (37+ 1°C)

nebo mizna komora umisténa

v inkubatoru (37+ 1°C)

10. reader sfiltrem 450 nm pro
méfeni mikrodesti¢ek

11. destilovana nebo
deionizovana voda.

©ooNo O A

dvakrat

Upozornéni

Pouze pro in-vitro diagnostické pouZiti!

e Tato souprava obsahuje lidska
séra, ktera byla testovana
technikami podle FDA. Séra jsou
negativni na HBsAg a protilatky
proti HCV a HIV, nicméné, jelikoz
zadnd znama metoda nemuze
zaruCit s Uplnou jistotou, Ze
vyrobky derivované zlidské krve
nepfenaseji infekci, se vdemi
komponenty zlidské  krve,
obsaZenymi vtéto soupravé se
musi zachazet jako
s potencionalné infekénim sérem
nebo krvi, zplsobem identickym
(nebo podobnym) s doporuéenim
publikovanym v CDC/NIH
manualu .Biobezpe&nost
mikrobiologickych a lékarskych
laboratofich®, 1988.

e Roztok chromogenniho substratu
pusobi drazdivé na pokozku a
mukoézni membrany. Vyvarujte se
pfimého kontaktu.

e VSechny soucasti kitu jsou
kalibrovany na danou S$arzi.
Kombinovani soucasti kitd
riznych Sarzi muaze ovlivnit
vysledek stanoveni.
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e Kyselina sirova 1M, je pro oci a
pokozku  drazdiva. V pfipadé
kontaktu s ocni sliznici,
vyplachujte oko proudem vody.

| Uchovavani a trvanlivost reagencii

1. VSechen dodavany material je
nutno skladovat pfi teploté 2 az
8°C. Reagencie, uchovavané pfi
teploté 2 az 8°C, jsou stabilni do
data exspirace, vyznaceného na
obalu soupravy. Expozice slozek
soupravy obyc€ejné teploté po
dobu nékolika hodin nezplsobi
zniCeni reagencii. Reagencie
nezmrazujte.

2. Zivotnost kitu po otevieni je 90
dni.

3. Nepouzité stripy se musi
skladovat v  hlinikove  folii
spole¢né se suSidlem.

4. 'V koncentrovaném promyvacim
pufru 20x se mohou béhem
skladovani tvofit krystalky. Toto
je bézné. Krystalky rozpustte
zahfatim pufru na 37°C jesté
pfed jeho fedénim. Naredény
pufr skladujte pfi 2-8°C a to po
dobu maximalné 21 dni.

| Odbér vzorku
Vzorky sér se odebiraji  asepticky
standardnimi technikami. Tepelné

inaktivovand séra nemohou byt pouZita.
NedoporuCuje se pouziti  lipemickych,
zakalenych a kontaminovanych sér. Drobné
Castice a srazeniny v séru mohou zpUsobovat
chybné vysledky. Tyto vzorky by mély byt
pred stanovenim vyCefeny centrifugaci nebo
filtraci.

| Skladovani vzorku

Vzorky by se mély skladovat pfi teploté 2-8°C
pokud jsou testovany bé&hem 7 dni
(doporuCuje se pfidavek 0,1% azidu
sodného). Pro delSi uchovani je nutno alikvoty
séra uchovavat pfi teploté —20°C. Vyhnéte se
opakovanému mrazeni a rozmrazovani séra.

| Pracovni postup

A. Priprava reagencii.

1. VSechny testovaci reagencie a vzorky
pfed pouzitim vytemperujte na laboratorni
teplotu. Pfed pouzitim dobfe promichejte
kalibratory (P10, P50, P100) negativni
kontrolu, pozitivni kontrolu a testované
vzorky sér.



2. UrCete celkové mnozstvi jamek 14. Odstrante prebyte¢né tekutiny z jamek a
tfebnvch n testovani. Kromé provedte promyvaci krok, jak je uvedeno
potfebnyc a testova omeé .
vzork(l pacienta musi byt v kazdém v bodé 9-10.
g;eri”'. fjahm”ta Jed”? J",’"Ekat plro D. Inkubovéni s TMB-substratem.
ar} ! J,e Qa prlo negav!vn_| En rold, 15. Odpipetujte 100 pl roztoku TMB-
pozitivni kontrolu a tfi jamky pro Substratu do kazdé z jamek, prikryjte
kalibratory (9101 P30, P100). ) vickem a inkubuijte pfi laboratorni teploté

3. Vyjméte mikrodestiCku z hlinikové 15 min.
folie rozstfizenim jednoho konce 16. Reakci ukoncete pridanim 100 ul roztoku
blizko svaru. Odeberte potfebné Stop roztoku (1 M H,S04) do kazdé
mnozstvi  stripl (odpovidajici Z jamek.
mnozstvi testovanych vzorkll) z 96 L .
jamkového ramecku. E. gdec&em vgsleglku.' - 450/620

4. Zredte 1/20 koncentrovany 17. Promerte absorbanci pii 450/620 nm a

. , fr deionizovanou nebo vysledek zapiste. Qdectem muze byt
promyvaCI pu ., provedeno do 30 min od zastaveni
destilovanou vodou. Pro pfiklad: pro chromogenni reakce.
pfipravu 1 L promyvaciho pufru Pozn.: Pred odectenim nesmi jamka obsahovat
pfidejte 'k 50 ml koncentrovaného Z4dné bublinky. Dno destiéky musi byt opatrné
roztoku promyvaciho pufru 950 ml otfeno.
dvakrat deionizované nebo
destilované vody. Validita testu

B. Inkubace vzorkd sér a kontrol. Test je validni, jestlize jsou splnéna nasledujici

5. nafedte kazdy vzorek pacienta kritéria: Pokud nejsou spinény tyto podminky, neni
v poméru 1/105 dodavanym roztokem test validni a musi byt zopakovan.

k fedéni sér, nasledovné: pridejte

10pl séra pacienta k 200ul roztoku 1. O-D-Fjl?o >1.2

pro fed&ni sér (1/21). A nasledn& 2 pomer O Dpwof 9.D-ne > LS

pridejte 25ul takto ziskaného roztoku 3. Pomér: 0.D.pso/ O.D. nc >4
- v s 2 4. Pomeér: O.D.ploo / O.D. Ne> T

1/21 ke 100pl roztoku k fedéni sér. 5. PC by mél byt > 40 BU/mI

6. Pipetujte 50ul blanku (roztok k fedéni ' B

sér), 50ul negativni kontroly, pozitivni VVDO& - o
' . 0 ’ ocet vysledku
kontroly, tfi kalibratory (P10, P50, yp y
P100) a ier vna’redgnych v pon?e“‘ Manualni metoda, kde se pouziva milimetrovy
1/105 do pfislusnych jamek na stripu. papir:

7. Prikryjte  strip vickem a dejte 1. Vyneste hodnoty absorbance (OD) véech
inkubovat na 1 hodinu do mizné tfi kalibracnich standarda (P10, P50 a
komory (37°C). P100) na osu y proti jejich koncentracim

8. Odstraiite piebyteéné tekutiny z v jednotkach BU/ml na ose x.
jamek. 2. Vzniklymi body vhodné prolozte zakladni

9. Promyvaci krok: napliite kaZdou 3 'l_i,”eé‘f,?," kﬁ"ktu' dardni Kiivky  odetiteit
jamku promyvacim pufrem (300- : ho(t;zu im stanaar r:" L“fy .%ec'kgﬁ
350ul) po okraj a poté tekutinu odnoty testovanys:v vzorku (v jednot ach

H . . BU/ml) z namérenych absorbanci
odstrante. Postup opakujte 3x. ] jednotlivych testovanych vzorkd pacient

10. Osuste stripy a ramecek jemnym (viz pF.1).

poklepanim na absorp&nim papiru.

Priklad 1. Interpolace vysledk:

C. Inkubace s konjugatem.

11. Koncentrovany roztok HRP-konjugatu
IgG zfedte do pracovni koncentrace
tésné pred pouzitim v poméru 1/300
roztokem Conjugate Diluent.

Napf. pro dva stripy pfipravte minimalné 3 ml
zfedéného HRP-konjugatu nasledovné: 10 pl

Na osu Y vyneste hodnoty absorbance vzorku
(Y1) a nakreslete horizontalni ¢aru ke kalibra¢ni
kfivce.

Z daného bodu vedte vertikalni ¢aru k ose X.
Odectéte koncentraci vzorku v BU/ml.

koncentrovaného roztoku HRP-konjugatu
IgG a smichejte s 3 ml roztoku Conjugate
Diluent.

12. Odpipetujte 50 ul zfedéného konjugatu
do kazdé z jamek.

13. Prikryjte strip vickem a inkubujte 1 hodinu
pfi 37°C v mizné komore.
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Ke ziskani kompletniho protilatkového profilu,

by mélo byt testovano IgA, IgM a IlgG

Calibrators | IgG BUMI 450/C(;EOnm Interpretace vysledkd zaloZenych na detekci
P10 10 0.489 IgA, IgM a 1gG protilatek.
P50 50 1.18
P100 100 2.03
Sample x1= 40 ¥1=1.0 Hladina M. pneumoniae protilatek
Sero MP IgG Calibration |g G |g M |gA
- - oot dern 208 Negativ. | Negativ. | Negativ. | Neindikuje infekci
£ Riz1 — M. pneumoniae
g 1o Ty Negativ. | Positivni | Negativ. | Indikuje
z ! oase = =T nebo nebo probihajici
© os x1 Positivni Positivni | M. pneumoniae
0 J' Infekci
R .gGS(;U/m?O o 80 %0 10 Positivni | Negativ. | Negative | Indikuje minulou
nebo probihajici
M. pneumoniae
Infekci
Negativ. | Negativ. | Positivni | Indikuje
nebo probihajici
Interpretace vysledku Positivni M. pneumoniae
Infekci nebo re-
infekci
IgG BU/mlI Vysledek Diagnosticka
Interpretace
< 10 BU/mlI Negativni | Neindikuje infekci Zkrizena reaktivita
Nedetekovat [ M. pneumoniae
elna hladina Hospitalizovani pacienti, infikovani respiraénimi
IgG protilatek patogeny: Chlamydia pneumoniae, Influenza A.,
>10BU/ml Hranicni Po 2-4 tydnech by Influenza B., Parainfluenza 1, 2 a 3 stejné jako
<20 BU/m se mél odebrat Adenovirus a EBV, diagnostika byla provedena
druhy vzorek, a komeréné dostupnymi kity. Tyto pacienti byli
testovat paralelné testovany kitem SeroMP Kkit.
s prvnim. Pokud VétSina sér byla shledana negativni, nebyla
je i druhy vzorek detekovana Zadna zkFizena reaktivita.
hraniéni, vzorek
se povazuje za .
negativni. Omezeni testu
Positivni Indikuje
>20 BU/ml | Vyznamna | probihajici nebo e Jednotlivé serologické testy nemohou byt
hladina IgG | nedavné pouzivany jako jediné kriterium pro
protilatek. | M. pneumoniae stanoveni diagn6zy. Musi se brat v Gvahu
Infekcit vSechny klinické a laboratorni vysledky.

! K rozlieni mezi probéhlou a probihajici infekci
se doporuCuje odebrat druhy vzorek za 2-4
tydny. Pokud se hodnota druhého vzorku v
BU/ml vyznamné zvysi jedna se o probihajici

infekci.

K posouzeni, zda rozdil mezi dvémi méfenimi je

vyznamny slouzi nasledujici vypocet:

R=BU2+15
BUL + 15

BU1 = Koncentrace prvniho vzorku v BU/ml
BU2 = Koncentrace druhého vzorku v BU/ml

Jestlize R >1.55, rozdil je statisticky vyznamny

Vzorky, které byly odebrany pfiliS brzo

béhem primarni infekce nemusi
obsahovat detekovatelné mnozstvi
protilatek. Pokud je podezfeni na

mycoplasmovou infekci, mél by se béhem
2-4 tydnl odebrat dalSi vzorek na analyzu.
Ten by se mél testovat paralelné s prvnim
vzorkem.

Pouzivani lipemickych, turbidnich a
kontaminovanych sér se nedoporucuje.
Zakaleni a precipitace v sérech mGze byt
pricinou Spatnych vysledkd. Tyto vzorky
by mély byt pfed testovanim vycisStény
centrifugaci nebo filtraci.

Chovani testu

(p=0.005)
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Sensitivita a Specificita

Sensitivita a Specificita SeroMP™

IgG byla

stanovena uzitim jinych dvou komerénich testd



(Consensus Results).

Bylo testovano 31 sér

positivnich pacientl a 28 sér zdravych darc(.

Consensus Results
Positivni | Negativni
SeroMP Positivni 29 0
IgG Negativni 2 28
Sensitivita: 29/31 x 100 = 93.5%
Specificita: 28/28 x 100 = 100%
Celkova shoda: 57/59 x 100 = 97%
Presnost
Intra-assay (uvnitf béhu)
Vzorek Pocet Stiedni CV%
opakovani hodnota
Positivni 10 1.247 2,7%
Negativni 10 0.185 6,7%
Inter assay (mezi béhy)
Vzorek Pocet Stredni CV%
opakovani hodnota
Positivni 10 1.138 7,6%
Negativni 10 0.189 13,2%
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