MASTAZYME™ FSME IgG

Enzymatickd imunoesej pro detekci a kvantifikaci lidskych protilatek 1gG
proti viru TBE (Tick-borne-encephalitis) v séru a plasmé

Navod na pouziti

q

Pouze pro in vitro diagnostiku

Test Kéd Kit pro
MASTAZYME™ FSME/TBE IgG 680501 12 x 8 testu

Skladovani: 2-8 °C
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3.1

3.2

3.3

Uvod

Infekce TBEV se vyskytuje pfevazné v ¢asném lété diky kousnuti klistétem infikovanym TBEV. Klistata se
mohou nakazit v kterékoli fazi jejich metamorfozy a prenaset virus diaplacentalné. Pfedpoklada se, ze virus
hibernuje v klistéti nebo v obratlovcich jako je dikobraz, plch, netopyr a jelen. Inkubacéni doba je 4 - 21 dni.
Tyto viry byly dfive nazyvany arboviry (arthropod-borne viry) a jsou slou¢eny dle jejich funkce do skupiny in-
fekénich patogend, které jsou pfenaSeny mezi obratlovci kousnutim krev sajicimi €lenovci. Tyto viry replikuji v
organech prijimajicich ¢lenovcl, aniz by doslo k pfiznakiim choroby nebo poskozeni tkané.

Diky cyklu obratlovec-¢lenovec-obratlovec zlstava virus stale nazivu, ¢lenovec se stane celozivotné infekéni
diky sani krve z obratlovcu ve viremické fazi. Dnes je TBEV pfidéleno do skupiny flavivird. Sérologicky TBEV
patfi do flavivir(l skupiny B. Patogeny jsou tvofeny jednovlaknovou RNA a jsou inaktivovany éterem a deoxy-
cholatem sodnym. Virus se muze mnozit v mozku novorozenych mysi, ale také v bunécnych
kulturach (BHK-21 a Vero bunkéch). Replikace viru probiha v cytoplasmé infikovanych bunék. Viriony se for-
muji v Golgiho aparatu. Velikost virovych €astic je 80-100 nm. Viry jsou pfenaseny klistaty Ixodes ricinus.

Pro onemocnéni je charakteristické postizeni bulbarnich a cervikalnich ¢asti patefni kostni diené, stejné tak,
jako vzestupnou paralyzou a hemiparézou. Vyskyt zbytkové paraplegie po infekci neni neobvykly. Typické in-
fekce vykazuji dvoufazovy priibéh onemocnéni: Prvni faze nakazy je doprovazena netypickou horeckou se
silnymi bolestmi hlavy, druhd faze meningo-encefalitidy je s nebo bez parézy. Po inkubaéni dobé
3-28 dnu (v zavislosti na mnozstvi infekénich agens) se vyviji v pocatec¢ni fazi nespecifické chfipkové pfizna-
ky. Po 3-7 dnech pfiznaky slabnou pfiblizné u 10% pfipadu, druha faze onemocnéni se vyviji k opétovnému
rdstu teploty, bolestem hlavy, bolestem v koncetindch a meningo-encephalitické pfiznaky. Mize dojit k ochr-
nuti v oblasti lopatky. O nékolik dni pozdéji zacina faze zlepSovani, ktera obvykle trva 1-3 tydny. Pfi postizeni
CNS se jedna o rezidudlni poSkozeni, které se vyskytuje asi u 7% pfipadd, umrtnost se pohybuje kolem 1%.
Klinicky obraz TBEV je netypicky. Proto je nutna sérologicka laboratorni diagnostika. Diagn6za ¢asné infekce
se provadi detekci specifickych protilatek IgM.

Specifické IgG protilatky se uréuji ze dvou diivodu:

a) Pro sledovani prabéhu onemocnéni po infekci TBEV (vyznamna zména titru)

b) Pro zjisténi "stavu imunity" po "aktivni imunizaci" (ochrana o¢kovanim)

Pouziti

Souprava MASTAZYME™ FSME IgG (TBE Virus = Tick-Borne Encephalitis Virus) antibody ELISA je uréena
pro detekci a kvantifikaci specifickych protilatek IgG proti TBE viru v séru a plasmé. Na vyzadani je mozné
test provadét i v dalSich télnich tekutinach.

Tento test je uréen pouze pro pouziti in-vitro. VSechny vysledky testu musi byt interpretovany v souvislosti s
ostatnimi klinickymi ukazateli. Pro spravnou klinickou interpretaci musi byt vzaty v Gvahu i vysledky dalSich
laboratornich testd.

Princip testu
Princip testu muze byt popsan ve ¢tyfech fazich.

Inkubace séra

Specifické protilatky se vazi k antigentm, které jsou na pevné fazi, a tim vznika stabilni imunokomplex.

Po 60-ti minutové inkubaci pfi pokojové teploté jsou jamky promyty pfedem zfedénym promyvacim pufrem,
¢imz se odstrani vSechny nereaktivni komponenty v séru.

Inkubace s konjugatem

Anti-lidsky —IgG konjugat s kifenovou peroxidazou je pfidan do kazdé jamky. Konjugat se vaze k protilatkam
IgG (respektive k antigenu na pevné fazi) a vytvari se tak stabilni ,sandwich”. Po 30-ti minutové inkubaci pfi
pokojové teploté je pfebyte¢ny konjugat odstranén promytim kazdé jamky promyvacim pufrem.

Reakce se substratem a jeji zastaveni

Do kazdé jamky je pfidan TMB substrat a v reakci mezi nim a enzymem peroxidazou vznikne stabilni modry
chromogen. Reakce s naslednou tvorbou zabarveni je zastavena po 20-ti minutové inkubaci pfi pokojové
teploté pfidanim 0.5 N H2SO4 do jamek. Zména pH zpUlsobi, ze se modra barva chromogenu zméni na Zlu
tou.
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3.4 Vyhodnoceni a interpretace

Intenzita zbarveni je vyhodnocena v readeru pfi 450 nm (doporuc¢ena referenéni vinova délka pro
bichromatické méfeni: 600 — 690 nm).
Intenzita zbarveni (OD) je pfimo umérna koncentraci specifickych protilatek v séru pacienta.

Vysledky Ize &ist z kalibracni kfivky nebo ze souboru elektronickych grafli pomoci 4 parametri sigmoidalni

kFivky.

Soucasti soupravy

Souprava se sklada z reagencii pro 12 x 8 = 96 stanoveni. Mikrotitracni stripy a roztoky musi byt skladovany

pfi teploté 2 — 8 °C. Datum expirace je uvedeno na Stitku.

12

1
4x1,5ml

2 x 60ml

1x1,5

1x1,5

1x12ml

1x12ml
1x12ml
2x50ml

Mikrotitracni stripy
Drzak
Kalibratory 1-4

jednotlivé stripy obsahuji 8 odlamovatelnych jamek s navazanym
antigenem TBE viru

Stabilizovana lidska plasma s obsahem protilatek proti TBE predre-

dénd pufrem. Kalibratory pfipraveny k pouziti

Anti-FSME 1gG
koncentrace [VU/mL]

Kal. 1 1

Kal. 2 (cut-off) 100

Kal. 3 400

Kal. 4 1600

Pozitivni kontrola 800
Negativni kontrola 50

Sérum diluent

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola

Roztok HRP konjugatu

TMB substrat
Stop roztok

Promyvaci pufr
10 x koncentrovany

roztok PBS/BSA pufru, obsahuje < 0,1 % azidu
sodného jako konzervantu, pfipraven k pouziti

Stabilizovana lidska plazma, pfipravena k pouziti, muze
byt integrovana do kalibraéni kfivky

Stabilizovana lidska plazma, pfipravena k pouziti, mdze
byt integrovana do kalibraéni kfivky

HRP-znacené kozi anti-lidské -IgM protilatky,
pripraven k pouziti

3,3,5,5 Tetramethylbenzidine, pfipraven k pouziti
0.5 N kyselina sirova, pfipraven k pouziti

roztok PBS/Tween pufru 10x koncentrovany, naredit
1:10 pfed pouzitim, koncentrat muze byt zahrat az do
37 °C po dobu 15 min. k zabraneni vzniku krystald

Potiebny material, ktery neni soucasti soupravy

e 5pL-, 100 pL- a 500 pL mikro- a multikanalové pipety
e ELISA reader se 450 nm filtrem (referencni filtr 600 — 690 nm)

e Promyvac mikrotitracnich desti¢ek (v pfipadé manualniho promyvani: promyvaci lahev)

e Zkumavky na fedéni sér pacientd

e Odmeérny valec
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6.

9.1.

e Destilovana voda nebo voda vy$Si kvality

Upozornéni a zvlastni opatreni

¢ Pouze pro in-vitro diagnostiku! Zabrarite poziti ¢i spolknuti! P¥i praci dodrzujte laboratorni bezpe¢nostni
opatreni. V laboratofi nejezte, nepijte ani nekurte.

e Séra, plasmy a pufry této soupravy byly testovany vSeobecné uzndvanymi metodami a jsou negativni na
HBsAg a protilatky proti HIV a HCV. Nicméné z preventivnich diivod( je nutné pfi praci pouzivat ochranné
latexové rukavice.

e Skvrny zpusobené séry i reagenciemi musi byt dikladné odstranény za pouZiti desinfekénich roztoku
(napf. 5% chlornan sodny).

e Pred provadénim testu je nutné nechat vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (18—
24°C).

¢ Pfed pouzitim je nutné reagencie dlikladné, ale jemné promichat napf. krouzivymi pohyby. Vyhnéte se
tfepani, které vede k nésledné tvorbé pény.

¢ Aby byly zajistény stejné podminky testu ve vSech jamkach mikrotitracni desticky, je nutné pipetovat re-
agencie ve stejnych intervalech.

¢ Pfed pouzitim reagencii se ujistéte, zda neni uzavér ¢i lahvicka poskozena a nedoslo tim k mozné kon-
taminaci. Vyvarujte se vzdjemného smichani reagencii. Protoze jsou reagencie €asto citlivé k oxidaci, je
nutné nechavat lahvi¢ky s nimi oteviené pouze po kratkou dobu.

e Kvuli zabrénéni vzniku kontaminace je nutné pouzivat jednorazové, vymeénitelné Spicky na pipety.

¢ Neni mozné michat &i jinak pouzivat reagencie ze stejnych souprav o jiné Sarzi.
* Reagencie nepouzivejte po datu jejich expirace.

¢ V souladu se Spravnou Laboratorni Praxi (SLP) a ISO 9001 by mély byt veSkeré laboratorni pomucky a
pristroje pouzivané pro provedeni testu provéfeny z hlediska presnosti. Toto se tyka predevsim pipet,
promyvacich a ¢tecich zafizeni (ELISA readeru).

e Vyhnéte se kontaktu urcitych reagencii, a to pfedevSim stop roztoku a substratu, s pokozkou, o€ima a
sliznicemi. Hrozi zde riziko podrazdéni, poleptani a intoxikace.

Uchovavani a trvanlivost reagencii
V8echny reagencie skladujte pfi teploté 2 — 8 °C.

Datum expirace kazdé reagencie je uvedeno na Stitku lahvi¢ky. Reagencie nepouzivejte po datu jejich
expirace. Nafedény promyvaci pufr je stabilni az 4 tydny, pokud je skladovan pfi teploté 2 — 8 °C.
Otevreny kit by mél byt zpracovan béhém 3. mésicu.

Odbér a manipulace se vzorkem

Pro stanoveni se pouziva sérum nebo plasma (EDTA, heparin). Vzorky séra &i plasmy se skladuji pfi teploté
2 — 8 °C po dobu max. 3 dnt. Po delSi dobu mohou byt vzorky skladovany pfi teploté -20 °C. Po rozmrazeni
vzorky znovu nezmrazujte. Lipemické, hemolytické nebo bakteriemi kontaminované vzorky mohou zpusobit
faleSnou pozitivitu ¢i faleSnou negativitu vysledku. Pacientska séra musi byt pfedfedéna sérum diluentem v
poméru 1:101 (napf. 5 pl séra + 500 pl sérum diluentu).

Vzorky s koncentraci protilatek pfesahujici hodnotu koncentrace v nejvy$Sim (nejkoncentrovanéjSim) kali-

bratoru musi byt dale zfedény sérum diluentem.

Pracovni postup
Priprava reagencii

Pfed pouzitim nechte vSechny soucasti soupravy a také vzorky vytemperovat na laboratorni
teplotu (18 — 24 °C), reagencie jemné promichejte.

Promyvaci pufr: Rozpustte krystalky, které se mohou v lahvi¢ce vyskytovat, zahfatim na teplotu 37 °C,
a poté jemné promychejte.

Naredte koncentrovany promyvaci pufr v poméru 1:10 destilovanou vodou
(napf. 50 ml koncentrovaného pufru + 450 ml destil. vody). Dukladné promycheijte.
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Pro spravné provedeni testu je nutné disledné postupovat podle pfilozenych instrukci. VeSkeré zmény a
modifikace jsou v ramci odpovédnosti uzivatele.

V8echny reagencie a vzorky musi byt pfed pouzitim pfi laboratorni teploté, ale nemély by se této teploté
vystavovat po dobu delsi, nez je nezbytné nutné.

Kalibracni kfivka by méla byt sestrojena pfi kazdém testu.

Nepouzité mikrotitraéni stripy vlozte zpét do plastového obalu a uchovavejte je v suchu pfi teploté 2 — 8°C.

9.2. Provedeni testu

Pripravte si dostatecné mnozstvi jamek v mikrotitracnich stripech pro kalibratory, kontroly a vzorky.

Poznamka: Je mozné vyuzit i jiné inkubacéni podminky. V pripadé zmén v doporu¢eném pracovnim
postupu (napf. inkubace pfi teploté 37 °C misto laboratorni teploty) musi uzivatel validovat takovéto

provedeni testu.

1. Pipetujte 100 pL nafedéného vzorku (1:101) a kalibratord do pfislusnych jamek.

2. Inkubujte pfi laboratorni teploté po dobu 60-ti minut.

3. Odstrarnite pfebyte¢ny obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 pL nafedéného promyvaciho pufru.
Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitr. desticky na papirovém ruéniku.

4. Pipetujte 100 uL roztoku HRP konjugatu do kazdé jamky.

5. Inkubuijte pfi laboratorni teploté po dobu 30-ti minut.

6. Odstrante prebyteény obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 uL nafedéného promyvaciho pufru.
Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitr. desticky na papirovém ruéniku.

7. Pipetujte 100 uL TMB substratu do kazdé jamky.

8. Inkubujte po dobu 20 minut ve tmé pfi laboratorni teploté.

9. Pridejte 100 pL stop roztoku do kazdé jamky.

10. Po diikladném promichani a vysu$eni dna mikrojamek zmérte optickou hustotu pfi 450 nm a vypocitejte
vysledky. Blank méfte proti vzduchu. Je doporuceno bichromatické méfeni za vyuziti referen€nich vinovych
délek 600 — 690 nm.

Vytvorené zbarveni je stabilni alespoi 30 minut. Merte optické hustoty béhem této doby.

10. Interpretace vysledki
Priklad IgG kalibraéni kfivky

vU/mL’ OD 450 nm
Kal. 1 1 0,009
Kal. 2 (cut-off) 100 0,835
Kal. 3 400 1,821
Kal. 4 1600 2,454
Pozitivni kontrola 800 2,154
Negativni kontrola 50 0,483

*VU = Vienna jednotky
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Vy$e uvedena data v tabulce mohou byt povazovana za priklad, ktery byl dosazen pfi urcité teploté a okolnich pod-
minkach. Tato data nepopisuji referenéni hodnoty, kterych je mozné dosahnout v rGiznych laboratofich stejnym
zptsobem!

10.1

10.2

11.

12.

Kvalitativni hodnoceni
Vypocitané hodnoty OD pro séra pacientl jsou porovnavany s hodnotami cut-off kalibratoru.
Jestlize je hodnota vzorku vy$Si, pak je vzorek povazovan za pozitivni.

Jestlize je hodnota vzorku niz8i nez hodnota cut-off kalibratoru, pak je vzorek povazovan za negativni.
Povazuje se za rozumné definovat tzv. ,Sedou z6nu“ v rozmezi = 10% od cut-off hodnoty. Je doporu¢eno
opakovat vySetfeni za vyuziti stejného séra ¢i nového vzorku od stejného pacienta odebraného po 2 — 4
tydnech, pokud se hodnoty vzorku nachazeji v této ,Sedé z6né". Oba vzorky je mozné testovat paralelné.

Kvantitativni hodnoceni
V soupravé MASTAZYME FSME IgG obsazené kalibratory jsou pfipraveny k pouziti a koncentrace
protilatek jsou uvedeny ve Vienna jednotkach (VU/mL).

Timto je umoznéna pfesna a reprodukovatelna kvantifikace a v diisledku toho je mozné monitorovat titry
protilatek v séru pacienta. Hodnoty koncentraci pro jednotlivé kalibratory jsou uvedeny na §titcich pfislusnych
lahvicek.

Kalibracni kfivka maze byt sestrojena na milimetrovém papife vynesenim stfednich hodnot absorbanci
kalibratoru na osu y a odpovidajicich hodnot jejich koncentraci na osu x. Nasledné mohou byt koncentrace
protilatek v séru pacienta odecitany pfimo z takového grafického zobrazeni.

Vypocet vysledku mize byt také proveden za vyuziti po€itace s odpovidajicim softwarem.

Charakteristika testu

Charakteristiky ELISA testu MASTAZYME FSME IgG byly stanoveny a posouzeny v souladu s Evropskymi
IVD direktivami. Detailni valida¢ni data mohou byt poskytnuta na zvlastni prani.
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