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1. Pouziti

Souprava MASTAZYME TETANUS - ANTITOXIN IgG ELISA je uréena pro detekci a
kvantifikaci specifickych protilatek IgG proti tetanickému toxinu v séru a plasmé.

Na vyzadani je mozné test provadet i v dalSich télnich tekutinach.
Tento test je ur€en 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 uvahu i vysledky dalsich laboratornich testi.

2. Uvod

Tetanus je onemocnéni zplsobené toxinem bakterie Clostridium tetani. Diky zlepSeni hygienickych podminek a plo$né
vakcinaci by vyskyt tohoto onemocnéni mohl celosvétove poklesnout, presto rocné zemie 400.000 az 800.000 lidi v dtsledku
této infekce, pfevazné lidé zijici v rozvojovych zemich.

Imunita proti tetanu ma zasadni vyznam pro vétSinu ¢innosti v bézném i pracovnim zivote.

Dostate¢nou ochranu poskytuje vakcinace a nasledné pravidelné pfeockovani. U starSich osob vSak nemusi byt takova ochrana
dostacujici, jelikoz s vékem klesa hladina protilatek.

Hladina protilatek poskytujici ochranu proti tetanickému toxinu za¢ina na hodnoté 0,1 TU/ ml.

Riziko onemocnéni je u ockovanych lidi velmi nizké a je doporuceno detekovat hladinu protilatkek vhodnou metodou
pted pfeoCkovanim pacienta. Timto zpisobem lze také pfedchazet zbytecnému vystaveni pacienta moznym reakcim jako je

napf. otok a horecka.

Muze byt pozorovana neschopnost odpovédi na jeden nebo vice antigenti u nékterych pacientl s normalni nebo vysokou
hladinou imunoglobulind a u imunodeficientnich pacientl. Ptitomnost normalni hladiny imunoglobulinti tedy nevylucuje
deficit protilatek a méla by byt testovana schopnost imunitni odpoveédi.

Pokud se stanoveni protilatek provadi po ptekroc¢eni intervalu o¢kovani, miizou se ukazovat abnormality jak v rychlosti poklesu
bunééné odpovedi, tak zmény ve vysi titrl.

3. Princip testu
Princip testu mtize byt popsan ve ctyfech fazich.
3.1 Inkubace séra

Specifické protilatky se vazi k antigendm, které jsou na pevné fazi, a tim vznika stabilni
imunokomplex. Po 60-ti minutové inkubaci pti pokojové teploté jsou jamky promyty piedem
ziedénym promyvacim pufrem, ¢imz se odstrani vSechny nereaktivni komponenty v séru.

3.2 Inkubace s konjugatem

Anti-lidsky - IgG  konjugat s kienovou peroxidazou je ptidan do kazdé jamky.
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Konjugat se vaze k protilatkam IgG (respektive k antigenu na pevné fazi) a vytvaii se
tak stabilni ,,sandwich”. Po 30-ti minutové inkubaci pii pokojové teploté je piebytecny konjugat
odstranén promytim kazdé jamky promyvacim pufrem.

3.3 Reakce se substratem a jeji zastaveni

Do kazdé jamky je pridan 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 pti pokojové teploté pfidanim 0.5 M H,SO, do jamek. Zména pH zptisobi, ze
se modra barva chromogenu zméni na Zlutou.

3.4 Vyhodnoceni a interpretace

Intenzita zbarveni je vyhodnocena v readeru pfi 450 nm (doporucena referen¢ni vinova délka pro
bichromatické méteni: 600 — 690 nm). Intenzita zbarveni (OD) je pfimo imérna koncentraci

specifickych protilatek v séru pacienta.
4. Soucdasti soupravy

Souprava se sklada z reagencii pro 12 x 8 = 96 stanoveni. Mikrotitra¢ni desticky a roztoky musi byt
skladovany pii teplot¢ 4 — 8 C. Datum expirace je uvedeno na Stitku.

12 desticek Mikrotitraéni desticky jednotlivé desticky obsahuji 8 jamek s navazanym

antigenem tetanickym toxinem (Clostridium tetani)

1 x Drzak
5x2mL Kalibratory 1 — 5 lidské sérum s obsahem protilatek proti tetanickému toxinu
(koncentrace viz tab.) ziedéné v PBS a stabilizované
0,01 % methylisothiazolonem a 0,01 % bromonitrodioxanem,
ptipraveny k pouziti
1gG
Kalibrator 1 0
Kalibrator 2 0,1
Kalibrator 3 Koncentrace 1U/mL 1,0
Kalibrator 4 2,5
Kalibrator 5 5,0
1 x 60 mL Sérum diluent roztok PBS/BSA pufit, obsahuje < 0,1 % azidu sodného
jako konzervantu, pfipraven k pouziti
1x12mL Roztok HRP konjugatu HRP-znacené kozi anti-lidské - IgG protilatky,
ptipraven k pouZziti
1x12mL TMB substrat 3,3°,5,5" Tetramethylbenzidin, pfipraven k pouziti
1x12mL Stop roztok 0,5 M kyselina sirova, pfipraven k pouziti
1 x 60 mL Promyvaci pufr roztok PBS/Tween pufrti 10x koncentrovany, natedit 1:10

pred pouzitim, koncentrat miize byt zahtat az do 37 °C

po dobu 15 min. k zabranéni vzniku krystalt
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2x Folie na prikryti desti¢ek na prikryti mikrotitraénich desti¢ek béhem inkubace

1x Plastovy obal znovu-uzaviratelny pro skladovani nepouzitych desticek
v suchém prostiedi

5. Potiebny material, ktery neni soucasti soupravy
*  5ulL-, 100 pL- a 500 pL mikro- a multikanalové pipety
*  ELISA reader se 450 nm filtrem (referen¢ni filtr 600 — 690 nm)
*  Promyvac mikrotitraénich desti¢ek (v pfipadé¢ manualniho promyvani: promyvaci lahev)
*  Zkumavky na fedéni sér pacientti
*  Odmérny valec
*  Destilovana voda nebo voda vyssi kvality
6. Upozornéni a zvlastni opatieni

*  Pouze pro in-vitro diagnostiku! Zabrante poziti ¢i spolknuti! Pfi praci dodrzujte laboratorni

bezpecnostni opatteni. V laboratofi nejezte, nepijte ani nekuite.

*  Séra, plasmy a pufry této soupravy byly testovany vSeobecn€ uznavanymi metodami a jsou
negativni na HBsAg a protilatky proti HIV a HCV. Nicméné¢ z preventivnich diivodi je nutné pii

praci pouzivat ochranné latexové rukavice.

»  Skvrny zptsobené séry ¢i reagenciemi musi byt dikladné odstranény za pouziti desinfekénich
roztokt (napf. 5% chlornan sodny).

»  Pted provadénim testu je nutné nechat vSechny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu
(18-24°C).

*  Pted pouzitim je nutné reagencie diikladné, ale jemn¢ promichat napi. krouzivymi pohyby.
Vyhnéte se tfepani, které vede k nasledné tvorb¢ pény.

*  Aby byly zajistény stejné podminky testu ve vSech jamkach mikrotitra¢ni desticky, je nutné
pipetovat reagencie ve stejnych intervalech.

+  Pted pouzitim reagencii se ujistéte, zda neni uzavér ¢i lahvicka poskozena a nedoslo tim
k mozné kontaminaci. Vyvarujte se vzajemného smichani reagencii. Protoze jsou reagencie

Casto citlivé k oxidaci, je nutné nechavat lahvicky s nimi oteviené pouze po kratkou dobu.
»  Kwvuli zabranéni vzniku kontaminace je nutné pouZzivat jednorazové, vymeénitelné $picky na pipety.
*  Neni mozné michat ¢i jinak pouzivat reagencie ze stejnych souprav o jiné $arzi.
»  Reagencie nepouzivejte po datu jejich expirace.

*  Vsouladu se Spravnou Laboratorni Praxi (SLP) a ISO 9001 by mély byt veskeré laboratorni
pomiicky a ptistroje pouzivané pro provedeni testu provéfeny z hlediska pfesnosti. Toto se tyka

predevsim pipet, promyvacich a ¢tecich zafizeni (ELISA readertt).
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. Vyhnéte se kontaktu urcitych reagencii, a to pfedevsim stop roztoku a substratu, s pokozkou,
ocima a sliznicemi. Hrozi zde riziko podrazdéni, poleptani a intoxikace.

7. Uchovavani a trvanlivost reagencii
Vsechny reagencie skladujte pii teploté¢ 4 — 8 °C.

Datum expirace kazdé reagencie je uvedeno na Stitku lahvic¢ky. Reagencie nepouzivejte po datu jejich
expirace. Nafedény promyvaci pufr je stabilni az 4 tydny, pokud je skladovan pfi teploté 4 — 8 °C.

8. Odbér vzorku

Pro stanoveni se pouziva sérum nebo plasma (EDTA, heparin). Sérum je po vysrazeni centrifugaci
oddéleno od krve, ktera byla asepticky odebrana venepunkci. Vzorky séra ¢i plasmy se skladuji pii
teploté 4 — 8 °C po dobu max. 48 hodin. Po delsi dobu mohou byt vzorky skladovany pfi teploté -20 °C.
Po rozmrazeni vzorky znovu nezmrazujte. Lipemické, hemolytické nebo bakteriemi kontaminované

vzorky mohou zpisobit faleSnou pozitivitu ¢i faleSnou negativitu vysledka.

Pacientska séra musi byt predfedéna sérum diluentem v poméru 1:101 (napt. 5 pL séra + 500 pL
sérum diluentu).

Vzorky s koncentraci protilatek ptesahujici hodnotu koncentrace v nejvyssim (nejkoncentrovanéjs$im)
kalibratoru musi byt dale ztedény sérum diluentem.

9. Pracovni postup
9.1 Ptiprava reagencii

Pi‘ed pouZitim nechte vSechny soucasti soupravy a také vzorky vytemperovat na
pokojovou 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 promichejte.

Naried’te koncentrovany promyvaci pufr v poméru 1:10 destilovanou vodou
(napt. 60 mL koncentrovaného pufru + 540 mL destilované vody). Diikladné
promichejte.

*  Pro spravné provedeni testu je nutné disledné postupovat podle pfilozenych instrukei.

Veskeré zmény a modifikace jsou v ramci odpovédnosti uzivatele.

*  Vsechny reagencie a vzorky musi byt pfed pouZitim pii pokojové teploté, ale nemély by se
této teploté vystavovat po dobu delsi, nez je nezbytné nutné.

»  Kalibra¢ni kiivka by méla byt sestrojena pii kazdém testu.

*  Nepouzité mikrotitra¢ni desti¢ky vlozte zpét do plastového obalu a uchovavejte je v suchu pfi
teploté 4 — 8 °C.
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9.2 Provedeni testu

Ptipravte si dostate¢né mnozstvi jamek v mikrotitranich desti¢kach pro kalibratory, kontroly a vzorky.

Poznamka: Je mozné vyuZit i jiné inkuba¢ni podminky. V pripadé zmén v doporuceném
pracovnim postupu (napt. inkubace p¥i teploté 37 °C misto pokojové teploty) musi uZivatel
validovat takovéto provedeni testu.

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

2. Prekryjte desticku folii na piekryvani desticek a inkubujte pii pokojové teploté po dobu 60-ti minut.

3. Odstraiite prebytecny obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 pL naredéného promyvaciho
pufru. Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitracni desticky na

papirovém rucniku.
4. Pipetujte 100 pL roztoku HRP konjugatu do kazdé jamky.

5. Prekryjte desticku folii na prekryvani desticek a inkubujte pii pokojové teploté po dobu 30-ti minut.

6. Odstraiite pfebytecny obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 pL nafedéného promyvaciho
pufru. Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitra¢ni desticky na
papirovém rucniku.

7. Pipetujte 100 pL. TMB substratu do kazdé jamky.

8. Prekryjte desticku folii na prekryvani desti¢ek a inkubujte po dobu 20 minut ve tmé pii pokojové
teplote.

9. Pridejte 100 pL stop roztoku do kazdé jamky.

10. Po dikladném promichani a vysuseni dna mikrojamek zméi'te optickou hustotu p¥i 450 nm
a vypocitejte vysledky. Blank méite proti vzduchu. Je doporuceno bichromatické méteni za

vyuziti referen¢nich vinovych délek 600 — 690 nm.

Vytvoiené zbarveni je stabilni alesponi 60 minut. Méfte optické hustoty béhem této doby.

10. Interpretace vysledki

Piiklad

OD 450 nm upravena OD stfedni hodnota OD
Blank 0,020
Kalibrator 1 0,043 /0,041 0,023/0,021 0,022
Kalibrator 2 0,128/0,124 0,108 /0,104 0,104
Kalibrator 3 0,783/0,789 0,763/0,769 0,766
Kalibrator 4 1,635/1,611 1,615/1,591 1,603
Kalibrator 5 2,113/2,129 2,093/2,109 2,102
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Vyse uvedena data v tabulce mohou byt povazovana za ptiklad, ktery byl dosazen pii ur¢ité teploté a okolnich podminkach.

Tato data nepopisuji referencni hodnoty, kterych je mozné dosahnout v riznych laboratofich stejnym zpisobem.

10.2 Kvantitativni hodnoceni

V soupraveé obsazené kalibratory jsou pfipraveny k pouziti a koncentrace protilatek jsou uvedeny

v arbitrarnich jednotkach (U/mL). Kalibratory byly kalibrovany podle doporu¢eni WHO dle WHO 76/589.
Hodnoty koncentraci pro jednotlivé kalibratory jsou uvedeny na §titcich pfislusnych lahvicek.

Kalibra¢ni kiivka mize byt sestrojena na milimetrovém papife vynesenim stiednich hodnot
absorbanci kalibratort 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 vysledki mize byt také proveden za vyuziti pocitace s odpovidajicim softwarem.

Vysledky hodnot IgG jsou hodnoceny podle nasledujici tabulky:

<0,1 IU/mL doporucena vakcinace
0,1-101U/mL kontrola za 1 - 2 roky
1,0-501U/mL kontrola za 2 - 4 roky
>5,01U/mL kontrola za 4 - 8 roky

11. Charakteristika testu

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