ce

SeroPertussis™ Toxin IgG

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
pro kvantitativni stanoveni specifickych protilatek
IgG proti Bordetella Pertussis Toxinu v lidském
Seru.

Navod k pouziti
Testovaci souprava pro 96 stanoveni
(Katalogové ¢. 1231-01)

Skladujte pfi 2-8°C. Nezmrazuijte.
Pouze pro In Vitro stanoveni.

Dovazi: GALI spol. sr.o.
Ke Stadionu 179, Semily 513 01
Tel. 481 689 050
Fax. 481 689 051

E-mail: info@gqali.cz

Vyrabi: Savyon Diagnostics Ltd.
3 Habosem St. Ashdod 77610
ISRAEL
Tel. +972.8.8562920
Fax. +972.8.8523176
E-mail: support@savondiagnostics.com

Pouziti

Souprava SeroPertussis Toxin™ IgG slouzi pro kvantitativni
stanoveni specifickych 1gG protilatek proti Bordetella
pertussis Toxinu v séru nebo plazmé metodou ELISA.

Pro In Vitro diagnostické ucely.

Uvod

Cerny kasel (Pertussis) je vysoce nakazlivd bakterialni
infekce respiracniho traktu, zpusobena Bordetellou pertussis
— gram-negativni bakterii, vyhradnim lidskym patogenem,
ktery maze jedince nakazit v kazdém jeho véku. Navzdory
rozsahlé imunizaci provadéné u déti, ktera probiha jiz
nékolik desitek let, zlistava pertuse celosvétové jednou
z nejcastéjSich pficin umrti, jimz Ize ockovanim predchazet
(1). NejzavaznéjsSi formy onemocnéni se vyskytuji u
neoCkovanych kojenci a malych déti, které jsou
nejzranitelnéjSi skupinou s nejvy§Sim poctem zavaznych
komplikaci a vysokou frekvenci umrti (2). Onemocnéni ma
mirnéjSi projevy u adolescenttd a dospélych jedincl, ktefi
Casto predstavuji rezervoar infekce a jsou zdrojem pro jeji
dalsi Sifeni na malé déti. Pfenos puvodce onemocnéni
probiha pomoci kapének, které jsou do okoli Sifeny kaslem a
kychanim (3).

Cerny kasel je endemické onemocnéni, ale epidemie se
vyskytuji kazdych 3-5 let (4-6). V USA je hlaSeno 5000-7000
pfipadd ro¢né. Bylo zjiSténo, ze 21% dospélych jedincl
v USA, ktefi trpéli protrahovanym kaslem (trvajicim vice nez
2 tydny) byli infikovani pertusi (7). Odhady WHO ukazuji, ze
vroce 2008 se ve svété vyskytlo 16 milionad pfipadd
onemocnéni, z nichz 95% pfipadd na rozvojové zemé. Na
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toto onemocnéni zemrfelo 195000 déti (8). Zatimco
v rozvojovém svété se vi jen velmi malo o dobé trvani a
ochrané jedinct po ockovani proti pertusi, nékolik studii
provedenych v industrializovaném svété ukazuje, ze
ucinnost ockovani se snizuje po 4 — 12 letech (9). Infekce
zpusobuje u ockovanych jedincd mirné nespecifické
priznaky bez typickych klinickych stadii davivého kasle. U
oc¢kovanych se jednd pouze o 6% pripadd
charakterizovanych nespecifickym, prolongovanym kaslem
trvajicim nékolik tydnG az mésiclh. Diky témto atypickym
pfiznakiim nebyva u dospélych a adolescentl tato infekce
Casto odhalena, a proto se tyto osoby stavaji zdrojem
nékazy pro neockované déti (10).

Onemocnéni je vysoce nakazlivé. Az u 90% pfipadl doslo
k rozvoji onemocnéni po pfimém kontaktu s ostatnimi ¢leny
rodiny. V¢€asnd antimikrobidlni 1écba snizuje zavaznost
klinickych pfiznaki a zkracuje obdobi mozného prfenosu
infekce. V&asny zachyt pfipadli onemocnéni mlze vyrazné
pomoci ochranit pfed nakazou neockované jedince.

Od roku 2011 byl opakované hlasSen vzestup poctu pfipadu
onemocnéni pertusi v rdznych ¢astech svéta, a to dokonce i
vzemich, kde je dlouhodobé vysoka proockovanost
populace. V Evropé se situace vyviji podobné jako
v ostatnich zemich svéta, kde je pozorovan vzestup poctu
pfipadd onemocnéni pfedevSim u kojenct, adolescentl a
dospélych jedinca. (11).

Laboratorni diagnostika pertuse maze byt provedena bud
pomoci pfimych metod, jako je RT-PCR nebo pomoci
nepfimych metod, jako je kultivace nebo sérologické testy,
které stanovuji specifické protilatky. Pokud se bakterie,
v obdobi prvnich 3 tydnG infekce, vyskytuje v hornich
cestach dychacich, mlze byt detekovana pouze pomoci
pfimych metod (12, 13). Pro spravnou diagnostiku pomoci
PCR metod je velice dilezité odebirat vzorek bud pomoci
vytéru ze zadni ¢asti nosohltanu ¢&i jako vzorek pouzit aspirat
z nosohltanu. Vzorky z vytéru krku a nosu by nemély byt
pouzity, protoZe bakterie B. pertusis se vyskytuje pfedevsim
na fasinkovém epitelu nosohltanu (14).  Sérologicka
diagnostika B. pertussis muze byt provadéna pouze u
pacientd s klinickymi pfiznaky odpovidajicimi infekci B.
pertussis. Mezi takové pfiznaky patfi prolongovany kasel se
zachvaty daveni ¢&i duSeni. U kojenct, starSich o¢kovanych
déti, adolescentl a dospélych se mohou &asto objevovat
atypické klinické pfiznaky a prolongovany kaSel muaze byt
jedingm pfiznakem onemocnéni. V téchto pfipadech
diagnéza B. pertussis vyzaduje pouziti diagnostickych
konfirmaénich metod (15).

Pro specifickou detekci protilatek proti B. pertussis jsou
doporuceny ELISA testy, které vyuzivaji Pertussis Toxin jako
antigen a nereaguji tak zkfizené s B. parapertussis.
Jednoznaéna zmeéna titru protilatek (alespori dvojnasobny
vzestup & pokles ve tfidé IgG) mezi parovymi séry je
povazovana za nejrelevantnéj§i znamku pfitomnosti
v sou€asnosti probihajici akutni infekce (15). Nicméné,
v mnoha pfipadech je prvni vzorek séra odebran pfili§ pozdé
na to, aby bylo mozné ve druhém odebraném vzorku zjistit
signifikantni zménu v titru protilatek. Proto se v klinické praxi
bézné pouziva testovani pouze jednoho vzorku séra (16,
17). Koncentrace protilatek proti antigendm B. pertussis
mohou byt kvantitativné vyjadfeny v mezinarodnich
jednotkach na mililitr (IU/ml). K dispozici jsou i referenéni
pripravky.

Souprava SeroPertussis Toxin™ IgG vyuziva jako antigen
purifikovany Pertussis Toxin (PT) umoznujici kvantitativni
stanoveni IgG protilatek proti Pertussis Toxinu dle prvniho
Mezinarodniho WHO Standardu (WHO International
Standard Pertussis Antiserum, human, 1% IS NIBSC Code
06/140) (18).



Princip testu.

e Mikrotitraéni desticka je kautovana obohacenou frakci

Bordetella pertussis Toxinu.

e Testované sérum, fedéni 1/101, se inkubuje v jamkéach
destiCky. Specificka protilatka pfitomna
v séru pacienta se navaze na antigen navazany na

mikrotitraéni

mikrodesticce.
¢ Nespecifické protilatky jsou odstranény promytim.

Dale se pfidava kifenova peroxidaza (HRP) konjugovana
s anti-lidskou IgG. Jestlize v prvnim kroku vznikl komplex
antigen-protilatka, HRP znacena protilatka se navaze na

protilatku a vytvori komplex.
¢ Nenavazany konjugat je odstranén promytim.

V dals§im kroku je do jamek pfidavan chromogenni
substrat, ktery pfi pozitivni enzymatické reakci vytvori

modré zbarveni.

e Enzymatickd reakce je ukoncena stop Cinidlem (1M
H2S0O4). Modré zabarveni se zméni na Zluté. Absorbance

se méfi pfi 450/620 nm.

e Hodnota absorbance je proporcionalné iGmérna hladiné
kautované

specifickych  protilatek
antigeny.

navazanych na

Prehled kroka: Manualné/Automatizované*

Do mikrotitracnich jamek, které jsou pokryty specifickymi
immunodominantnimi B. pertussis Toxin proteiny, pfidejte
100 pl kazdého kalibratoru pfipraveného k pouziti
(C30,C60,C120), 100l negativni kontroly a 100 pl 1/101
nafedénych vzorkd
\2
desti¢ku prikryjte a inkubujte 1h pfi 37°C ve 100% vlhkosti
\2

5x promyjte promyvacim pufrem
pridejte 100ul HRP konjugatu pfipraveného k pouziti
\2
desti¢ku prikryjte a inkubujte 1h pfi 37°C ve 100% vlhkosti
\2
5x promyjte promyvacim pufrem
pFidejte 100ul TMB-Substratu
\2
Desti¢ku pfikryjte a inkubujte 15min pfi laboratorni teploté
pFidejte 100ul Stop roztoku
\2
Absorbanci odecitejte pfi 450/620nm
\2
Vypocditejte a interpretujte vysledky
*Automatizovany postup:
Inkubace vzorku: 25 minut pfi laboratorni teploté
nasledovana dalsi 35 minutovou inkubaci pfi 35°C.
Inkubace s konjugatem: 15 minut pfi laboratorni teploté

nésledovana dalsi 35 minutovou inkubaci pfi 35°C.
Promyvaci kroky: 5 promyvacich cykld

Sougéasti kitu: pro Manualni/Automatizované pouziti |

Souprava na 96 stanoveni
Kat. ¢islo. 1231-01

1. Mikrotitraéni  desticka kautovana
B. pertussis Toxin: 96 odlamovatelnych jamek (8x12)
kautovanych antigeny Bordetella pertussis Toxin,
zabalené v hlinikové folii se susSidlem.

antigenem

1 desticka

M1231-01CZ 04-01/13

10.

11.

12.
13.
14.

PBS - Tween
proclinu jako

Koncentrovany promyvaci pufr (20X):
pufr. S obsahem méné nez 0.05%
konzervaéniho prostfedku.
1 lahvicka, 100ml
Roztok kedéni sér: Roztok pufru, v pracovni
koncentraci. S obsahem méné nez 0.05% proclinu jako
konzervaéniho prostfedku.
2 lahvicky, 60ml

. Pozitivni kontrola: V pracovni koncentraci. Lidské sérum

s obsahem IgG protilatek proti B. pertussis Toxinu.
Obsahuje konzervanty bez obsahu médi a azida.

1 lahvicka, 2 mli
Negativni kontrola: V pracovni koncentraci. Lidské
sérum bez obsahu IgG protilatek proti B. pertussis
Toxinu. Obsahuje konzervanty bez obsahu médi a azidu.

1 lahvicka, 2 mli
C30 kalibrator: V pracovni koncentraci. Koncentrace 30
IU/ml (arbitary international units) specifickych lidskych
IgG protilatek proti B.pertussis Toxinu. Obsahuje
konzervanty bez obsahu médi a azida.

1 lahvicka, 2 ml
C60 kalibrator: V pracovni koncentraci. Koncentrace 60
IU/ml (arbitary international units) specifickych lidskych
IgG protilatek proti  B.pertussis Toxinu. Obsahuje
konzervanty bez obsahu médi a azida.

1 lahvicka, 2 mli
C120 kalibrator: V pracovni koncentraci. Koncentrace
120 IU/ml (arbitary international units) specifickych
lidskych IgG protilatek proti B.pertussis Toxinu. Obsahuje
konzervanty bez obsahu médi a azida.

1 lahvicka, 2 ml
HRP konjugat: V pracovni koncentraci. Kfenova
peroxiddza (HRP) konjugovana s anti-lidskym 1gG (y
fetézec specificky). Obsahuje konzervanty bez obsahu
meédi a azidu.

1 lahvicka, 15 ml
TMB substrat: v pracovni koncentraci, obsahuje
3, 3',5, 5'- tetramethylbenzidin jako chromogen a peroxid
jako substrat.
1 lahvicka, 16 ml

Stop roztok: V pracovni koncentraci. Obsahujici
1M HzSO4.

1 lahvicka, 16ml
Félie na prikryti desticek: 1
Navod k pouziti: 1
CD 1

Potrebny material, nedodavany v soupravé

1. naprosto Cisté zkumavky pro fedéni séra pacienta

2. vhodné mikropipety nebo multi-kanélové pipety (5-50,
50-200 a 200-1000 pl) a Spicky

3. jednolitrova volumetricka lahev

4. 50 ml odmérny valec

5. promyvaci nadoba

6. filtracni papir

7. vortexové michadlo

8. vodni lazefn svickem (37 1°C) nebo milzna komora
umisténd v inkubatoru (37+ 1°C)
reader s filtrem 450 / 620 nm pro méFeni mikrodestic¢ek

10 destilovana nebo dvakrat deionizovana voda

\ Upozornéni

Pouze pro in vitro diagnostické pouziti



1. Tato souprava obsahuje lidska séra, ktera byla
testovana technikami podle FDA. Séra jsou negativni na
HBsAg a protilatky proti HCV a HIV, nicméné jelikoz
zadna znama metoda nemuze zarugit s Uplnou jistotou,
ze vyrobky derivované z lidské krve neprenaseji infekci,
se vSemi komponenty z lidské krve, obsazenymi v této
soupravé se musi zachazet jako s potencionalné
infek&nim sérem nebo krvi, zplsobem identickym (nebo
podobnym) s doporu¢enim publikovanym v CDC/NIH
manualu ,Biobezpeénost mikrobiologickych a
Iékarskych laboratofich®, 1988.

2. Roztok chromogenniho substratu plsobi drazdivé na
pokozku a mukoézni membrany. Vyvarujte se pfimého
kontaktu.

3. VSechny soucasti kitu jsou kalibrovany na danou $arzi.
Kombinovani souéésti kitd rdznych Sarzi maze ovlivnit
vysledek stanoveni.

4. Kyselina sirova (1M, H2S04) je pro oci a pokozku
drazdiva. V pfipadé kontaktu s o¢ni sliznici vyplachujte
oko proudem vody a vyhledejte l1ékare.

| 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 expirace vyznaéeného na obalu
soupravy. Expozice slozek soupravy laboratorni teploté
po dobu nékolika hodin nezpusobi zni€eni reagencii.
Reagencie nezmrazujte.

2. Zivotnost kitu po otevieni je 90 dni.

3. Nepouzité stripy se musi skladovat v hlinikové félii
spolecné 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 pred
jeho fedénim. Nafedény pufr skladujte pfi 2-8°C, a to po
dobu maximalné 21 dni.

Odbér vzorku

Vzorky sér se odebiraji asepticky standardnimi technikami.
Tepelné inaktivovana séra nemohou byt pouzita.
Nedoporu€uje se pouziti lipemickych, zakalenych a
kontaminovanych sér. Drobné ¢€éastice a srazeniny v séru
mohou zplisobovat chybné vysledky. Tyto vzorky by mély byt
pred stanovenim vy&efeny centrifugaci nebo filtraci.

Skladovani vzorku

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

3. Vyjméte mikrodesti¢ku z hlinikové folie rozstfizenim
jednoho konce blizko svaru. Odeberte potfebné
mnozstvi stripd (odpovidajici mnozstvi testovanych
vzork() z 96 jamkového ramecku. Nepouzité stripy
musi byt vraceny do hlinikového sacku se susidlem.
Sacek je nutno dikladné uzavfit.

4. Ziedte 1/20 koncentrovany promyvaci pufr
deionizovanou nebo destilovanou vodou. Pro
priklad: pro pfipravu 1 L promyvaciho pufru pfidejte
k 50 ml koncentrovaného roztoku promyvaciho
pufru 950 ml dvakrat deionizované nebo
destilované vody.

Inkubace vzorkua sér a kontrol.

Narfedte kazdy vzorek pacienta v poméru 1/101

nasledovné: pridejte 10ul séra pacienta k 1000ul

roztoku pro fedéni sér.

6. Pipetujte 100ul kazdého ze ftfi kalibratord (C30,
C60, C120), negativni kontroly a sér do pfisluSnych
jamek na stripu.

7. Prikryjte strip vickem a dejte inkubovat na 1 hodinu
do mizné komory (37°C).

8. Odstrarite pfebytec¢né tekutiny z jamek.

9. Promyvaci krok:

Ruéni promyvani: napliite kazdou jamku
promyvacim pufrem po okraj a poté tekutinu
odstrante. Postup opakujte 5x.
Automatické promyvani: naplite kazdou jamku
promyvacim pufrem (350ul) po okraj a poté tekutinu
odstrante. Promyti opakujte 5x.

10. Osuste stripy a ramecek jemnym poklepanim na

absorpénim papiru.

o w

C. Inkubace s konjugatem.

11. Pipetujte 100 pl konjugatu (pfipraven k pouziti) do
kazdé z jamek.

12. Pfikryjte strip vickem a inkubujte 1 hodinu pfi 37°C
v mlzné komore.

13. Odstrante prebyte¢né tekutiny z jamek a provedte
promyvaci krok tak, jak je uvedeno v bodé 9-10.

D. Inkubovani s TMB Substratem.

14. Pipetujte 100 ul TMB Substratu do kazdé z jamek,
pfikryjte vickem a inkubuijte pfi laboratorni teploté
15 min.

15. Reakci ukoncete pfidanim 100 pl stop roztoku
(1 M H2S0Os) do kazdé z jamek.

E. Odecteni vysledka.

16. Proméfte absorbanci pfi 450/620 nm a vysledek
zapiste. Odecteni muze byt provedeno do 30 min
od zastaveni chromogenni reakce.

Pozn.: Pfed odectenim nesmi jamka obsahovat Zadné

bublinky. Dno desticky musi byt opatrné otfeno.

Pracovni postup pro Manualni pouziti

Pracovni postup pro Automatizované pouziti

A. Priprava reagencii

1. VSechny testovaci reagencie pred pouzitim
vytemperujte na laboratorni teplotu. Pfed pouzitim
dobfe promichejte kalibratory (C30, C60, C120),
negativni kontrolu a testované vzorky sér.

2. Urcete celkové mnozstvi jamek potfebnych na
testovani. Kromé& vzorkG pacienta musi byt
v kazdém mérfeni zahrnuty: 3 jamky pro kalibratory
(C30, C60, C120) a jedna jamka pro negativni
kontrolu.
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Objemy lahvicek a reagencii byly uzptsobeny pro
automatizované pouziti.

A. P¥iprava reagencii.

1. VSechny testovaci reagencie a vzorky pfed pouzitim
vytemperujte na laboratorni teplotu. Pfed pouzitim dobre
promichejte kalibratory (C30, C60, C120), negativni
kontrolu a testované vzorky sér.

2. Urcete celkové mnozstvi jamek potfebnych na testovani.
Kromé vzorkd pacienta musi byt v kazdém meéfeni



10.

zahrnuty tfi jamky pro kalibratory (C30, C60, C120) a
jedna jamka pro negativni kontrolu.

Vyjméte mikrodestiCku z hlinikové folie rozstfizenim
jednoho konce blizko svaru. Odeberte potfebné
mnozstvi stripl  (odpovidajici mnozstvi testovanych
vzork() z 96 jamkového ramecku.

Zredte 1/20 koncentrovany promyvaci  pufr
deionizovanou nebo destilovanou vodou. Pro pfiklad:
pro pfipravu 1L promyvaciho pufru pfidejte k 50ml
koncentrovaného roztoku promyvaciho pufru 950mi
dvakrat deionizované nebo destilované vody.

. Inkubace vzorkl sér a kontrol.

Nafedte kazdé sérum pacienta vpomeéru 1/101

nasledovné:

e Odpipetujte  750ul  roztoku na Fedéni  sér
do kazdé zkumavky na vzorky.

e Aspirujte 250 pl roztoku na fedéni sér a 10 pl vzorku
séra.

e Pridejte 260 pl (predfedéného vzorku v poméru 1:26)
do kazdé zkumavky (kone¢ny objem v kazdé
zkumavce na vzorky musi byt 1010 pl).

Pipetujte 100 pl negativni kontroly, tfi kalibratord (C30,

C60, C120) a 1:101 nafedénych vzorkl sér do

prislusnych jamek na stripu.

Inkubuijte 25 min. pfi laboratorni teploté (22 — 28 C). Cas

inkubace je méfen od prvniho pipetovani tak, jak je

uvedeno v automatickém programu: ,Time incubation
from start of previous assay step”. Po inkubaci pfi

22 — 28°C pokracujte dale v inkubaci pfi 35°C po dobu

35 minut.

Eliminujte “assay drift”, ktery muaze byt zplGsoben

predchozimi kroky.

Promyvaci krok: Provedte 5 promyvacich cykll za

vyuziti 500ul promyvaciho pufru.

Provedte 2 aspiraéni cykly pro vysuSeni zbytkové

tekutiny tak, jak je uvedeno v automatickém programu:

.Perform 2 aspirate cycles no aspirate sweep. Partial

plate mode: maintain full plate time®.

C. Inkubace s konjugatem.
Kazda lahvicka s HRP Konjugatem muZe byt pouZita pouze dvakrat

11.

12.

13.

15.

Pipetujte 100pl HRP konjugétu pfipraveného k pouziti
do kazdé jamky.

Inkubujte 15 min. pfi laboratorni teploté (22 — 28 C). Cas
inkubace je méfen od prvniho pipetovani tak, jak je
uvedeno v automatickém programu: , Time incubation
from start of previous assay step”. Po inkubaci pfi
22 — 28°C pokracujte dale v inkubaci pfi 35°C po dobu
35 minut.

Provedte promyvaci krok tak, jak je uvedeno v bodé
9-10.

Inkubovani s TMB-substratem.

Odpipetujte  100ul roztoku TMB-Substratu do kazdé
zjamek a inkubujte pfi laboratorni teploté (22-
28°C) po dobu 15 min. Cas inkubace je méfen od
prvniho pipetovani tak, jak je uvedeno v automatickém
programu: , Time incubation from start of previous assay
step®.

Reakci ukoncete pfidanim 100 upl Stop roztoku
(1M H2S0O4) do kazdé z jamek.

Odecteni vysledku.

Proméfte absorbanci pfi 450/620 nm a vysledek
zapiste. Odecteni muze byt provedeno do 30 min. od
zastaveni chromogenni reakce.
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Vezméte prosim na védomi, ze kazdy automaticky
pristroj ma své specifické technické pozadavky. Prosim
aplikujte automatizovany pracovni postup pro tuto
soupravu do operacniho protokolu Vaseho
automatického pristroje.

Validita testu

Test je validni, jestlize jsou splnéna nasledujici kritéria.

Pokud nejsou splnény tyto podminky, neni test validni a

musi byt zopakovan.

1. C120: OD >1.3

C60: 0D >0.9

C30: OD > 0.5

Pomér OD C120/ OD C60 je >1.3

Pomér OD C60/ OD C30 je >1.3

Pozitivni kontrola: > 100 IU/ml (viz. Kapitola vypocet a

interpretace vysledku)

5. Negativni kontrola: <15 IU/ml (viz. Kapitola vypocet a
interpretace vysledku)

Ll A

Vypocet vysledku

Manualni metoda za vyuziti milimetrového papiru:

1. Vyneste hodnoty absorbance (OD) vSech tfi kalibraénich
standardi (C30, C60 a C120) na osu x proti jejich
koncentracim v jednotkédch IU/ml na ose y.

2. Pouzitim  standardni  kfivky  odecitejte  hodnoty
testovanych vzork( (v jednotkach IU/ml) z naméfenych
absorbanci jednotlivych testovanych vzorkd pacientl (viz
pF.1).

Pocitacova metoda za vyuziti MS Excelu

(VYUZIJTE PRILOZENY DISK)

1. Spustte program MS Excel

2. Do sloupce B postupné zadejte hodnoty vSech 3
kalibratorti (30, 60, 120) a do sloupce A zadejte
odpovidajici hodnoty jejich absorbance (OD).

3. Kliknéte na ikonu pro tvorbu grafl () a z nabidky
vyberte xy bodovy graf. Do grafu vyneste hodnoty
sloupce B proti hodnotam sloupce A.

4. Pravym tlacitkem kliknéte na jeden z bodu v grafu a
vyberte "Pfidat spojnici trendu".

5. Ve zobrazené tabulce vyberte moznost "Mocninny" a
v dolni ¢asti téZe tabulky vyberte moznost "Zobrazit
rovnici regrese”.

6. V grafu se zobrazi rovnice ve tvaru Y = aX®, kde Y
odpovidd hodnoté koncentrace PT vIU/ml a X
hodnoté absorbance pfi 450/620 nm (OD4so/620)-
Tuto rovnici pouzijte pro vypocet hodnot koncentraci
PT dle odpovidajicich hodnot OD kazdého ze vzorku
(viz pf.1).

Priklad 1. Interpolace vysledkii:

Na osu X vyneste hodnotu absorbance vzorku (X1) a
z tohoto bodu vyneste vertikalni spojnici ke kalibragni kfivce.
Z daného bodu vedte horizontalni spojnici k ose Y. Odectéte
koncentraci vzorku v [U/ml.



Calibrator OD 450/620 9G IU/ml
C30 1.221 30
C60 1.852 60
C120 2.731 120

Sample X1=2.235 Y1=84

Sero Pertussis Toxin IgG Calibration
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Excel: (Y)=21.109*2.235"1.7214

| Interpretace vysledk

1.

Validita vysledku vzorki: Pokud je hodnota absorbance
(ODu4so/e20) daného vzorku > 3.0, je doporuceno takovy
vzorek znovu testovat pfi fedéni 1:404. Nésledné by mél
byt vysledek v IU/ml vynasoben 4.

Cut-off: Dle nedavno publikované literatury a
doporuceni referen¢nich laboratofi v ramci EU (16, 17),
doporucuje firma Savyon Diagnostics nasledujici
interpretaci vysledka:

IgG 1U/ml Vysledek Interpretace

Neindikuje

<40 IU/ml Negativni

akutni infekci

Mozna infekce:
>40 az <100
IU/ml

Hraniéni | opakujte testovani IgG po 2-4

tydnech nebo testujte IgA

Indikuje akutni infekci

> 100 IU/ml Pozitivni

nebo nedavny kontakt

Testovani rekonvalescentnich vzorka sér: Pokud
nemulze byt s urcitosti stanovena diagn6za na zakladé
testovani jednoho vzorku séra (hraniéni vysledky) a
vysledky zcela nekoreluji s klinickymi  pfiznaky,
doporuéuje firma Savyon Diagnostics zopakovat
testovani druhého (rekonvalescentniho) vzorku séra
odebraného po 2 — 4 tydnech (15, 16). V nedavno
publikované literatufe je takové doporuceni, ze alespon
dvojndsobna zména v koncentracich 1gG protilatek
znamena pfitomnost akutni infekce (15).

IgA testovani a protilatkovy profil: V pfipadé
nemoznosti ziskat druhy (rekonvalescentni) vzorek séra
a ve snaze ziskat celkovy protilatkovy profil, doporucuje
firma Savyon Diagnostics testovat i hladiny IgA protilatek
(15,16).
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lgG IgA Interpretace
Negativni Negativni | Neindikuje zadnou infekci
B.pertussis
(viz omezeni testu)
Hraniéni Negativni | Neindikuje nedavno
prodélanou infekci
Hraniéni Pozitivni | Indikuje nedavno
nebo prodélanou infekci
Negativni
Pozitivni Negativni [ Indikuje nedavno
nebo prodélanou infekci
Pozitivni

Omezeni testu

. Jednotlivé sérologické testy nemohou byt pouzivany jako

jediné kriterium pro stanoveni diagnézy. Musi se brat
v Uvahu v8echny klinické a laboratorni vysledky.

. Vzorky, které byly odebrany pfilis brzo béhem primarni

infekce, nemusi obsahovat detekovatelné mnozstvi
protilatek. Pokud je podezfeni na B.pertussis, mél by se
béhem 2-4 tydnd odebrat dalSi vzorek na analyzu. Ten
by se mél testovat paralelné s prvnim vzorkem.

Pokud se infekce pfedpoklada u déti mladsich 6 mésicua,
meéla by se pouzit metoda pro detekci antigenu
(kultivace, PCR), jelikoz u déti mladSich 6 mésicl se
zfidka tvofi protilatky.

. Sérologicka diagnostika infekce B. pertusis nesmi byt

provadéna, pokud byl pacient o¢kovan v obdobi 1 roku
pred vySetfenim.

Chovani testu

Presnost
Intra-assay (uvniti - béhu) pfesnost:

Vzorek Pocet Stredni CV%
opakovani hodnota OD
120 1U/ml 10 119 3.5
30 1U/ml 10 32 7.1
Inter-assay (mezi - béhy) pfesnost:
Vzorek Pocet Stredni CV%
opakovani hodnota OD
120 1U/ml 10 122 6.3
30 1U/ml 10 30 9.4
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