Navod k pouziti

Souprava pro imunofluorescencni detekci
IgG protilatek proti Anaplasma
phagocytophilum

Katalogové Cislo: EEG-120
Velikost: 120 testu
Uchovavani: 2-8°C

Tato souprava je urcena pro detekci a
semikvantifikaci IgG protilatek proti
Anaplasma phagocytophilum pomoci

neprimé imunofluorescence

Pouze pro diagnostické ucely in vitro
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ZAMYSLENE POUZITI

Anaplasma  phagocytophilum  (Human  Granulocytic
Anaplasmosis) IFA IgG souprava je urcena pro detekci a
semikvantifikaci IgG tfidy lidskych protilatek proti Anaplasma
phagocytophilum pomoci nepfimé imunofluorescenéni
analyzy.

Shrnuti a vysvétleni testu

Lidska granulocytarni ehrlichi6éza byla poprvé objevena v roce
1994 podle charakteristickych cytoplazmatickych inkluzi
nalezenych v neutrofilech. Serologicka odpovéd téchto
pacienta byla specificka k Ehrlichia equi, znamému
veterinarnimu patogenu. Genoskupina zahrnujici Ehrlichia
equi, Ehrlichia phagocytophilum a HGA byla predtim
oznacovana jako samostatny druh Anaplasma
phagocytophilum. IFA analyza vyuziva k detekci specifickych
lidskych protilatek proti tomuto patogenovi infikované a
fixované lidské bunky.

Pacientska séra jsou nafedéna v pufrovaném fyziologickém
roztoku a inkubovana v jednotlivych jamkach, kde reaguji
pacientské protilatky s navazanym antigenem. Skla jsou
promyta a je pfidan anti-lidsky IgG konjugat znaceny DyLight
488. Konjugat se necha inkubovat s komplexem antigen-
protilatka a poté se nezreagovany konjugat vymyje. Vysledek
reakce je zviditelnén pouzitim standardniho fluorescen¢niho
mikroskopu, kde pozitivni reakce vypada jako ostfe
ohranicené zelené fluoreskujici inkluze v cytoplazmé
infikovanych bunék. Negativni reakce vypada bud jako
Cervené bunky zbarvené kontrastnim barvivem nebo
fluorescence nepodobna pozitivni reakci. Pozitivni reakce se
dale testuje ve vySSich fedénich a urceni konec¢ného titru.
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Substratova skla (10)

10 x 12-well skla obsahujici fixované HL-60 bunky infikované
lidskym izolatem Anaplasma phagocytophilum.

IgG Konjugat, 2.5 mL

Kapaci lahvicka se zlutym vickem obsahujici afinitné
purifikovany DyLight 488 znacené kozi antilidské I1gG (tézky
fetézec) s bovinnim sérovym albuminem a Evansovou modfi
jako kontrastnim barvivem.

CONT Pozitivni kontrola, 0.5 mL

Kapaci lahvicka s modrym vickem obsahujici reaktivni lidské
sérum v screeningovém fedéni 1:80 s kone¢nym titrem 1:640
(1:320-1:1280).

CONT] - Negativni kontrola, 0.5 mL

Kapaci lahvicka s cervenym vickem obsahujici nereaktivni
lidské sérum ve screeningovém fedéni 1:80.
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Montovaci médium, 1 mL
Kapaci lahvicka s bilym vickem obsahujici 50% glycerol v
PBS.

| BUF [wAsH|PBS | PBS, 1 litr

Prasek dejte do 1 litru purifikované vody pro vytvoreni PBS o
pH 7.2.




Upozornéni

1. Kontrolni séra byla vySetfena na pfitomnost infekénich
agens pomoci FDA doporucené testovaci metody. Zadny
z testli ale nezaruci nepfitomnost infekénich agens, proto se
vSemi reagenciemi zachazejte v souladu se spravnou
laboratorni praxi.

2. Substratova skla jsou pfipravovana s chemicky
inaktivovanym antigenem. Presto povazujte skla za
potencialné infekéni a podle toho s nimi zachazejte.

Uchovavani a skladovani

Souprava se musi uchovavat pri 2-8 °C. Pred otevienim
vS§echny komponenty nechejte vytemperovat na pokojovou
teplotu (20-25 °C).

SBER VZORKU

Separujte sérum ze srazené krve a ulozte ve sterilnich
nadobkach pfi 2-8 °C. Pokud testujete az po 5 a vice
dnech, zamrazte séra na —20 °C. Akutni séra by méla byt
odebrana pfi nastupu onemocnéni, u rekonvalescentnich
sér odbéry opakujte po 2-4 tydnech kvuli kontrole zmény
titru.

POSTUP
Souprava obsahuje dostatek reagencii pro 120 jamek.
Pozadovany ale nedodavany material

- destilovana nebo deionizovana voda

- Cisté 250 nebo 500 ml ldhev na PBS

- promyvaci lazen s drzakem sklicek

- testovaci zkumavky nebo mikrotitracni desticka
na sérové fedéni

- pfesna pipeta

- 24x50 mm kryci sklicka

- fluorescenéni mikroskop s filtrem pro FITC

- 37 °C vodni lazen nebo inkubator

- vlhka komutrka

Upozornéni
- Nepouzivejte komponenty soupravy po datu
expirace.
- Konjugat je fotosenzitivni a je balen v ochranném
obalu. Uchovavejte ve tmé.
- Konjugat obsahuje Evansovu modf, Vyvarujte se
styku s kazi.

PRACOVNI POSTUP

Vsechny reagencie a séra nechejte pfed vlastnim
testovanim vytemperovat na pokojovou teplotu!

1. Pripravte screeningové fedéni 1:80 (1 dil séra pacienta a
79 dilti PBS) pro v§echna séra pacientli. Pro pozitivni séra
z prechozich testa pripravte sériové fedéni v PBS,
zacinajici titrem 1:80.

2. Pripravte fedéni pozitivni kontroly zahrnujici 1 fedéni nad
a jedno fedéna pod koncovym titrem (1:320-1:1280. Tato
kontrola je dodavana v redéni 1:80.

3. Do kazdé jamky dejte 10 pl kazdého sérového fedéni a
zaznamenejte polohu pro pfisti vyhodnoceni. Pro kazdy
test vySetfete negativni i pozitivni kontrolu.

4. Umistéte sklicka do vlhké komurky a inkubujte 30 minut
pii 37°¢ 0.5°C.

5. Vyjméte vlhkou komtrku z inkubatoru. Pfipravte si
konjugat. Promyjte skla jemnym proudem PBS z promyvaci
lahve. Vytfepte zbytek PBS ze sklicek a osuste. Opakujte
tento postup 3x, aniz by vam jamky vyschly.

6. Do kazdé jamky pfidej 1 kapku (10-15 pl) konjugatu a
potom dejte skla zpét do vlhké komurky a inkubujte 30
minut pfi 37°+ 0.5°C. Inkubace by méla probihat potmé
abyste ochranili fotosenzitivni konjugat.

7. Promyjte skla dle bodu 5.

8. Pridejte 2-3 kapky montovaciho média na kazdé sklo a
umistéte na né kryci sklo. Opatrné odstrante pfipadné
vzduchové bublinky.

9. Odectéte nabarvena substratova skla pifi 400 nasobném
zvétSeni, porovnejte kazdou jamku s intenzitou zareni
pozitivni a negativni kontroly. Skla se uchovavaji pfi 2-8°C
potmé po dobu 24 hodin.

KONTROLA KVALITY

Negativni kontrolni sérum a nafedéné pozitivni kontrolni
sérum by se mélo vySetfovat kazdy den. Negativni kontrola je
priklad nereaktivniho séra, které se vyznacuje jednotnym
Ccervenym zbarvenim kontrastnim barvivem nebo jemnym ale
uniformnim zelenym zbarvenim. Jamka pozitivni kontroly by
méla mit konec¢ny titr mezi 1:320 a 1:1280. Intenzita
fluorescence prifedéni 1:640 by méla byt pouzita jako cut-off
hodnota pro vzorky pacientti, ktefi jsou pozitivni. Pokud
zadna z kontrol nereaguje tak jak je popsano, analyza by
meéla byt zruSena, reagencie a pracovni postup by se mély
znovu piekontrolovat a cely postup se musi zopakovat.

Negativni kontrola je prikladem fluorescence, ktera se odecte
jako negativni vysledek. Jestlize pozorujete zafeni i v tomto
poli, shodné se zafenim pozitivni kontroly, dos§lo k chybé v
pracovnim postupu a celou analyzu je tfeba zopakovat.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni reakce vypada jako jeden nebo vice rozdilnych
zelenych fagozomu (morulae) uvnitf cytoplazmy infikované
bunky. Velikost, vzhled a intenzita reakce musi byt vzdy
porovnana s pozitivni a negativni kontrolou.

VZORKY PACIENTU

Negativni ve screeningovém fedéni 1:80: Oznacte jako
negativni na HGE protilatky. Dalsi vzorek je vhodné vysetfit v
pfipadé, kdy sérum bylo odebrano ihned po nastupu
symptomu a stale existuje podezieni na HGE.

Pozitivni pfi 1:80 a vysSi: Sérové titry 1:80-1:320 naznacuji
1) titry pred vrcholem hladiny protilatek (Casna expozice), 2)
titry po vrcholu hladiny protilatek (po expozici) nebo 3) titry
odrazejici zkfizenou reaktivitu k podobnym organismim
(napf. Ehrlichia spp). Titry vy$8i nez 1:320 a/nebo IgM titry,
pokud jsou pritomny, jsou vyznamnym indikatorem nedavné
infekce.

Parova séra: Ctyfnasobny vzestup titru mezi akutnim a
rekonvalescentnim sérem naznacuje nedavnou infekci
zptisobenou Anaplasma phagocytophilum nebo piibuzného
mikroorganismu.

LIMITACE

Zktizenareakce s Ehrlichia chaffeensis u metody IFA je razna,
od slabé az po silnou a muze byt rozliSena riznymi
alternativnimi metodikami napf. Western blotem.



CHARAKTERISTIKA PROVEDENI

Specificnost testu byla testovana na 95 sérech z
neendemického regionu. VSech 95 mélo titry mensi nez 80.
Kvtli porovnani bylo testovano 12 sér z mistni referencni
laboratore. VSech 8 pozitivnich sér bylo detekovano s titry +/-
jedno fedéni a 4 negativni séra méla titr mensi nez 80.
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