Navod k pouziti

Souprava pro imunofluorescencni detekci
IgG protilatek proti Q horecce

Katalogové cislo:  QG-120
Velikost: 120 testu
Uchovavani: 2-8°C
Neprima imunofluorescencni imunoanalyza pro
detekci 1gG tridy protilatek proti Coxiella
burneti, faze | a faze Il, v lidském séru nebo

plazme

Pouze pro diagnostické ucely in vitro
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Zamyslené pouziti

Tento test je urcen pro detekci a semikvantifikaci 1gG lidskych
protilatek proti C. burneti faze | a faze Il jako pomoc pri
diagnostice lidské infekce zpusobené timto patogenem.

Shrnuti a vysvetleni testu

Coxiella burneti je obligatni intracelularni bakterialni parazit
eukaryotickych bunek. Lidé jsou nejcasteji nakazeni kapénkami
od infikovanych zvirat, nebo méne casteji kousnutim nakazenym
klisStetem. Inhalovanéa agens se zacnou z plic Sirit. Zpusobuji Q
horecku, onemocneni podobné chripce. Chronicka choroba se
vyvine u priblizne 5 % pripadu, primarne jako chronicka
granulomatézni hepatitida, nebo méne casto jako endokarditida.

Diky nedostatku charakteristickych symptomu u akutniho
onemocneni a rizikum spojenym s laboratorni izolaci se pro
diagnostiku pouzivaji serologické metody. Pro rozliSeni akutni
odpovedi rekonvalescentu a chronické protilatkové odpovedi
vyuZziva IFA test jedinecnych fazovych rozdilu nalezenych u C.
burnetii. Redené séra pacientu simultanne reaguji s agens ve
fazi | i ve fazi Il v kazdé jamce sklicka. Po promyti a odstraneni
nezreagovanych sérovych proteinu je pridan IgG specificky
znaceny konjugat. Vysledna reakce je vizualizovana pouZitim
standardniho fluorescencniho mikroskopu, kde pozitivni reakce
vypada jao ostre ohranicena zelen& fluorescencni elementarni
teliska v cerveném kontrastnim poli sonikatu Zloutkového vaku.
Takto pozitivni reakce se muZze dale testovat ve vyssich redenich
k urceni konecného titru.

REAGENCIE

m Substratova skla (10 kusu)

10 x 12-jamkova skla obsahujici C. burneti faze | na levé strane
jamky a faze Il na pravé strane jamky, pokud jsou skla situovana
mlécnym koncem vlevo. Formalinem inhibovany substrat je
fixovan acetonem a baleny ve vakuu.

CONJ| FITC Konjugat, 2.5 mL

Kapaci lahvicka se Zlutym vickem obsahuijici afinitne purifikovany
FITC znacené kozi antilidské 1gG (tezky retezec) s bovinnim
sérovym albuminem a Evansovou modri jako kontrastnim
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Pozitivni kontrola, 0.5 mL
Kapaci lahvicka s modrym vickem obsahujici reaktivni lidské
sérum v screeningovém redeni 1:16 s konecnym titrem 1:128
(faze 1) a 1:512 (faze II).
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Negativni kontrola, 0.5 mL
Kapaci lahvicka s cervenym vickem obsahujici nereaktivni lidské
sérum ve screeningovém redeni 1:16.

SAMP DIL 1gG Redici roztok pro vzorky, 20 mL
Pufr obsahujici kozi sérum v PBS.
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E‘@j Montovaci médium, 1 mL
Kapaci lahvicka s bilym vickem obsahujici 50% glycerol v PBS.

[BUF [wasH|Pas | PBS, 1 litr

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

Upozorneni

1. Kontrolni séra byla vySetrena na pritomnost infekcnich agens
pomoci FDA doporucené testovaci metody. Zadny ztestu ale
nezaruci nepritomnost infekcnich agens, proto se vSemi
reagenciemi zachazejte v souladu se spravnou laboratorni praxi.

2. Substratova skla jsou pripravovana s chemicky inaktivovanym
antigenem. Presto povazujte skla za potencialne infekcni a podle
toho s nimi zachéazejte.

Uchovavani a skladovani

Souprava se musi uchovavat pri 2-8 °C. Pred otevrenim vSechny
komponenty nechejte vytemperovat na pokojovou teplotu (20-25
°C).

SBER VZORKU

Separujte sérum ze srazené krve a uloZte ve sterilnich
nadobkach pri 28 °C. Pokud testujete az po 5 a vice dnech,
zamrazte séra na -20 °C. Akutni séra by mela byt odebréana pri
nastupu onemocneni, u rekonvalescentnich sér odbery opakujte
po 2-4 tydnech kvuli kontrole zmeny titru.

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

- destilovana nebo deionizovana voda

- cisté 250 nebo 500 ml lahev na PBS

- promyvaci lazen s drzakem sklicek

- testovaci zkumavky nebo mikrotitracni desticka na
sérové redeni

- presna pipeta

- 24x50 mm kryci sklicka

- fluorescencni mikroskop s filtrem pro FITC

- 37 °C vodni lazen nebo inkubétor

- vlhk& komurka

Upozorneni
- Nepouzivejte komponenty soupravy po datu
expirace.
- Konjugat je fotosenzitivni a je balen v ochranném
obalu. Uchovavejte ve tme.
- Konjugat obsahuje Evansovu modr, Vyvarujte se
styku s kuzi.
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PRACOVNI POSTUP

1. Pripravte si screeningové redeni 1:16 v IgG Sample Diluentu
pro vSechna zatim netestovanéa séra. Pro pozitivni séra z
predchozich analyz, pripravte sériové dvojkové redeni v PBS.

2. Pripravte redeni pozitivni kontroly v PBS, tak aby zahrnovalo
jedno redeni nad konecnym titrem a jedno redeni pod
konecnym titrem.

3. Pro kazdé naredené sérum pridejte 15 pl na kazdou jamku
sklicka a oznacte pro pozdejSi vyhodnoceni. Pro kazdou
analyzu testujte negativni i pozitivni kontrolu pripravenou
podle bodu 2.

4. Umistete sklicka do vihké komurky a inkubujte 30 minut pri
37°+ 0.5°C .

5. Vyjmete vihkou komurku z inkubatoru nebo vodni lazne.
Promyjte jamky 3x pomoci slabého proudu PBS. Vytrepejte
pufr ze sklicek.

6. Do kazdé jamky sklicka pridejte 15 pl (1 kapku) konjugatua
vratte zpet do vlhké komurky a inkubujte 30 minut pri 37%
0.5°C ve tme.

7. Promyjte skla dle bodu 5, potom pridejte 2-3 kapky
montovaciho média na kazdé sklicko a prikryjte krycim
sklem.

8. Odectete nabarvena sklicka pri 400x zvetSeni vzhledem k
intenzite zareni negativni a pozitivni kontroly. Pamatujte,
ze v mikroskopu je antigen faze 2 na levé strane a antigen
faze 1 na strane pravé vaSeho zorného pole. Sklicka se
uchovavaji pri 2-8°C ve tme po dobu 24 hodin.

KONTROLA KVALITY

Negativni kontrolni sérum a naredené pozitivni kontrolni sérum
by se melo vySetrovat kazdy den. Negativni kontrola je priklad
nereaktivniho séra, které se vyznacuje jednotnym cervenym
zbarvenim kontrastnim barvivem. Jamka pozitivni kontroly by
mela mit konecny titr v dvojkovém redeni tak, jak je urceno pro
toto sérum. Pokud Zadna z kontrol nereaguje tak jak je popsano,
analyza by mela byt zruSena, reagencie a pracovni postup by se
mely znovu prekontrolovat a cely postup se musi zopakovat.

Negativni kontrola je prikladem fluorescence, ktera se odecte
jako negativni vysledek. JestliZze pozorujete zareni i v tomto poli,
shodné se zarenim pozitivni kontroly, doslo k chybe v pracovnim
postupu a celou analyzu je treba zopakovat.
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INTERPRETACE VYSLEDKU

Pozitivni reakce vypada jako jasne zarici (nejméne na 1 krizek)
elementarni teliska na cerveném pozadi. Velikost castic, vzhled a
hustotu pole je treba porovnat s negativni a pozitivni kontrolou.
Jiny typ reaktivity odliSny od pozitivni kontroly je treba odecist
jako nespecificky.

VZORKY PACIENTU

Pozitivni ve screeningovém redeni 1:16: IgG titry 1:16 a vy3si
proti fazi Il ukazuji na infekci v neurceném case (séropozitivita)
Titry proti fazi | by mely byt ve vetSine pripadu stejné nebo vyssi
oproti titrum faze II. Pozitivni séra by se mela znovu testovat az
do zjisteni konecného titru kvuli srovnani s drive nebo pozdeji
odebranymi vzorky od stejného pacienta.

Negativni v titru 1:16: Zaznamenejte jako negativni na
protilatky proti C. burneti. Dalsi vzorek je vhodné vySetrit v
pripade, kdy sérum bylo odebrano ihned po nastupu symptomu,
hlavne pokud byla zahajena antibioticka lécba.

Parova séra: Ctyrnasobny vzestup titru mezi akutnim a
rekonvalescentnim sérem naznacuje nedavnou infekci
zpusobenou Anaplasma phagocytophila nebo pribuzného
mikroorganismu.

LIMITACE

Organismy faze Il maji v bunecné membrane 1gG Fc receptory. 1gG
Sample Diluent je urcen pro vysyceni receptoru nevyznamnymi
(kozimi) 1gG, tak aby umoznil specifickou IgG reakci s lidskym
sérovym vzorkem. ZvySené hladiny sérowch IgG mohou vést k
nizkym nespecifickym titrum dokonce i v pritomnosti specialniho
diluentu,ackoliv byly specificky spojeny s organismem faze Il a
nebyly doprovazeny IgM nebo IgA titry.

OCEKAVANE HODNOTY

RozSireni specifickych protilatek zavisi na zemepisné oblasti a
testované populaci. IgG titry faze Il jsou obecne detekovatelné
behem prvniho tydne po nastupu a vrcholu dosdhnou kolem
osmého tydne. VetSina akutnich pripadu ma stale pozitivni titr
1gG protilatek faze Il'i po 1 roce.

IgG titry faze | narozdil od faze Il, jsou velmi casto pod
detekovatelnou hladinou, pokud se nerozvine chronické
onemocneni. Chronicka hepatitida je charakterizovana vysokymi
a vyrovnanymi titry faze | i faze Il, kdezto u endokarditidy jsou
vySSi titry faze 1. IgM a IgA tiry proti temto antigenum také
pomahaji v diferencialni diagnostice.
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