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Bordetella pertussis/toxin

IgG — ELISA
ELISA test pro semikvantitativni stanoveni obsai@ protilatek
proti Bordetella pertussis a Bordetella pertussiaiu
v lidském krevnim séru nebo plasm

Pouze pro diagnostické pouaitivitro.
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1. UvOD

Bordetella je opouzény gramnegativni (0,3-0,5 pm silny a 1 um dlouklpvy bacil netveici spory. Tento rod se sklada z pro
¢lovéka nebezpinych drufii Bordetella pertussis, Bordetella parapertussioal&ella bronchiseptica, kteraigmbuje enzootické
infekce u fiznych drul divokych i domestikovanych zsit.

Bordetella petrussis #pobuje u lidi syndrom znamy jakerny kasel. Je to velmi nakazlivétska choroba, asi 80 %ipad: se
vyskytuje u dti do wku 5 let, ktera seipnasi kapénkovou infekci. Stupémrtnosti je porérné vysoky (1 — 2 % &hem prvniho
roku Zivota, pozdi asi 1 %o). Aktivni imunizaci Izeternému kasli fedchazet. Po klinickém onemden ¢ernym kaSel vznika
pfirozena imunita, ktera je dlouhodoba, ale ne trvRIdzSieni této choroby je celo&ové ovliviiované preventivnimakovanim a
dalSimi nepesré definovanymi socialnimi, ekonomickymi a ndtrimi faktory. Ve tSiné zemi se dopoxiwje aktivni vakcinace.
Imunizaini opateni se obvykle kombinuje s opaimi proti zaSkrtu a tetanu.

Druh Onemocreni Piiznaky Mechanismus infekce

Bordete_lla gerny kasSel Kataralni stadium: onemogni Kapénkova infekce: styk organismu s trachealrjimi

pertussis s nespecifickymi symptomyetrg a bronchialnimiasami, ztrata funkce a kame
zhorsujiciho se kasle, nasalnimi zni¢eni tkar, inkubani doba 7 — 14 dni.

symptomy, lehkou hoi&ou.
Paroxysmalni stadium: silné onemaeh
zachvatovy kaSel.

Infekci Ize identifikovat:
. Mikroskopicky: identifikace v kulturach, IF
. Sérologicky: stanovenim protilatek metodou ELISA

Pro efektivni 1ébu pacienta, izolaci ohrozenych gkovanych dti a pro odliSenicerného kaSle od atypickych onem&cha
chronickych infekci fesna diagnéza je nutna.

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Imundiagnostica Bordetedletyssis IgG-ELISA je @ena pro kvalitativni stanoveni IgG protilatek proti
Bordetella pertussis a Bordetella pertussis toxilidském krevnim séru nebo plasifeitrat).

3. PRINCIP TESTU

Stanoveni IgG protilatek proti Bordetella pertugsiszaloZzeno na principu ELISA. &ty jamek strii mikrotitratni destéky jsou
potazeny antigeny Bordetella pertussis toxin, kteaésebe navazuji odpovidajici protilatky ze vzgpreienta. Po promyti jamek,
kterym se odstrani nenavazany material vizode do jamekifdd konjugét protilatky proti lidskému IgG $ekovou peroxidazou
(HRP), ktery se na zachycené specifické protilfioti Bordetella pertussis. Takto vyfemy imunokomplex je zviditetim piidanim
substratu tetramethylbenzidinu (TMB) za vzniku néddr zabarveni. Intenzita zabarveni jérm Gnérnd mnozstvi IgG protilatek
proti Bordetella pertussistippmnych ve vzorku pacientova séra. Reakce seviamt@nou pH, gidanim kyseliny sirové. Intenzita
kone&ného Zlutého zabarveni seifmpomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4.1. Reagenty dodavané v souprav

. Mikrotitra &ni destitka, 12 lomitelnych strifi po 8 jamkach potazenych antigeny Bordetella psitusakuo¥ zabaleno
v uzaviraci aluminiové fdlii.

. 1gG fedici roztok vzorki ***: 1 lahvicka, 100 ml pufru préedini vzorki, piipraveno k okamzitému pouziti, pH 2,2,
barvazluta, bily uzawr.

L] Stop roztok: 1 lahvicka, 15 ml 0,2 mol/l kyseliny sirovéfipraveno k okamzitému pouzitierveny uzasr.

. Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvitka, 50 ml 20x koncentrovaného pufru (pH %,@,2) uteného k promyvani jamek
mikrotitratni destéky, bily uzawr.

. Konjugat anti-IgG **: 1 lahvicka, 20 ml kralki protilatky proti lidskému IgM zngné Kenovou peroxidazou, bar¢arvena,
ptripraveno k okamzitému pouzitierny uzavr.

L] Substrat TMB: 1 lahvitka, 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidinu (TMBjipraveno k okamzitému pouziti, Zluty uzév

L] Pozitivni kontrola Bordetella pertussis IgG***: 1 lahvic¢ka, 2 ml pozitivniho séra, barva Zlutdippaveno k okamzitému
pouziti,éerveny uzawr.

L] Cut-off kontrola Bordetella pertussis 1gG ***: 1 lahvi¢ka, 3 ml pozitivniho séra, barva Zlutdipgpaveno k okamzitému
pouziti,zelenyuzawr.
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L] Negativni kontrola Bordetella pertussis I1gG ***: 1 lahvitka, 2 ml negativniho séra, barva Zluthpmaveno k okamzitému
pouziti,modry uzawr.

* obsahuje 0,01 % Kathon — ptedni
ki obsahuje 0,2 % Bronidoxu L
Fokk obsahuje 0,1 % Kathonu

4.2. Materiél dodavany v soupra¥

1 rdmeek mikrotitratni destéky

2 kryci félie

1 protokol testu

1 schéma rozloZeni a identifikace vzbria destice

.
w

. DalSi potebné materialy a z#&izeni

ELISA reader pro rfeni absorbancefipd50 nm s referemim filtrem 620 nm
Inkubator pro 37° C

Rwni nebo automatick& promytkea mikrotitranich destiek

Pipety pro davkovani objeirod 10 - 1000 pl

Vortex

Deionizovana voda

Jednorazové zkumavky

Stopky

5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagenty obsazené v sougrgsou i teplot 2 - 8 °C stabilni az do doby exspirace uvedengatepce.

6. PRIPRAVA REAGENT U

Pred zah4jenim testu je velmileiZité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky dosahnout pokojové teploty 28 °C)!

6.1. Stripy mikrotitra éni destitky

Stény jamek mikrotitrénich strigh jsou potaZzeny antigeny Bordetella pertussis. pfipraveny k okamzitému pouziti. Skladujté p
teplok 2 - 8 °C. Stripy jsou vakuéwzabalenylhned po otekeni s@ku musi byt nepouzité stripyéwzduchatsre uzaveny do
aluminiového obalu s vysousecim pfedkem dodavanym v soup#aa musi byt skladovanyigeplot 2 — 8 °C. Jsou stabilni az do
exspirace.

6.2. Konjugat anti-lgG

Lahvicka obsahuje 20 ml kréli protilatky proti lidskému IgG zri@né Kenovou peroxidazou, pufru, stabilizatpkonzervant
a inertnihaterveného barviva. Tento roztok jéigraven k okamzitému pouziti. Skladujté feplots 2 - 8 °C.Po prvnim otekeni je
obsah stabilni az do exspirace pokud je ulozeteplot 2 — 8 °C.

6.3. Kontrolni vzorky

Lahvicky ozn&ené jako Pozitivni kontrola, Cut-off kontrola a Mégni kontrola obsahuji kontrolni roztokytipravené k
okamzitému pouziti. Roztoky obsahuji 0,1% Kathanusi byt skladovanyipteplo& 2 — 8 °CPo prvnim otekeni je obsah stabilni
az do exspirace pokud je ulozemteplot 2 — 8 °C.

6.4. IgGfedici roztok vzorki

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, sigion, konzervant a inertniho Zlutého barviva. Pouziva se fedsni
vzorki. Roztok je pipraven k okamzZitému pouziti a musi se skladovateplot 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni do
exspirace pokud je uloZeti peplot 2 — 8 °C.

6.5. Promyvaci roztok (20x koncentr.)

Lahvicka obsahuje 50 ml koncentrovaného roztoku pufrierdentt a konzervarit Rozedte v pongru 1:20; nap 10 ml
promyvaciho roztoku + 190 ml deionizované vodyiédény roztok je stabilni 5 dniiplaboratorni teplat Krystaly v roztoku zmizi
po zal#ati na teplotu 37°C ve vodni lazni.

6.6. Roztok TMB Substratu

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidiAiMB) a peroxidu vodiku. #praveno k okamzitému pouziti. Skladujté p
teplot 2 — 8 °C. Chrate pred s¥tlem. Tento roztok by ghbyt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud tentstsat zmodra byl
kontaminovan a e by byt zlikvidovan. Po prvnim oi@ni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulgieteplot 2 — 8 °C.
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6.7. Stop roztok

Lahvicka obsahuje 15 ml 0,2 molarni kyseliny sirové (RB86S 26). Hpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté {eplot 2 — 8
°C. Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Jako vzorek rize byt pro vySéeni pouzito lidské krevni sérum nebo plazma (gitfadkud test provadite do 5 dni po &dbvzorki,
mohou byt vzorky skladovanyiipteplot 2—8 °C, jinak museji byt zamrazeny (=70 az -20%xkud jsou vzorky skladovany
v hluboce zmrazeném stavded pouzitim je nutno je rozmrazit a delpromichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakévan

7.1.Redéni vzorki

Pred provedenim testu musite vSechny vzorediedit v pongru 1:101fedicim roztokem vzotk Pipetujte 10 pl vzorku a 1 ml IgG
fediciho roztoku vzorkdo zkumavek a obsah ¢l ¢ promichejte na VortexltPozitivni a negativni kontroly dodavané v sougrav
jsou pripraveny k okamzitému pouziti a nesmi se &zdd.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. Riprava testu

Drive nez z&neteprovadit rozbor, pestéte si pélivé protokol testu. Spolehlivost vysleilkzavisi na fesném dodrzeni popsaného
postupu Nize uvedeny postup plati pro manuélini provedestiit&udete-li jej provad na automatu, dopotujeme zvysit pdet
promyvacich krok ze ti na @t a promyvat 300-350 pl promyvaciho roztoku. Neihege s praci, stanovte si plan rozloZeni a
identifikace vSech vzorka kontrol na mikrotitréni destéce na pislusném formuld dodavaném v soupravVyberte pozadovany
pocet mikrotitracnich jamela viozZte je do rand&u.

Je velmi dlezité, aby ped zaatkem testu byly vSechny reagenty vytemperovappkagovou teplotu!

Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:

1 jamka (nap Al) pro slepy test se substrat&nhANK
1 jamka (nap B1) pro negativni kontrolu

2 jamky (nap. C1+D1) pro cut-off kontrolu

1 jamka (nap E1) pro pozitivni kontrolu

Ponechavame na uzivateli, zda sefpad® nutnosti rozhodne provéttest vzork pacienta i test kontrolnich vzarkluplicitre.
Provadijte vSechny kroky v uvedenémipai a bez zbyteych gestavek mezi jednotlivymi kroky.

Pro davkovani kazdého jednotlivého vzorku je nytoozivatiisté jednordzové Sghy.
Inkubator nastavte na teplotu 37°C + 1°C.

8.2. Pracovni postup

1. Pipetujte 100 pl negativni kontroly, pozitividriroly a gedredénych vzorki do jamek, které jste vybrali. Jamku Al
ponechejte pr&8LANK

2. Jamky pikryjte félii dodavanou jako s@ast soupravy
Inkubujte 1 hodinu £ 5 minut p¥i teploté 37°C + 1°C

4. Po skoweni inkubace odstiige kryci félii, odsajte obsah jamek, a promyjte 300 pl promyvaciho roztoku. Zalite
pieplnéni a get&eni roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kaZzdyktem by ngla byt delSi nez 5 sekund. Nakonec
opatrré odstraite zbyvajici kapalinu oklepnutim mikrotitirai desttky na savy papir!
Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostaté promyti nize vést k malé/psnosti testu nebo k faleSnym hodnotam
absorbance.

Pipetujte 100 pl konjugatu anti-lgG do kazdékgm vyjimkou jamky Al utené praBLANK Fikryjte kryci folii.
Inkubujte 30 minut p¥i pokojové teplot. Chraite ped pimym slunénim s¥tlem.

Opakujte krok 4.

Pipetujte 100 pl roztoku substratu TMB do vSjechek.

Inkubujte 15 minut p ¥i pokojové teplot, v temnu.

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamektemém piadi, a stejnou rychlosti jakou jste aplikovali sudits
Modré zabarveni jamek seni na Zluté, barva je stabilni 30 minut.
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich paaiembhou vytvit tmavé srazeniny chromogenu! Tyto srazeniny wiigjina
snimani optické hustoty. bchto vzork doporwujeme provést prvotriedeni vzorku fyziologickym roztokem chloridu
sodného, nap 1:1. Pak vzorky nedte standardnim postupem 1:101 Ig€dicim roztokem vzatke soupravy. V tomto
pripad® musite vysledky vyjéehé v jednotkach NTU nasobit 2x.

11. Zmeite absorbanci vzotkpti 450 nm. Referemi vinova délka je 620 nm.dtideti minut po pidani stopginidla.

© NG
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8.3. Méfeni
Vynulujte ELISA reader pomocBLANKu {amka Al) Pokud reader nelze z technickychvddi vynulovat odététe hodnotu
BLANKu od vSech nagtienych hodnot v ostatnich jamkach. Obdrzfespé hodnoty!

Zméite absorbanci vSech jamek ip 450 nm a zaznamenejte nahené hodnoty absorbance vzbrklo identifikaniho planu
rozlozeni jamek. Tam, kde je to nutné, ipejte priimérné hodnoty absorbance

Doporuwiujeme provést geni i pii duélni hustat 620 nm.

9. VYSLEDKY

9.1. Validita testu
Aby bylo mozno test povaZzovat za platny, musi pjn&na nasledujici kritéria:

= BLANK Al: Hodnota absorbanc& i nez0,100.

L] Negativni kontrola B1: Hodnota absorbano&si nez 0,200.

L] Cut-off kontrola C1+D1: Hodnota absorbanogezi 0,250 a 0,900.

. Pozitivni kontrola El: Hodnota absorbance rovna nebo vysStheoffkoeficient.

9.2. Vypcéet vysledki

Cut-offkoeficient je pimér hodnot absorbanci Cut-off kontrol.

Priklad: Nam#ena hodnota absorbance cut-off kontroly 0,39 + &&ma hodnota absorbance cut-off kontroly 0,37= ®%6/38
Cut-off = 0,38

9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povazovat ZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy$$hoehotaCut-off

Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pasmu 10a%hmebo pod hodnotddut-off nelze povazovat za jednozna& pozitivni nebo
negativni ->8eda zonalJ téchto vzorki doporiéujeme opakovat test za 2 az 4 tydryesstw odebranymi vzorky. Pokud i vysledky
druhého testu budou &pv Sedé zdé# je tyto vzorky mozno povazovat BEGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat ZWEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% niz3heehotaCut-off

9.3.1. Vysledky v jednotkach firmy NovaTec (NTU)

hodnota (piimérnd) absorbance vzorku pacienta x 10= [NovaTec-Units = NTU]
Cut-off koeficient

Priklad: 1,216 x 10 = 32 NTU (NovaTec Units) Cut-pff 10 NTU
0,38 Sedéa zéna: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Rresnost

Interassay podet pramér CV (%)

Poz. sérum 12 15 4,9
12 35 6,1

Intraassay pocet prameér CV (%)

Poz. sérum 20 0,55 3,9
24 1,48 5,2

10.2. Diagnosticka pesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkypsenci specifického analytuteBnost tohoto testu je 72,7 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdipodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky gigomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstieje 98,8 %.
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10.4. Interference

Interference s hemolytickymi, lipemickymi nebo rt&ymi séry nebyla sledovana po koncentrace: 1@mhgemoglobin, 5 mg/ml
triglyceridy, 0,2 mg/ml bilirubin.

Poznamka: Tyto vysledky se vztahuji ke konkrétnim testovangrorkim. Stejné vysledky nelze v praxi zaitu |

11. LIMITY POSTUPU

Namstené hodnoty absorbance mohou byt owiwn opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim viomebo bakterialni
kontaminaci. Diagnéza inféki choroby by nema byt zaloZena na vysledku jediného testt@sRa diagn6za by &a brat v Gvahu
klinickou minulost pacienta, symptomatologii a taéologicka data. U paciéns oslabenym imunitnim systémem a u novorozenc
maji sérologicka data pouze omezenou platnost.

12. BEZPECNOSTNI OPATREN| A UPOZORNENI

= V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/E@yjrobce povinen zajistit vhodnost, funlost a bezpmost
produktu. Proto postup testu, informace, upo@oia varovani v navodu pro pouZziti musi byt stékdndrzovany. Pouziti
testovaci soupravy na analyzatoru a podobnytizerasich musi byt validovano. Jakakolivém ve vzhledu, sloZzeni a postupu
testu, a také pouziti v kombinaci s jinymi produkigschvalené vyrobcem neni autorizované; uzigatel je zodpadny za
takovéto zminy. Vyrobce neni zodpeudny za faleSné vysledky a nehody timtésgbené. Vyrobce neni zodgowmy za zadné
vysledky ziskané vizualni analyzou pacientova vaork

L] Pouze pro diagnostické pouziti in-vitro.

. VSechny komponenty lidskéhdyodu pouZité pro vyrobu reagértohoto testu byly testovany n&temnosti_protilatek proti

HIV, HCV a HBsAg a byly shledany nereaktiviNicmérg, vSechny materidly by &y byt povazovany za potenci&in

infekéni, a s jako takovymi by s nimido byt nakladano.

Nezangiujte reagenty a desky z riznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouzigaézéagenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esape uvedené na Stitku.

Pouzivejte pouz&isté jednorazové Sgiy, vicekanalové pipety a laboratorntizani.

Nezangiiujte Sroubovaci ¢ka z lahvéek mezi sebou, zabranite tifidové kontaminaci.

Lahvicky s reagenty ddle a tsns zavirejte okamzitpo pouziti, abyste zabranili odpaani a mikrobialni kontaminaci.

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolufedlpdalSim pouZzitim konjugat i laléky s kontrolnimi vzorky, zda

u nich nedoslo k mikrobialni kontaminaci.

. Abyste zabranili kizové kontaminaci a fale§rzvySenym hodnotam vysletikdavkujte pipetou reagencie vzdy na dno jamek
bez pokapani okoli.

POZOR Bronidox L v pouzité koncentraci fiegstavuje f kontaktu s pokozkou a sliznici téirzadné toxikologické riziko!

POZOR: Kyselina sirova drazddi@ pokozku. Rechovavejte z dosahuétél Fri vniknuti do @i, dikladng promyjte vodou a
vyhledejte 1ékze.

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a preparétse obect povazuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@/éarodnimi a
mistnimi zakony a rf&zenimi. Spojte se s mistnimiagly nebo se specializovanymi firmami zabyvajicienlilsvidaci nebezpmého
a toxického odpadu, které vam poradi, jak mateotBrmiebezpmym odpadem naloZit.
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14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU

Katalogové&islo vyrobku: BOPGO0030  Bordetella pertussis IgQSA (96 test)
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15. KONTAKTY

Vyrobce:

Distributor:

NovaTec Immundiagnostica GmbH

Technologie & Waldpark

Waldstr. 23 A6D-63128 Dietzenbach, Germany

T: +49 6074-48760, F: +49 6074-487629, E: info@&lrc-1D.com
http://www.NovaTec-ID.com

LABOSERYV s.r.o.

Hudcova 78b

612 00 BrnoCeska republika

T: 541 243 113, F: 541 243 114, E: laboserv@latvase http://www.laboserv.cz

16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Bordetella pertussis IgG-ELISA

Piiprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Stanovte plan rozdeni a identifikace vSech vzarka kontrol.
Umisgte potebny péet jamek do ramiu mikrotitrasni destéky.

Postup testu

Slepytest | Negativni Pozitivni Cut-off Vzorek
Substratu kontrola kontrola kontrola | (fedény 1+100)
(nap. Al)
Negativni
kontrolni vzorek ) 100 pl i i i
Pozitivni
kontrolni vzorek ) i 100 pl i i
Cut-off kontrola - - - 100 ul -
Vzorek
(fedkny 1+100) i ) ) - 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 1 hodinu i teploté 37°C
Promyti 3 x 300 pl promyvaciho roztoku
Konjugat | - | 100pl | 100 ul | 100 pl | 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 30 min p¥i pokojové teplot
Promyti 3 x 300 pl promyvaciho roztoku
Substrat TMB | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl
Inkubace 15 min p¥i pokojové teplot€ v temnu
Stoproztok | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl
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Méreni @i 450 nm (referegni vinova délka: 620 nm)
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