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Clostridium tetani

IgG — ELISA

ELISA test pro kvantitativni stanoveni obsahu IgGtiatek

proti toxinu Clostridium tetani v lidském krevniréra nebo plasi

Pouze pro diagnostické pouditivitro.
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1. UvOD

Clostridium tetani je anaerobni, spory i\ed, grampozitivni tyinka. Kulaté spory se t¥bna terminalnim konci, coZz pod mikroskopetfippmina tvar
tenisové rakety.

Tetanus se rozvine, kdyZ se spéry Clostridia tatastou za strikté anaerobnich podminek poté, co se dostanou dérdranmalych laceraci. Klinické
projevy choroby nejsou prim&frzpisobeny invazi jvodce, ale sekreci silného neurotoxinu (tetanaspgs Tento toxin blokuje inhibici iignosu signalu a
ma vysokou afinitu k centralnimu nervovému systéiasledkem je nadéma drazdivost svalk externim podétim v kombinaci s hlavnim vistem
svalového nafii bez ¥domého vlivu.. Z&iné to tonickym spasmem sitgkrimus), mimickych svdl a ..... (gallet) sval. Kréni, zadova aiiSni muskulatura
néasleduje. Ve stejnéiase nize refektorni spasmus celych svalovych skupirfiziyit zabrarni dychani. Nadgrmné slireni a porucha zazivani apiraci a
pneumonii pi dalSim nadechnuti.. Clostridium tetani je celitevé rozSteny organismusiftomny v pidé a vykalech zvat a lidi. Poeni bakterie nebo jeji
rast v travicim traktu lidi nebo z¢dt neni nebezpay. Spory jsou extrénénodolné proti vysokym teplotdm a mohaistat infekini po velmi dlouhou dobu.
Bakterie se rize dostat podd#i UpIné malym zragnim. V Evrog se onemoaimi tetanem vyskytuje hla¥rmpo zrarnich a gkdy i po operacich, zatimco
v rozvojovych zemich je Siroce rogiy. WHO zjistila, Ze na celém&y zente na tetanus jeden milon lidi za rok.

Tetanus toxin je jediay imunogen wlovéka— existuje jen jeden antigenicky typ toxinu. dgdefektivni zfisob, jak pedchazet onemoéni tetanem je
profylakticka aktivni imunizace.

Druh Onemocgni Symptomy Mechanismus infekce
Clostridium | Tetanus T&zké a bolestivéiete Zrareni, inokulace
tetani a strnulost feng

pruhovaného svalstva,
nasledované selhanim
srdce,ledvin a krevniho
ohehu.

Infekci ze zjistit nasledujicimi metodami:
. Mikroskopicky: barvenim podle Grama
. Sérologicky: detekci hladiny protilatek metodeulSA

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Imundiagnostica Clostriditgtani IgG ELISA je ufena prokvantitativni stanoveni IgG protilatek pratxinu Clostridium tetani,
ptitomnych v lidském krevnim séru nebo plasfoitrat). Stanoveni tak umbdje ukit stav odolnosti pacientaivi onemocgni a tim usnadnit individuélni
doporweni o nutnosti provést zakladni imunizaci nekengkovani.

3. PRINCIP TESTU

Tento kvantitativni test protilatek 1gG proti togoi Tetanu je zaloZzen na principu ELISA (Enzyme-<didkmmunosorbent Assay).

Stny jamek stripu mikrotitréni destéky jsou potazeny deaktivovanymi toxoidy Tetanuy&tea sebe navazuji odpovidajici protilatky ze kaoPo promyti
jamek, kterym se odstrani nenavazany material vzask do jamek ifida konjugat antilidské IgG sénovou peroxidazou (HRP), ktery se navaze na
zachycené specifické protilatky anti-toxoid Tetarmesvzorku. Takto vyti@ny imunokomplex je zviditetm reakci se substratem tetrametylbenzidinu
(TMB) za vzniku modrého zabarveni roztoku. Intemzitabarveni je ifmo Unmeérna mnozstvi specifickych protilatek proti toxoidietanu ve vzorku.
Imunochemicka reakce je zastavetiagnim kyseliny sirov&imz dojde ke Zlutému zabarveni roztoku. Absorbanztoku v jamce se & pomoci ELISA
readeru fi vinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4.1. Reagencie dodavané v souprév

L] Mikrotitra &ni destitka, 12 lomivych stripi po 8 jamkach, jejichZ &ty jsou potazeny antigeny deaktivovaného toxoidiuew baleno v uzaviraci
aluminiové fdlii.

. 1gG fedici roztok vzorki ***: 1 lahvicka 100 ml, pufr ndedsni vzorki, pH 7,2 +0,2, ipraven k okamzitému pouziti, barzhuta, bily uzaer.

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

L] Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvitka 50 ml 20x koncentrovaného pufru (pH %,2,2) uteného k promyvani jamek mikrotitra desteky, bily
UZawr.

L] Konjugat HRP/ antihuman-IgG**: 1 lahvi¢ka 20 ml anti-lidské IgG zrané Kenovou peroxidazou, baréarvend, fipraven k okamzitému pouziti,
gerny uzawr.

. Substrat TMB: 1 lahvicka 15 mi3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidinu (TMB)iipraven k okamzitému pouziti, Zluty uzév

L] Standardy IgG Tetanus toxoid**: 4 lahvi ¢ky po 2 ml, gipraveno k okamzitému pouziti,.

Standard A 0 Ul/ml; modry uzéw
Standard B 0,1 Ul/ml; zeleny uzav
Standard C 0,5 Ul/ml; zluty uzéw
Standard D 1,0 Ul/mkerveny uzasgr

* obsahuje 0,1 % Bronidoxu L — péezini

ki obsahuje 0,2 % Bronidoxu L

ok obsahuje 0,1 % Kathonu

4.2. Material dodavany v soupra¥
L] Rameek mikrotitraini destéky pro stripy
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2 kryci félie
1 protokol testu
1 schéma rozlozeni a identifikace vzibria destice

4.3. DalSi potebné material a z#&izeni

L] ELISA reader, vybaveny prodfeni absorbanceip450 nm a 620 nm
L] Inkubator pro 37° C

L] Ruéni nebo automaticka promytkea mikrotitranich destiek

L] Pipety pro davkovani objeiod 10 pl do 1000 pl

. Vortex

. Deionizované voda

. Jednorazové zkumavky

Minutky

5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagencie jsouipteplot 2 °C - 8 °C stabilni az do doby exspirace uvedengalepce.

6. PRIPRAVA REAGENT U

Prred zah4jenim testu je velmilezité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky doséahnout laboratorni teploty (26 °C)!

6.1. Stripy mikrotitra éni destitky

Stripy jsou potazeny deaktivovanymi antigeny toxotdtanu. Jsouifpraveny k okamzitému pouziti. Skladujté peplo€ 2 — 8 °C. Stripy jsou vakuév
zabaleny.lhned po otekeni s@ku musi byt nepouzité stripy dpvzduchaisré uzaveny do aluminiového obalu s vysouSecim peolem dodavanym
v soupra¥, a musi byt skladovanyipeplot 2 — 8 °C. Jsou stabilni az do exspirace.

6.2. Konjugat anti-lidské 1IgG HRP

Lahvicka obsahuje 20 ml roztoku anti-lidské IgGemkové peroxidazy, pufru, stabilizaiprkonzervant a inertnihocerveného barviva. Tento roztok je
pripraven k okamzitému pouziti. Skladujt# feplot 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do doby exspirace pokudbjen pi teplot 2 — 8 °C.
6.3. Standardy

Lahvicky ozna@ené jako Standard A, B, C a D obsahuji standardnir&ini roztoky pipravené k okamzitému pouziti. Koncentrace standaelibrovanych
podle 1. mezinarodni normy TETANUS IMMUNOGLOBULINJUMAN, (kéd TE 3) institutu National Institute fdBiological Standards and Control
(NIBSC), Potters Bar, UK (Narodni institut pro kiglcké normy a kontrolu Velké Britanie se sidlefRatters Bar) jsou:

Standard A 0,0  Ul/ml, modry uzév

Standard B 0,1  Ul/ml, zeleny uzsav
Standard C 0,5 Ul/ml, Zluty uzéwv
Standard D 1,0 Ul/mkerveny uzagr

Tyto roztoky musi byt skladovanyigeplot 2 — 8 °C, obsahuji 0,1% Kathonu.

Po prvnim otefeni je obsah stabilni az do doby exspirace pokudjgen pi teplot 2 — 8 °C.

6.4.Redici roztok vzorki

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $itationi, konzervant a inertniho Zlutého barviva. PouZziva se pfededsni pacientskych vzork
Roztok je pipraven k okamzitému pouziti a musi se skladoviateplott 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do doby exspirace pokudqgien
pri teplote 2 — 8 °C.

6.5. Promyvaci roztok (20x koncentr.)

Lahvicka obsahuje 50 ml koncentrovaného roztoku pufrterdenti a konzervarit RoZed'te v pongru 1 + 19; nap 10 ml promyvaciho roztoku + 190 ml
cerstvé a zarodk prosté redestilované vody. Makny roztok je stabilni po dobu 5 iinje-li skladovan i pokojové teplot. Krystaly v roztoku zmizi po
zahréti na teplotu 37°C ve vodni lazni. Po prvnim &tev je obsah stabilni az do doby exspirace pokudbjgen pi teplott 2 — 8 °C

6.6. TMB substrét

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidifiMB) a peroxidu vodiku. fpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplo 2 — 8 °C. Chrite
pied sé¥tlem. Tento roztok by gh byt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud tenstsat zmodra, je mozné, Ze byl kontaminovarelebsnbyt zlikvidovan.
Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do doby exspirace pokudjgen pi teplot 2 — 8 °C.

6.7. Stop roztok

Lahvicka obsahuje 15 ml 0,2 molarni kyseliny sirové (R386S 26). Rpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplo& 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je
obsah stabilni az do doby exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Jako vzorek rize byt pro vySéeni pouzito lidské krevni sérum nebo plazma (gitfdbkud test provadite do 5 dni po &dbvzorki, mohou byt vzorky
skladovany {i teplot 2-8 °C, jinak museji byt zamrazeny (—70 az -20B®kud jsou vzorky skladovany v hluboce zmrazeni@vus ffed pouzitim je nutno
je rozmrazit a dafe promichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakévan

7.1.Redéni vzorki

Pred testem se musi vzorkyedit v pongru 1+100fedicim roztokem vzoik Pipetujte 10 ul vzorku a 1 médiciho roztoku do zkumavek a obsalkilipg
promichejte na Vortexu.
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U pacient, u nichz se &ekava vyssi koncentrace antitoxinu nez Standartl,@JI/ml) se musi provést dak&dni v pongru 1+10 tohoto jiz raediného
vzorku (1+100), nap 20yl jiz prediediného vzorku a 200l fediciho roztoku vzork (dokre promicheijte)Redici faktor: 11.

Standardy dodavané v soupégsou pipraveny k okamzitému pouZiti a nesmfesht.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. FRiprava testu

Drive nez z&nete provadit rozbor, pectéte si pélivé protokol testu. Spolehlivost vysleilkzavisi na pesném dodrzeni popsaného postugasledujici
postup je validovan pouze proéni provedeni. f provadni testu na ELISA automatickém systému dopojeme zvysit pdet promyvacich cykl ze i na
pét a objem promyvaciho roztoku zvysit z 300 pl n@ 3% k zabraani efekti z promyvani. Stanovte si plan rozloZzeni a iddwide vSech vzoikpacient
a kontrolnich vzork na mikrotitré&ni destéce, miZzete pouzit filozeny formul& Do rameéku vioZte poZadovany get stripi nebo jamek.

Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:
1 jamka (nap Al) pro slepy test se substratem (BLANK)
4 jamky (nap. B1, C1, atd.) pro standardy A, B, C a D.

Doporuiujeme v pipadé nutnosti provae test vzork pacienta duplicits.
Provadijte vSechny kroky v uvedenémipali a bez zbyteych gestavek mezi jednotlivymi kroky.

Pro davkovani kazdého jednotlivého vzorku je nytoozivatisté jednorazové Sghy.
Inkubator nastavte na teplotu_37€.

1. Pipetujte 100 pl standatdA, B, C a D) a fedredinych vzorki do vybranych jamek degky. Jamku Al ponechejte volnou pro substratovy
BLANK.

2. Jamky pikryjte adhezivni f6lii dodavanou jako s@st soupravy.
Inkubuijte 1 hodinu £ 5 minut p¥i teploté 37°C + 1°C

4.  Po skoreni inkubace odstiige kryci folii, odsajte obsah jamek a promyjtefjlerit 300 pl promyvaciho roztoku. Zalita preplnéni a geteteni
roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kazdyntecyloy nela byt delsSi nez 5 sekund. Nakonec opatrdstraite zbyvajici kapalinu
oklepnutim mikrotitréni destéky na savy papir.

Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostat#é promyti nize ovlivnit pesnost testu nebo vést k fakegaySenym hodnotam absorbanci.

Pipetujte 100 pl konjugatu Tetanus toxoid anti-gsvSech jamek s vyjimkou jamky Aldené pro BLANK. Pikryjte kryci folii.
Inkubujte 30 minut p ¥ pokojové teplot (20 — 25°C) Chraiite ped pimym slunénim s¥tlem.

Opakujte promyti krok. 4.

Pipetujte 100 pl substratu TMB do vSech jamegine Al.

Inkubujte v temnu piesré 15 minut pfi pokojové teploté (20-25°C)

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamek v@éte pdadi a stejnou rychlosti jakou jste aplikovali safistModré zabarveni, které se
objevilo bthem inkubace, se zZmi na zluté.
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich pacienbhou vytvit tmavé srazeniny chromogenu! Tyto sraZeniny wiigjha snimani optické hustoty.
U téchto vzork doporuiujeme provéstiedsznéredni tak, jak je popsano v odstavci Rédeni vzorku..

11. Do 30 minut po fidani Stop roztoku zitite absorbanci vzotkpii 450 nm (alternativéi pii 620 nm.)

© NG

8.2. Méfeni
Vynulujte ELISA reader pomoci BLANKU (jamka Al skegym testem substratu).

Pokud reader nelze z technickyclivadi nulovat pomoci BLANKU, odete hodnotu absorbance nafnou na jamce Al od vSech dalSich hodnot
nan¥renych v ostatnich jamkach. Obdrzitesné hodnoty!

Zmgite absorbanci vSech jamek A50 nm a zaznamenejte n&ené hodnoty absorbance vziido identifika&niho planu rozlozeni jamek.
Doporuwiujeme provést dualnidreni pi 620 nm.
Vypogitejte pimeérné hodnoty absorbance vSech replikaitovedenych test

9. VYSLEDKY

9.1. Kritéria platnosti testu
Aby bylo mozno test povaZzovat za platny, musi pfn&na nasledujici kritéria:
. Slepy test substratu(Al): Hodnota absorbanecézsi nez0,100.

. Standard A (B1): Hodnota absorbanc&si nez 0,200
. Standard B (C1): Hodnota absorbanegssi nez 0,150
. Standard C (D1): Hodnota absorbanegssi nez 0,500
= Standard D (E1): Hodnota absorbanegssi nez 1,000

9.2. Vypcéet vysledki

Abyste dostalkvantitativni vysledky v jednotkach Ul/ml vyneste pim&rnou hodnotu absorbance standa#d B, C a D do linearniho grafu na milimetrovy
papir proti jejich korespondujicimu koncentracin0(6 0,1 — 0,5 — 1,0 Ul/ml) a vykreslete kalidmwakiivku (hodnoty absorbance jsou na svislé ose vy,
koncentrace jsou na vodorovné ose X).

Vysledky (antitoxin IgG koncentrace v IU/ml) adé&e z kalibr&ni kiivky grafu s pouzitim gimeérnych hodnot absorbance kazdého ze virgrkcienta
i z kontrolnich vzork.

Poznamka: Abyste dostali spravny vysledadatedné redénych vzork musi se jejich zjigha hodnota nasobit/fslusnym faktoremedeni! (Redeni: 1 + 10
= Faktor feckni: 11) (Viz odstavec ,Hprava vzorku")
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Pro automaticky vyptet kiivky a vysledki vzorki Ize pouzit veSkeré k tomu vhodné&ftatové programy.

9.3. Typicka kalibra¢ni k¥ivka
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9.4 Interpretace vysledki a doporweni (Ul/ml)

<0,01 Zadné ochranné protilatky! Dopauje se okam?Zita zakladni imunizace
0,01-0,1 Z&dné spolehlivd ochrana! Dogaje se peoikovani a kontrola koncentrace protilatek 4-6 fygozdji.
0,11-05 Spolehlivd ochrana! Doptuie se peoikovani a kontrola koncentrace protilatek o 4 agdbit pozdji.
0,51-1,0 Spolehlivad ochrana! Dopduie se kontrola koncentrace protilatek po asi €clet Reaikovani neni nutné.
Poznamka: V fipadech koncentrace vyssi nez 0,5 Ul/menmit vakcinace vedlejsfinky!.
1,1-5,0 Dlouhodobé ochrana. Kontrola za 5 a£1.0 |
>5,0 Dlouhodoba ochrana. Kontrola za 10 let.

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU
10.1. Rresnost

Intraassay n Priamérna hodnota CV (%)
Slakg pozit. 24 0,56 7,1
sérum

Pozit. sérum 24 1,24 49
Interassay n Priamérna hodnota CV (%)

(IU/mh)

Slak® pozit. 10 0,22 11,3
sérum

Pozit. sérum 10 0,54 7,7

10.2. Diagnosticka pesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkybsenci specifického analytuteBnost testu je >95 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdipodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky isomnosti specifického analytu. Citlivost testu>g5 %.

10.4. Analyticka citlivost
Zjevnéa koncentrace analytu, kterou Ize odliSit atbwého kalibratoru. Analyticka citlivost testuged,05 Ul/ml.

10.5. Interference

Interference s hemolytickymi, lipemickymi nebo iktkymi séry nebyly sledovany do koncentraci: helobign 10 mg/ml, trigylceridy 5 mg/ml a bilirubin
0,2 mg/ml.

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

11. LIMITY POSTUPU

Nametené hodnoty absorbance mohou byt oy opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim vizordbo bakterialni kontaminaci. Diagn6za ifek
choroby by ner#la byt zaloZzena na vysledku jediného testtesRa diagn6za by dy vzit v Gvahu klinickou minulost pacienta, symmiatologii a také
sérologicka data. U paciéns oslabenym imunitnim systémem a u novoroienaji sérologicka data pouze omezenou platnost.
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12. BEZPECNOSTNI OPATRENI A UPOZORNENI

L] V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/E®@yjrobce povinen zajistit vhodnost, funlost a bezpsmost produktu. Proto postup
testu, informace, upoza¥ni a varovani v navodu pro pouZziti musi byt stéldodrzovany. PouZiti testovaci soupravy na anatyaa podobnych
zaizenich musi byt validovano. Jakakolivama ve vzhledu, sloZeni a postupu testu, a takéigpeukombinaci s jinymi produkty neschvalené
vyrobcem neni autorizované; uzivatel sdm je zodgoy za takovéto zémy. Vyrobce neni zodpe&dny za faleSné vysledky a nehody timtdsagbené.
Vyrobce neni zodpa¥ny za zZadné vysledky ziskané vizualni analyzoiepéava vzorku.

= Souprava je @ena pouze pro diagnostické pouZziti in vitro.

. VSechny komponenty lidskéhaiypodu pouzité pro vyrobu reagéntohoto testu byly otestovany néitomnosti protilatek proti HIV, HCV a HbsAg

a byly shledany nereaktivnNicmérg, vSechny materidly by &y byt povazovany za potenciélrinfekéni, a s jako takovymi by s nimi o byt

nakladano.

Nezangiiujte reagenty a desKy z niznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouzidaézéagenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esepe uvedené na Stitku.

Pouzivejte vzdy pouz#sté jednorazové Sghy, vicekanalové pipety a laboratornfizani.

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

Lahvicky s reagenty ddie a tsns zavirejte okamzitpo pouZziti, abyste zabranili odpaani a mikrobialni kontaminaci.

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolujtedpdalSim pouzitim konjugat i laftky s kontrolnimi vzorky, zde u nich nedoSlo

k mikrobialni kontaminaci.

. Abyste zabranili Kzové kontaminaci a fale§revySenym hodnotam vysletlkpipetujte vzorky a ostatni reagencie na dno jabwesk pokapani okoli

jamky.
Upozorreni:
POZOR Bronidox L v pouZité koncentraci fiegstavuje p kontaktu s pokozkou a sliznici téizadné toxikologické riziko!
POZOR: Kyselina sirova drazddi@ pokozku. Fechovavejte z dosahutél Fri vniknuti do @, dikladng promyjte vodou a vyhledejte |éiea

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a preparéitse obect povazuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@ararodnimi a mistnimi zakony
a ndizenimi. Spojte se s mistnimia@ly nebo se firmami zabyvajicimi se likvidaci ngi®rého a toxického odpadu, které vam poradi jak matezit
s nebezp&mym odpadem.

13. LITERATURA

Ambrosch,F.,Wiedermann,G.,Miiller,H.: Eine neue MiELISA-Methode zur Bestimmung der Tetanus-Antilgitgbl.Bakt.Hyg.A258,173-182 (1984)
Mai,K.,Bartelheimer,H.K.,Rosin,H.:Uber den Standlutie Dauer des Impfschutzes gegen Tetanus bekelirdtsch.med.Wschr.95,1044 (1970)
Mdiller,H.E.,Muller,M.,Schiek,W.: Tetanus-Schutzimpfy-Indikation und Kontraindikation.Dtsch.med.Ws&hB,1326 (1988)
Pietsch,M.:Impfserologie zur Ergdnzung von Impfungdgemeinarzt 15,1155-1156 (1993)

Schréder,J.P.,Kuhimann,W.D.: Tetanusimmunitat banhern und Frauen in der BRD.Immun.Infekt.19,181)9

14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU

Katalogovésislo vyrobku: TETGO0430 Clostridium tetani IgG HA (96 tesi)

15. KONTAKTY

Vyrobce: NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark
Waldstr. 23 A6D-63128 Dietzenbach, Germany
T: +49 6074-48760, F: +49 6074-487629, E: info@&lec-1D.com
http: www.NovaTec-ID.com

Distributor:  LABOSERYV s.r.0.
Hudcova 78b
612 00 Brno(Ceska republika
T: 541 243 113, F: 541 243 114, E:laboserv@laboserhttp://www.laboserv.cz
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16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Clostridium tetani IgG-ELISA

Priprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Pripravte plan umisni a identifikace vzork pacient a kontrolnich vzori.
Vyberte potebny péet jamek mikrotitrani destéky a viozte je do ransiu.

Postup testu

slepy St | Standard| Standard Standard Standard Vzorek
substratu A B c D (feckny 1+100)
(nap. A1)
Standard A - 100pl - - } .
Standard B - - 100ul - - )
Standard C - - - 100ul - -
Standard D - - - - 100ul -
ity | - S . ————

Prikryjte folii ze soupravy
Inkubace 1 hodinu p¥i teploté 37°C
Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku

Konjugat | - | 100ul | 100ul[ 100ul] 100l 100pl

Prikryjte folii ze soupravy
Inkubace 30 min p¥i pokojové teplot

Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku
TMB Substrat | 100ul | 100l 100ul| 100y 1004l 100yl
Inkubace 15 min i pokojové teplot, v temnu
Stop Roztok | 100ul | 100ul|  100u] 100y] 1004l 100ul

Fotometrické nsfeni [ 450 nm (refereéni vinovéa délka: 620 nm)
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