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ZAMYSLENE POUZITI

Anaplasma phagocytophilum a Ehrlichia chaffeensis
IFA IgM souprava je urCena pro detekci a
semikvantifikaci IgM tfidy lidskych protilatek proti

Anaplasma  phagocytophilum a  Ehrlichia
chaffeensis  pomoci  mikro-imunofluorescenéni
analyzy.

SHRNUTI A VYSVETLENI TESTU

Ehrlichia chaffeensis i Anaplasma phagocytophilum
jsou klistaty pfenasSené lidské a psi patogeny. IFA
analyza vyuziva ¢aste¢né purifikované elementéarni
téliska a moruly z bunéénych kultur. Pro optimalni
pfilnavost a kontrastni pozadi jsou tyto antigeny
rozptyleny v bunécné matrix, kter4d je pomoci
konjugatu kontrastovana ¢ervené.

Testovand séra jsou nafedéna v pufrovaném
fyziologickém roztoku a inkubovéana v jednotlivych
jamkéach, kde reaguji pacientské protilatky s
navazanym antigenem. Skla jsou promyta a je pfidan
anti-lidsky IgG konjugéat znaceny DyLight 488. Konjugat
se necha inkubovat s komplexem antigen-protilatka a
poté se nezreagovany konjugat vymyje. Vysledek
reakce je zviditelnén pouzitim standardniho
fluorescenéniho mikroskopu, kde pozitivni reakce
vypada jako ostfe ohraniené zelené fluoreskujici
bakterie (malé koky) na cerveném pozadi. PFi
prohlizeni skli¢ek z leva do prava je vidét jako prvni
Anaplasma phagocytophilum. Vpravo od tohoto
antigenu, v kazdé jamce skli¢ka, je antigen Ehrlichia
chaffeensis.

REAGENCIE

[IFA] Ag x 12 | Substratova skli &ka (10)

10 x 12 - jamkova sklicka obsahuji antigeny
Anaplasma phagocytophilum (vlevo) a Ehrlichia
chaffeensis (vpravo), oba antigeny rozptylené na
pozadi bunééné matrix. Skli¢ka jsou fixovana a balena
ve vakuu a pfipravena k pouZziti.

Anaplasma E. chaffeensis

FEX XXX X
I EXXXXX]

IgG konjugat, 2.5 mL

Kapaci lahvi¢ka se Zlutym vrSkem obsahujici afinitné
purifikované kozi anti-lidské protilatky IgG (gama
fetézec) znacené Dylight 488, s DylLight 488
znacenymi krali€imi anti-psimi protiladtkami  I1gG,
bovinnim sérovym albuminem a Evansovou modfi
jako kontrastnim barvivem.
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EC Pozitivni kontrola, 0.5 mL
Kapaci lahvicka s modrym vrSkem obsahujici E.
chaffeensis - reaktivni sérum ve screeningovém redéni
1:80, s kone¢nym titrem 1:640 (1:320-1:1280).

AP Pozitivni kontrola, 0.5 mL

Kapaci lahvicka s modrym vrSkem obsahujici A.
phagocytophilum - reaktivni sérum ve screeningovém
fedéni 1:80, s kone¢nym titrem 1:640 (1:320-1:1280).

[CONT] - | Negativni kontrola, 0.5 mL
Kapaci lahvicka s Cervenym vrSkem obsahujici
nereaktivni sérum ve screeningovém fedéni 1:80.

IgG Roztok na fedéni vzork G, 10 mL
Pufr obsahujici 5% sonikované matrix jako adsorbent.
Pfed pouZitim prevracenim promichejte.

@ Montovaci medium, 1 mL
Kapaci lahvicka s bilym vrSkem obsahujici 50%
glycerol v PBS.

| BUF [WASH| PBS | PBS, 1 liter

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

Upozorn éni

1. Protoze zadné testy nemohou zajistit nepfitomnost
infek&nich agens, mélo by byt s kontrolami, stejné
jako se v8emi sérovymi vzorky a zafizenim, které
s nimi pfijde do styku, zachazeno v souladu se
spravnou laboratorni praxi, aby se zabranilo
kontaktu s kizi a poziti.

2. Substratova skli¢ka jsou pFipravovana s chemicky
inaktivovanymi antigeny. Pfesto povazujte sklicka
za potencidlné infekéni a podle toho s nimi
zachazejte.

Uchovavani a skladovani

Souprava se musi uchovavat pfi 2-8 €. Pied
otevienim vSechny komponenty nechejte vytemperovat
na pokojovou teplotu (20-25 ).

SBER VZORKU

Separujte sérum ze srazené krve a ulozte ve sterilnich
nadobkéach pfi 2-8 T. Pokud testujete az po 5 a vice
dnech, zamrazte séra na —20 T. Akutni séra by m éla
byt odebrdna pfi nastupu onemocnéni, u
rekonvalescentnich sér odbéry opakujte po 2 - 4
tydnech kvuli kontrole zmény titru.
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POSTUP
Souprava obsahuje dostatek reagencii pro 120 jamek.

Pozadovany, ale nedodavany material

- destilovan& nebo deionizovand voda

- Gisté 250 nebo 500 ml lahev na PBS

- testovaci zkumavky nebo mikrotitraéni desticka na
sérové fedéni

- pfesna pipeta

- 24x50 mm kryci sklicka

- fluorescenéni mikroskop s filtrem pro FITC (max.
excitaéni vinova délka 490 nm, stfedni vyzafovaci
vinova délka 530 nm), 400x zvétSeni

- 37 T vodni laze i nebo inkubétor

- vlIhk& komUrka pro inkubovana sklicka

Bezpe €nostni opat feni

- NepouZivejte komponenty soupravy po datu expirace.
- Konjugéat obsahuje Evansovu modfF, ktera mize byt
karcinogenni. Vyvaruijte se styku s klzi.

- kapalné reagencie obsahuji thimerosal v mnoZstvi
0,01%, ktery muze byt toxicky po pozfeni.

PRACOVNI POSTUP

VSechny reagencie a séra nechejte p fed vlastnim
testovanim vytemperovat na pokojovou teplotu!

1. Pripravte screeningové fedéni 1:80 (1 dil séra
pacienta a 79 dild PBS) pro vSechna séra
pacientd. Pro pozitivni séra z pfechozich testu
pfipravte sériové fedéni v PBS, zacinajici
titrem 1:80.

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

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

4. Umistéte sklicka do vihké komrky a inkubujte
30 minut pfi 37% 0.5T.

5. Vyjméte vilhkou komurku 2z inkubétoru.
Pfipravte si konjugat. Promyjte skla jemnym
proudem PBS z promyvaci lahve. Vytfepte
zbytek PBS ze sklicek a osuSte. Opakuijte
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 vihké
komrky a inkubujte 30 minut pfi 37% 0.5T.
Inkubace by méla probihat potmé abyste
ochrénili fotosenzitivni konjugat.

7. Promyjte skla dle bodu 5.

8. Pridejte 2-3 kapky montovaciho média na
kazdé sklicko a umistéte na né opatrné kryci
sklo.

9. Odectéte nabarvena substratova skla pfi 400
nasobném zvétSeni, porovnejte kazdou jamku
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s intenzitou zafeni pozitivni a negativni
kontroly. Skla se uchovéavaji pfi 2-8C potm é
po dobu 24 hodin.

KONTROLA KVALITY

Negativni kontrola a nafedéné pozitivni kontroly by se
mély vySetfovat kazdy den. Negativni kontrola je
pfiklad nereaktivniho séra, které se vyznaluje
jednotnym ¢Eervenym kontrastnim zbarvenim nebo
jemnym, ale uniformnim zelenym zbarvenim. Jamka
pozitivni kontroly by méla mit kone¢ny titr mezi 1:256 a
1:1024. Intenzita fluorescence pfi fedéni 1:512 by méla
byt pouZita jako cut-off hodnota pro vzorky pacientu,
ktefi jsou pozitivni. Pokud Zadna z kontrol nereaguje
tak jak je popséno, analyza by méla byt zruSena,
reagencie a pracovni postup by se mély znovu
prekontrolovat a cely postup se musi zopakovat.

Negativni kontrola je pfikladem fluorescence, ktera se
odecte jako negativni vysledek. Jestlize pozorujete
zafeni i vtomto poli, shodné se zafenim pozitivni
kontroly, doslo k chybé v pracovnim postupu a celou
analyzu je tfeba zopakovat.

INTERPRETACE VYSLEDK U

Pozitivni reakce se jevi jako ,,hvézdna no¢ni obloha“.
Velikost, vzhled a intenzita reakce musi byt vzdy
porovnana s pozitivni a negativni kontrolou.

Vzorky pacient G

Negativni p Fi fedéni 1:80: Oznacte jako negativni na
pfislusné protilatky. DalSi vzorky séra by mély byt
vySetfeny, jestlize byly plvodni odebrany brzy po
nastupu symptomu a je stale podezfeni na ehrlichiézu.

Pozitivni p Fi Fedéni 1:80 a vy$Sim: Séroveé titry 1:80-
1:320 naznacuji 1) titry pfed vrcholem hladiny
protilatek (€asna expozice), 2) titry po vrcholu hladiny
protilatek (po expozici) nebo 3) titry odrazejici
zkFizenou reaktivitu k podobnym organismim (napf.
Ehrlichia spp). Titry vyS3i nez 1:320 a/nebo IgM titry,
pokud jsou pfitomny, jsou vyznamnym indikatorem
nedavné infekce.

Parova séra: Ctyfnasobny vzestup titru mezi akutnim
a rekonvalescentnim sérem naznacuje nedavnou
infekci zpasobenou Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia
canis, Anaplasma phagocytophilum nebo pfibuzného
mikroorganismu.

LIMITACE

Zkfizen& reakce mezi Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia
canis a Ehrlichia ewingii u metody IFA je rlizna, od
slabé az po silnou, a muize byt rozliSena rdznymi
alternativnimi metodami napf. Western blotem.
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SPECIFICKE VLASTNOSTI

Specifita Anaplasmy byla testovana na 95 sérech
z neendemické oblasti. VSech 95 sér méli titry < 1:80.
Bylo testovano také 12 sér znarodni referenéni
laboratofe. VSech 8 pozitivnich sér bylo detekovano
stitry za 1 fedéni a 4 negativni sérabyla vSechna
< 1:80. Séra s E. chaffeensis s titrem > 1:80 byla pfi
srovnani se standardem pfi vySetfeni vSechna
pozitivni.

Séra z neendemického regionu Ehrlichia chaffeensis
byla testovana ,,in-house”, 159 z New Yorku a 120
z Jizni Kalifornie. Nebyly zde pozitivni zachyty. (100%
specifita). Ackoli byla séra zNew Yorku
z endemického regionu na Anaplasma
Phagocytophilum, byl nalezen u 14 séropozitivnich psu
(8,8%) pribuzny organismus.

REFERENCE

1. Dumler, J. S., K. M. Asanovich, J. S. Bakken, P.
Richter, R. Kimsey, and J. E. Madigan. 1995.
Serologic cross-reactions among Ehrlichia equi,
Ehrlichia phagocytophila, and human granulocytic
Ehrlichia. J. Clin. Microbiol. 33:1098-1103.

2. 1Jdo, J. W., Y. Zhang, E. Hodzic, L. A. Magnarelli,
M. L. Wilson, S. R. Telford Ill, S. W. Barthold, and
E. Fikrig. 1997. The early humoral response in
human granulocytic ehrlichiosis. J. Infect. Dis.
176:687-692.

3. Magnarelli, L. A., J. W. IJdo, J. S. Dumler, R.
Heimer, and E. Fikrig. 1998. Reactivity of human
sera to different strains of granulocytic ehrlichiosis
in immunodiagnostic assays. J. Infect. Dis.
178:1835-1838.

4. Walls, J. L., M. Aguero-Rosenfeld, J. S. Bakken, J.
L. Goodman, D. Hossain, R. C. Johnson, and J. S.
Dumler. 1999. Inter- and intralaboratory
comparison of Ehrlichia equi and human
granulocytic ehrlichiosis (HGE) agent strains for
serodiagnosis of HGE by the immunofluorescent-
antibody test. J. Clin. Microbiol. 37:2968-2973.

5. Ristic, M., D.L. Huxsoll, Weisiger, R.M.,
Hildebrandt, P.K., and Nyindo, M.B.A. 1972.
Serological Diagnosis of tropical Canine
Pancytopenia by Indirect Immunofluorescence.
Infect. Immun. 6:226-231.

6. McBride, J.W., Corstvet, R.E., Gaunt, S.D.,
Boudreaux, C, Guedry, T, and Walker, D.H. 2003.
Kinetics of Antibody Response to Ehrlichia
chaffeensis Immunoreactive proteins. Infect.
Immun. 71:2516-2524.

7. Ohashi, N., Unver, A., Zhi, N., and Rikihisa, Y.
1998. Cloning and Characterization of Multigenes
Encoding the Immunodominant 30-Kilodalton

Anaplasma phagocytophilum / Ehrlichia chafféen



LABOSERYV s.r.0., Hudcova 532/78b, 612 00 Brno

Major outer membrane Proteins of Ehrlichia canis
and Application to the Recombinant Protein for
Serodiagnosis. J. Clin. Microbiol. 36:2671-2680.

8. Unver, A., Rikihisa, Y., Ohashi, N., Cullman, L.,
Buller, R., and Storch, G.A. Western and Dot
Blotting Analyses of Ehrlichia chaffeensis Indirect
Fluorescent-Antibody Assay-Positive and -
Negative Human Sera by Using native and
Recombinant E. chaffeensis and E. canis
Antigens. J. Clin. Microbiol. 37:3888-3895.

9. Breitschwerdt, E.B., Hegarty, B.C. and Hancock,
S.1. 1998. Sequential Evaluation of Dogs Naturally
Infected with Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia ewingii, or Bartonella vinsonii. J. Clin.
Microbiol. 36:2645-2651.

Original 7/1995
Current Version D (7/2008)

Kontakty na dodavatele:

LABOSERYV s.r.0.

Hudcova 532/78 b, 612 00 Brno
Ceska republika

T: + 420 541 243 113
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M: + 420 737 245 070

email: objednavky@laboserv.cz ,
laboserv@laboserv.cz,
http://www.laboserv.cz
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