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Navod k pouziti

Souprava pro imunofluorescerni
detekci
IgM protilatek proti Anaplasma
Phagocytophilum/Ehrlichia chaffeensis

Katalogove Cislo: E21M-120
Velikost: 120 testU
Uchovavani: 2-8<T

Tato souprava je urCena pro detekci a
semikvantifikaci IgM protilatek proti
Anaplasma phagocytophilum a
Ehrlichia chaffeensis pomoci
nepfimé imunofluorescence.

Pouze pro in-vitro diagnostiku
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ZAMYSLENE POUZITI

Anaplasma phagocytophilum a Ehrlichia
chaffeensis IFA IgM souprava je uréena pro
detekci a semikvantifikaci IgM tfidy lidskych
protilatek proti Anaplasma phagocytophilum
a Ehrlichia chaffeensis pomoci mikro-
imunofluorescenéni analyzy.

SHRNUTI A VYSVETLENIi TESTU

Ehrlichia chaffeensis i Anaplasma
phagocytophilum jsou kliStaty prenaSené
lidské patogeny. IFA analyza vyuziva ¢astecné
purifikované elementarni téliska a moruly z
bunéénych kultur. Pro optimalni pfilnavost a
kontrastni pozadi jsou tyto antigeny rozptyleny
v matrici sonikovaného bunééného materialu.

Pacientska séra jsou pred¢isténa kvdli
odstranéni zdroje revmatoidniho faktoru a
nasledné nafedéna PBS pufrem. Potom jsou
inkubovéana v jednotlivych jamkéach sklicka, aby
mohly reagovat pacientské protilatky s
antigeny. Sklicka jsou poté promyta, kvali
odstranéni nezreagovanych proteind v séru, a
je pfidan znaceny anti-lidsky IgM konjugat.
Konjugat se necha reagovat s komplexem
antigen-protilatka. Nezreagovany konjugat se
pak vymyje. Vysledek reakce je zviditelnén
pouzitim standardniho fluorescenéniho
mikroskopu, kde pozitivni reakce vypada jako
ostfe ohrani¢ené zelené fluoreskujici inkluze
(moruly) a malé koky na pozadi cervené
bunééné matrix. Pfi prohlizeni sklicek z leva do
prava je vidét jako prvni Anaplasma
phagocytophilum. Vpravo od tohoto antigenu,
v kazdé jamce sklicka, je antigen Ebhrlichia
chaffeensis. Pozitivni reakce pfi
screeningovéem fedéni by méla byt znovu
otestovana pfi vy3Sim Fedéni, aby se urcilo
nejvysSi nebo koncové fedéni.

REAGENCIE

[IFA] Agx 12 |
skli €ka (10)
10 x 12 — jamkova sklicka obsahuji antigeny
Anaplasma  phagocytophilum  (vlevo) a
Ehrlichia chaffeensis (vpravo), oba antigeny
rozptylené na pozadi bunééné matrix. Sklicka
jsou fixovana a balena ve vakuu a pfipravena
k pouziti.

Substratova
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Anaplasma E. chaffeensis

F EX XXX X
I EXXX XX

IgM  konjugat,
2.5mL

Kapaci lahvi¢ka se Zlutym vrSkem obsahujici
afinitné purifikované osli anti-lidské protilatky
IgM (tézky fetézec) znacené fluoroforem
DyLight 488, s bovinnim sérovym albuminem a
Evansovou modfi jako kontrastnim barvivem.

15 mL

PBS obsahujici kozi anti-lidské 1gG, pfipraveno
k pouziti.

0.5 mL
Kapaci lahvicka s modrym vrSkem obsahujici
E. chaffeensis - reaktivni pfed¢isténé sérum ve
screeningovém fedéni 1:64, s koneénym titrem
1:512 (1:256-1:1024).

0.5mL
Kapaci lahvicka s modrym vrSkem obsahujici
A. phagocytophilum - reaktivni predcisténé
sérum ve screeningovém fedéni 164,
s kone¢nym titrem 1:512 (1:256-1:1024).

IgM Roztok na fedéni vzork 1,

EC Pozitivni kontrola,

AP Pozitivni kontrola,

[CONT] - | Negativni  kontrola,
0.5mL
Kapaci lahvi¢ka s ¢ervenym vrskem obsahujici

nereaktivni sérum ve screeningovém fedéni
1.64.

[wm] Montovaci medium,
1mL

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 promichejte.
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Upozorn éni

1. Protoze Zzadné testy nemohou zajistit
nepritomnost infekénich agens, mélo by byt
s kontrolami, stejné jako se viemi 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 sklicka jsou pfipravovana
s chemicky inaktivovanymi antigeny. Pfesto
povaZzujte sklicka za potencialné infekéni a
podle toho s nimi zachazejte.

Uchovéavéni a skladovéani

Souprava se musi uchovavat pfi 2-8 C. P fed
otevfenim vSechny komponenty nechejte
vytemperovat na pokojovou teplotu (20-25 ).

SBER VZORKU

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

POSTUP
Souprava obsahuje dostatek reagencii pro 120
jamek.

Pozadovany, ale nedodavany material

- destilovana nebo deionizovana voda

- Gisté 250 nebo 500 ml lahev na PBS

- testovaci zkumavky nebo mikrotitracni
desti¢ka na sérové fedéni

- pfesna pipeta

- 24x50 mm kryci sklicka

- fluorescencni mikroskop s filtrem pro FITC
(max. excitacni vinova délka 490 nm, stfedni
vyzafovaci vinova délka 530 nm), 400x
zvétseni

- 37 T vodni l4ze i nebo inkubétor

- vihk& komurka pro inkubovana sklicka

Bezpe €nostni opat Feni

- NepouzZivejte komponenty soupravy po datu
expirace.

- Konjugat je fotosenzitivni a je balen
v ochranném obalu. Uchovavejte ve tmé.
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- Konjugat obsahuje Evansovu modf, ktera
muaze byt karcinogenni. Vyvarujte se styku s
kazi.

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

PRIPRAVA VZORK U A REAGENCII

1. Pfiprava promyvaciho pufru pfidanim
obsahu balicku sPBS do 1 |litru

purifikované vody a ddkladnym
promichanim.

2. Priprava screeningového redéni
pacientskych  sér - pfipravenim

pocatecniho fedéni 1:16 v centrifugacnich
zkumavkéch, za pouziti roztoku na fedéni
vzork(. Promichejte a nechte minimélné 5
minut reagovat, potom centrifugujte pfi
vysoké rychlosti — kvali odstranéni
agregovanych IgG. Rozfedte 10 pL
supernatantu s 30 uL promivaciho pufru,
vysledné fedéni je pak 1:64.

PRACOVNI POSTUP

VSechny reagencie a séra nechejte p fed
vlastnim

testovanim vytemperovat na pokojovou
teplotu!

1. Prfipravte fedéni kazdé pozitivni
kontroly, které bude zahrnovat 1
fedéni nad kone¢nym titrem a 1 fedéni
pod timto titrem (tj. 1:256-1:1024).
Kontroly jsou balené v fedéni 1:64.

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

3. Umistéte sklicka do vihké komrky a
inkubujte 30 minut pfi 37 € £ 0,5 .

4. Vyjméte vihkou komarku z inkubatoru.
Pripravte si konjugéat. Promyjte sklicka
jemnym proudem PBS z promyvaci
lahve. Vytfepte zbytek PBS ze sklicek
a osuste. Opakujte tento postup 3x,
aniz by vam jamky vyschly.

5. Do kazdé jamky pfidejte 1 kapku (10 —
15 pL) konjugatu a potom dejte sklicka
zpét do vlhké komdarky a inkubujte 30
minut pfi 37 € = 0,5 TC. Inkubace by
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méla probihat potmé&, abyste ochranili
fotosenzitivni konjugat.

6. Promyjte sklicka podle bodu 4.

7. Pridejte 2-3 kapky montovaciho média
na kazdé sklicko a opatrné prikryjte
krycim sklem.

8. Odectéte  nabarvena  substratova
sklicka pfi 400 nasobném zvétSeni,
porovnejte kazdou jamku s intenzitou
zafeni pozitivni a negativni kontroly.
Sklicka mohou byt uchovavana pfi 2-8
C potm & po dobu 24 hodin.

KONTROLA KVALITY

Negativni kontrola a nafedéné pozitivni
kontroly by se meély vySetfovat kazdy den.
Negativni kontrola je pfiklad nereaktivniho
séra, které se vyznacuje jednotnym Eervenym
kontrastnim zbarvenim nebo jemnym, ale
uniformnim  zelenym  zbarvenim. Jamka
pozitivni kontroly by méla mit konec¢ny titr mezi
1:256 a 1:1024. Intenzita fluorescence pfi
fedéni 1:512 by méla byt pouzita jako cut-off
hodnota pro vzorky pacientl, ktefi jsou
pozitivni. Pokud Zadna z kontrol nereaguje tak
jak je popsano, 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,
kterd se odecte jako negativni vysledek.
Jestlize pozorujete zafeni i vtomto poli,
shodné se zarenim pozitivni kontroly, doSlo k
chybé v pracovnim postupu a celou analyzu je
tfeba zopakovat.

INTERPRETACE VYSLEDK U

Pozitivni reakce se jevi jako fluorescencni
castice na Cerveném pozadi matrix. Velikost,
vzhled a intenzita reakce musi byt vzdy
porovnana s pozitivni a negativni kontrolou.

Vzorky pacient 4

Negativni p fi Fedéni 1:64: Oznalte jako
negativni na prislusné protilatky. DalSi vzorky
séra by mély byt vySetfeny, jestlize byly
puvodni odebrany brzy po nastupu symptomu
a je stale podezfeni na ehrlichiézu.
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Pozitivni p fi fedéni 1:64 a vy3Sim: Sérové
titry 1:80-1:320 naznaduiji 1) titry pfed 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 vysSi
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
naznac¢uje nedavnou infekci zpusobenou
Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma
phagocytophilum nebo pfibuzného
mikroorganismu.

LIMITACE

Zkrizen4 reakce mezi Ehrlichia chaffeensis a
Ehrlichia canis a Ehrlichia ewingii u metody
IFA je rdzn4, od slabé az po silnou, a maze byt
rozliSena rdznymi alternativnimi metodami
napf. Western blotem.

SPECIFICKE VLASTNOSTI

Specifita Anaplasmy byla testovana na 95
sérech z neendemické oblasti. V3ech 95 sér
méli titry < 1:80. Bylo testovano také 12 sér
z narodni referenéni laboratofe. VSech 8
pozitivnich sér bylo detekovano stitry za 1
fedéni a 4 negativni séra byla 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 z New Yorku z endemického regionu
na Anaplasma Phagocytophilum, byl nalezen u
14 séropozitivnich pst (8,8%) pribuzny
organismus.
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Kontakty na dodavatele:

LABOSERYV s.r.o0.

Hudcova 532/78 b, 612 00 Brno

Ceska republika

T: + 420 541 243 113

F: + 420541 243 114

M: + 420 737 245 070
email: objednavky@laboserv.cz ,
laboserv@laboserv.cz,
http://lwww.laboserv.cz
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