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Helicobacter pylori

CagA-Ag IgG

ELISA souprava pro kvantitativni stanoveni
protilatek 1IgG Helicobacter pylori CagA-Ag

- Pouze pro diagnostiku “in vitro” —

96 testi Kad. CAGG.CE

A. UVOD

Helicobacter pylori (Hp) je gramnegativni bakterie,
poprvé izolovana ze Zalutle sliznice v roce 1983
Marshallem a Warrenem. Bylo zji&ib, Ze H. pylori je
zodpowdna za vtSinu pipadi poskozeni zaludai
sliznice a hraje roli ¥ vyvoji onemocgni Zaludku
vedoucim k nadorovym onemocnenim.

V posledni dob se objevily virulentni kmeny, které
produkuji  cytotoxin  tvéeny mononomery 0
molekularni hmotnosti 87 kDa, &gobujici vakuolizaci
epitelidlnich budk (VacA toxin) a &zké poskozeni
Zaludeni sliznice. Byl zaznamenan také vyskyt
proteinu provazejiciho VacA, ktery je produkovan v
kmenech nesoucicichfipuzny gen, a ktery vykazuje
molekularni hmotnost 128 kDa.

Tento protein, pojmenovany CagA-Ag je imunogenni
a stimuluje &lo pacienta k produkci specifickych
protilatek, jejichz pitomnost nize mit vztah k vysoce
virulentni infekci.

B. PRINCIP TESTU

Test je pouzivan k detekci IgG protilatek anti-CagA
Ag, které maji vztah kijftomnosti virulentnich kmeh
Helicobacter pylori v organismu.

Stny jamek mikrotitréni desttky jsou pokryty
syntetickymi CagA antigeny,éhem prvni inkubace se
na této pevné fazi zachyti protilatky CagA-Ag 1gG,
pokud jsou v testovaném vzorkiitomny.

Po vymyti zbylych slozek vzorku, sesHem druhé
inkubace detekuje navazana protilatka anti-CagA 1gG
pridanim anti-hlgG, zngena peroxidazou (HRP).

Enzym zachyceny na pevné fazispbici na sis
substrat/chromogenu tak generuje opticky signa&irykt

je piimo angrny mnozstvi protilatek anti-CagA-Ag
IgG obsazenych ve vzorku.

IgG ve vzorku je kvantifikovano pomoci sady stadard
které jsou kalibrované v absolutnich jednotkach na
mililitr (Uarb/ml), neba’ zatim neexistuje zadna
mezinarodni norma na jejich kalibraci.

C. PODMINKY TESTU A POZNAMKY

1. VSechnadinidla obsaZzena vtéto soupéaysou
uréena pouze pro “in vitro” diagnostiku.

2. Soupravu ani jeji komponenty nepouzivejte po
vyprseni
Nemichejte komponenty #znych sad mezi sebou.

3. Mate-li dostat spolehlivé vysledky pro klinickou
interpretaci, je nutné provéidvSechny procesy phvé.

4. Pred z&atkem test ponechejte alespo60 minut
vSechny komponentyfppokojové teplat.
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doby exspirace uvedené na nalepkach.

5. Zabraite vzajemné kontaminaci reagencii.
Pouzivejte automatické pipety s jednorazovymi
Spickami. Nedotykejte se Sfkami pipet stn jamek
mikrotitraénich destiek.

6. K promyvani pouzivejte promyvaci roztok dodavany
jako sowdst soupravy a ghvé dodrzujte pokyny
uvedené v kapitole “l. POKYNY K PROMYVANI”
tohoto gibalového letaku.

7. Zabezpéte, aby se s#s substrat/chromogenu
nedostala do kontaktu s oxigdmi ¢inidly nebo
kovovymi povrchy. Bhem inkubace affpravy snési
zabraite osviceni chemikdlii prudkym &em. Pro
piipravu smisi substrat/chromogenu pouZzivejte pouze
¢isté nebo sterilni plastové nadoby na jedno pauziti

8. Se vzorky a ostatnimi materialy zachazejte jako s
potencialg infekénimi, neb@ mohou penaset infekci.
VSechny pedntty, které giSly do kontaktu se vzorky,

a se zhbytky po rozboru musi byt deely nebo
zlikvidovany jako potenciath infekéni. Nejlepsi
zpisob inaktivace je oSemi v autoklavu P teplog
121°C po dobu 30 minut, nebo 2,5% roztokem
chlornanu sodného po dobu 24 hodin. Tuto metodu
mizete pouzit pro likvidaci tekutého odpadu poté, co
byl neutralizovan hydroxidem sodnym (NaOH).

9. Vyhréte se jakémukoli kontaktu reagencii s
pokoZkou nebo sliznici. V souladu s beapastnimi
laboratornimi  pedpisy, pouzivejte vzdy ochranné
rukavice, bryle a ochranny laboratorni plas

D. SLOZENI SOUPRAVY
a — Stripova mikrotitra éni destitka 1ks
Dvanéact 8-jamkovych strip pokrytych syntetickym
antigenem CagA. Degka je v zataveném &au
s vysouSedlem. id pouzitim ji ponechejte ip
pokojové teplat, zabranite kondenzaci vlhkosti
v s&Ku.
b — Enzymaticky konjugat (CONJ 20X)

1 ampule 0 0,8ml
Proteinovy pufr obsahujici specifickou protilatkatia
higG zn&enou HRP. Roztok je fjpraveny k
okamZzitému pouziti. Jako konzervans obsahuje
proteinové stabilizatory, 0,2 mg/ml sulfatu genteimi
a 0,1% Kathonu GC.
¢ —Redici roztok konjugatu (CONJ DIL)

1 ampule o 16ml
Proteinovy pufr praedini koncentratu konjugatu. Jako
konzervans obsahuje 0,2 mg/ml sulfatu gentamicinu a
0,1% Kathonu GC.
d — Promyvaci roztok (WASHBUF 20X)

1 ampule 0 60 ml
20x koncentrovany roztok fosfatového pufRedi se
deionizovanou vodou na 1200 ml. Jako konzervans
Tween 20 a Kathon GC.
e — Chromogen (SOLN TMB) 1 ampule 0 8 ml
Roztok tetramethylbenzidinu (TMB) s aktivatory
a stabilizatory rozpusty ve fosfat/citratovém pufru.
Pozor. Skladujte v temnu.
f — Substrat (SOLN H202)
Stabilizovany  roztok
fosfat/citratovém pufru.
g — Stop roztok(H2S04 0,3M) 1 ampule 0 15 ml
Obsahuje roztok 0,3 molarni kyseliny sirové.
Pozor: Drazdiva latka! (Xi. R36/38 S2,26,30)

1 ampule 0 8 ml

peroxidu  vodiku ve
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h —Redici roztok (DILSPE) 2 ampule po 60 ml
Proteinovy roztok proiedini vzorki. Obsahuje
detergent, proteinové stabilizatory, 0,1% azid sodn
a 0,1% Kathon GC jako konzewrd prisady.

g — Sada standard (CALL1...6) 6 ampuli po 2 ml
sada roztok kalibrovanych v absolutnich jednotkach
na mililitr. Pfipravené pro okamzité pouZziti.
Koncentrace: 0-5-10-20-50-100 Uarb/ml

h — Plastova folie 2ks
Prihledné folie, utena pro zakryti mikrotitiaich
desttek pi inkubaci i teplot +37°C.

Poznamka: VeSkeré materidly vyteaé z lidského séra byly
otestovany jako negativni na protilatky HbsAg, HCGY HIV
testovacimi sadami schvalenymi institutem FDA.

E. SKLADOVANI A STABILITA

1. Souprava musi byt skladovan# peplot 2-8°C,
a musi byt pouzitaipd vyprSenim doby exspirace
uvedené na obalu.

2. Nepouzité stripy musi byt vraceny do ¢ka
s vysouSedlem a pe¥nuzaveny lepici paskou
diive, nez budou ulozeny fip teplog 2-8°C.
Po prvnim otekeni s&ku jsou stripy pouzitelné,
pokud vysousedlo neni zabarvefaa.

3. Zreddny promyvaci roztok je stabilni 1 tyderti p
teplot 2-8°C.

4. Smes chromogen/substratu jéi pokojové teplot
stabilni 4 hodiny, pokud neni vystavengthy.

5. Zredény konjugat neni stabilni. Nafte pouze
mnoZzstvi nutné k provedeni testu.

6. VSechny ostatni kapalné reagencie jsou stabiini p
teplotach 2-8 °C do exspirace, pokud se s nimi
zachazi tak, aby nedoslo k jejich kontaminaci.

F. NEDODAVANE POTREBY

1. Mikropipety 10, 100 a 100ql.

2. Vortex a savé papiry.

3. Deionizovana voda.

4. Minutky.

5. ELISA reader 2 OD, s filtry o optické hustot50
nm a 620-630 nm.

6. Inkubator a pisluSenstvi pro teplotu +37°C.

7. ELISA promyvaka nebo rtni zaizeni schopné
davat 30Qul a odsavat.

G. VZORKY

Pro analyzu je mozZno pouziterstvé sérum nebo
plazmu. Pokud se vzorky nevyi&gt okamzit, mohou
byt skladovany P teplo€ 2-8°C po dobu 1 tydne.
V piipact delSiho skladovani je uchovavejté 80°C.
Nezmrazujte vzorky opakovanprotoZze IgM by se
mohl zngit. Vzorky musi byt ¢iré a nesmi byt
kontaminované mikroorganismy. Pokud je to nutné,
odstraite zn&iSt'ujici ¢astice v centrifuzeip2 000 g x
20 min @i pokojové teplad, nebo filtraci pes filtr 0,22
um. Vzorky lipemické, ikterické nebo hemolyzované
vzorky se nesg)i pouzivat, protoze mohou davat
chybné vysledky.
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H. PRIPRAVA REAGENCI

a — Promyvaci roztok: 60ml koncentratu figneste do
odmerné baiky a dopfite na 1200 ml deionizovanou
vodou.

b — Konjugét: koncentrat konjugatuiedte fedicim
roztokem indikatoru v posnu 1:20. Red pouzitim
roztok pelivé promichejte ve vortexu. ifpravte si
pouze mnozstvi nezbytné pro analyzu.

¢ — Chromogen/Substrat:tuto snés si @ipravte asi 5
minut ped pouzitim do plastové nadoby na jedno
pouziti. Smichejte 1 dil chromogenu s 1 dilem
substratu. Rpravte si pouze mnoZzstvi nezbytné k testu.

. POKYNY PRO PROMYVANI

Chcete-li ziskat spravna argsna analyticka data, je
dilezité dodrZzovat spravny postup promyvani.
Doporwujeme  pouzivat dobrou  promyiiai
mikrotitratnich destiek. Dopor@ujeme promyvaci
systém kalibrovat a tak udrzovat v perfektnim stav
Obecr plati, ze mate-li mit jistotu, Ze neobdrzite
faleSrg¢ pozitivni reakce, posta 4 az 5 promyvacich
cykli o objemu 30Qul/jamku.

V pfipad manualniho promyvéani navrhujeme prostad
vzdy 5 promyvacich cykls objemem 30@l/jamku.

V kazdé pipact plati, ze kapalina odséata ze sirigmi
byt nalezitym zfisobem zlikvidovana jako odpad
teprve poté, co byla ofeha roztokem chlornanu
sodného s kor@ou koncentraci 2,5 % po dobu 24
hodin.

J. PRACOVNI SCHEMA

Diilezité poznamky:

* Nechte vytemperovat vSechny komponenty
soupravy ha pokojovou teplotou, dheé
promichejte vSechny kapalné reagencie na vortexu.

* Nemichejte reagencie #zanych vyrobnich Sarzi.

« Doporwujeme davkovat kalibratory v duplikatu.

e Davkovani a doba inkubace musi byt pro vSechny
jamky desttky stejné. Vyhgte se delSim
prestavkam mezi jednotlivymi kroky.

» Predchazejte kontaminaci promyvacim roztokem
tim, ze stripy @ ru¢nim promyvani opatih
oklepnete na podlozku se savého papiru.

» Barva, kterou vzorek zisk&ipnkubaci, je ve tm
stabilni maximal& po dobu jedné hodiny.

» Doporuwujemecist desttku pii 450 nm §teci filtr)

a blankovat i 620-630 nm.
e Jamku Al pouzijte jako BLANK.

1 — Jamku Al ponechte prazdnou pr&@LANK .
Predied’te vzorky fedicim roztokem v poénu 1:101
(10 ul vzorku + 1 000yl fediciho roztoku). Pipetujte
100 pl prediedéného vzorku do jamek. Standardy
neged’te, jsou gipraveny k okamzitému pouziti.
Pipetovaci schéma:

Al slepy vzorek (BLANK)

B1+Cl1 100ul standard 1
D1+E1 100ul standard 2
F1+G1 10Qul standard 3
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H1+A2 100ul standard 4
B2+C2 100ul standard 5
D2+E2 100ul standard 6
F2...H12 100ul vzorky

Mikrotitraéni desttku prikryjte folii, a inkubujte pi
+37°C po dobu 60 minut.

2 — Sejngte folii a promyjte mikrotitréni desttku dle
pokyni k promyvani (kap. 1). V me&se si néed'te
kojnugat podle pokyinv kap. H. Riprava reagencii.

3 — Fidejte 100 pl ziedéného konjugatu do vSech
jamek krong¢ jamky Al. Zakrytou mikrotitréni
desttku inkubujte60 min p¥i +37°C.

4 — Sejngte folii a promyjte mikrotitrani destéku dle
pokyni k promyvani (kap. I).
Pripravte si smis chromogen/substratu.

5 — Hidejte 100 pl smési chromogenu/substratu
do vSech jamek detrt Al. Inkubujte mikrotitr&ni
desttku 20 min pfi pokojové teplot®. Chraite
desttku pred s¥tlem.

6 — Zastavte enzymatickou reakéiganim100 pl stop
roztoku do vSech jamekdetrs jamky Al.
Zmgeite destiku ELISA readerem pri 450 nma 620-
630 nm, jamku Al pouzijte jako BLANK.

M. PLATNOST ANALYZY

Test je povazovan za platny, pokud:

1. Hodnota OD450nm jamky Al BLANKu je mensi
nez 0,100.

2. Po odeéteni BLANKu je pimérna hodnota
standardu 0 Uarb/ml mensi nez 0,200.

3. Praimérna hodnota standardu 100 Uarb/ml @S
nez 1,000.

4. Primérna hodnota Standardu 5 Uarb/ml je vysSi
nez hodnota pro 0 Uarb/ml

V pfipad, Ze Vami ziskana data neodpovidaji
spravnym hodnotam (vySe uvedenym), zkontrolujte
pied opakovanim testu datum exspirace pouzité sady,
funkénost nastraj pouzitych pro praci ip testu, a
postup pipetovani reagencii a vzindo jamek.

N. VYPOCET VYSLEDK U

Pokud je test platny, vytite kalibra&ni kiivku pomoci
VaSeho systému a oftéte z ni koncentrace vzark
Hodnotu 5 Uarb/ml Ize pouzit jako hr&ni hodnotu
pro rozliSeni mezi 1gG negativni a IgG pozitivni
populaci. Rozmezi 0 a 5 Uarb/ml povaZzujte za Sedou
z6nu. Vzorky vykazujici vySsi hodnoty nez 10 Uarb/m
se povazuji za pozitivni na anti-CagA 1gG. Jejich
piitomnost s¥déi o aktivni infekci (VacA pozitivni)
patogennim kmenem Helicobacter Pylori.

Priklad standardni kiivky

0 Uarb/ml 0,050 OD 450 nm
5 Uarb/ml 0,300 OD 450 nm
10 Uarb/ml 0,550 OD 450 nm
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20 Uarb/ml 1,000 OD 450 nm
50 Uarb/ml 2,100 OD 450 nm
100 Uarb/ml 2,800 OD 450 nm

O. PARAMETRY TESTU

CITLIVOST : Citlivost testu byla stanovena na
panelu serokonverznich a pozitivnich vaorka
porovnanim s vysledky soupravy schvalené FDA.

Tento test vykazuje citlivost vy$Si nez 98 %.
PRESNOST  specifita testu byla stanovena na
panelu negativnich a pozitivnich vzérkySetenych
soupravou schvalenou FDA. Tento test vykazuje
specifitu vy$Si nez 98 % pro plazmu a pro sérum.
REPRODUKOVATELNOST : Reprodukovatelnost
byla stanovena pomoci negativnich a pozitivnich
kontrol opakova# testovanych v zné dny. Byly
obdrzeny kontrolni hodnoty mezi 4 — 12 %.
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