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SYPH IgG

Sada pro enzymatickou imunoanalyzu pro
kvantitativni stanoveni protilatek 1gG proti
Treponema pallidum neboli Syph IgG

- Pouze pro diagnostiku “in vitro” -

96 test Kod. SIG.CE

A. UVOD

Syfilis choroba penosna pohlavnim stykemigmbena
bakterii Treponema pallidum, jez fatdo celeds
Spirochaetaceae. Treponema pallidum je
gramnegativni a je povazovana za stidk&maerobni.
Vykazuje  charakteristickou mobilitu pomoci
periplasmického Biku (flagely). Cytoplasma je
chrartna stnou buiky a  cytoplazmatickou
membranou. Syfilis je slozité, akutni, chronické,
infekéni onemoc#ni s fiznymi klinickymi projevy,
které zavisi na stadiu infekce a individualni reakc
Doba inkubace se pohybuje mezi 10 dny a &ini

a protilatky se obvykle detekuji po 2 az 4 tydnech
primarni léze.

Pro imunologickou detekci infekce bakterii Trepomaem
pallidum bylo jiz vyvinuto mnoho test (VDRL,
TPHA, RPR), které se dodnes v diagnostickych
laboratdich pouzivaiji.

V posledni dob byla na vySé&bvani v krevnich
bankéach a na odtenich infeknich nemoci aplikovana
technologie ELISA, kterd umagije klinickym Iéka&im
vyuzivat automatické analytické nastroje a zaznamy
pro optickéstenti.

B. PRINCIP ROZBORU

Mikrotitraéni desttky jsou pokryty purifikovanymi
syntetickymi antigeny Treponema pallidum.

Pevna faze se n&gd oSeti ziednym vzorkem,

a pokud v 8m jsou giitomny protilatky IgG, zachyti je.
Po promyti se specificky navazané protilatky defieku
pomoci protilatky proti IgG, sikhreagujici s lidskymi
antigeny, ktera je oztana peroxidazou (HRP).

Prida se roztok substratu a chromogenu a intenzita
zabarveni vyvolana navazanym enzymem jémp
amérna mnozstvi protilatek IgG anti-T. pallidum ve
vzorku. Vysledky se vyhodnocuji pomoci
vypotitaného koeficientu, kterym se odliSi negativni
vysledky od pozitivnich.

C. PODMINKY TESTU A POZNAMKY

1. VSechnacdinidla obsazena v této sagsou utena
pouze pro pouzitiipdiagnostice “in vitro”.

2. Sadu ani slateniny nepouzivejte po vyprSeni doby
platnosti uvedené na nalepkach. Nemichejte latky
z riznych sad mezi sebou.

3. Mate-li dostat spolehlivé vysledky i Kklinické
interpretace, je nutné prowidvSechny procesy velmi
peslive.

4. Pred z&atkem test ponechejte vSechny sléeniny
pii pokojové teplat po dobu alespp60 minut.
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5. Zabraite kontaminaci reageintpti jejich vyjimani

z ampuli. Doportujeme pouzivat automatické pipety
a Sptky na jednorazové pouziti. Abyste se vyhnuli
vzajemné kontaminaci, ifp davkovani reagefit se
nedotykejte hroty pipet mikrotittaich destiek.

6. Pro omyvani pouzivejte pouze promyvaci roztok
dodavany jako sast sady a plivé dodrzujte
vSechny pokyny uvedené v kapitole “POKYNY PRO
PROMYVANI” tohoto piibalového letaku.

7. Postarejte se o to, aby se &m substratu

a chromogenu nedostala do kontaktu s axidai
¢inidly nebo kovovymi povrchy. hem inkubace nebo
piipravy reagentu zahtte osviceni chemikalii
prudkym s¥tlem. Pro pipravu smisi substratu

a chromogenu pro analyzu pouzivejte potiz&é nebo
sterilni plastové nadoby na jedno pouziti.

8. Se vzorky a materialy potencidlninfekénimi se
musi nakladat opaténneba@ mohou penaset infekci.
VSechny pednety, které isly do kontaktu se vzorky,

a se zbytky po rozboru musi byt deety 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
muizete pouzit pro likvidaci tekutého odpadu poté, co
byl neutralizovan hydroxidem sodnym (NaOH).

9. Vyhnéte se jakémukoli kontaktu kapalin s pokozkou
nebo sliznici. V souladu s bezp@stnimi gedpisy,
pouzivejte vzdy ochranné rukavice, bryle a labardto
plag.

D. OBSAH SOUPRAVY

a — Mikrotitra éni destitka s prouzky 1ks

12x8 prouzk pokrytych syntetickym antigenem T.
Pallidum. Destika je zabalena v zatavenémcdclaa

s vysouSedlem. f#d pouzitim ji ponechejte fip
pokojové teplat, abyste zabranili kondenzaci vihkosti
v s&ku.

b — Enzymaticky konjugat (tracer) 1 ampule 00,8 ml
Proteinovy pufr obsahujici specifickou protilatkntia
higG zn&ena HRP, 20x koncentrovany. Jako
konzervani prisady obsahuje proteinové stabilizatory,
0,2 mg/ml sulfatu gentamicinu a 0,3% Kathonu GC.

¢ - Redici roztok konjugétu 1 ampule 0 16 ml
Proteinovy pufr pro n@dni koncetrovaného
konjugétu. Jako konzeryai prisadu obsahuje 0,2
mg/ml sulfatu gentamicinu a 0,1% Kathon GC.

d — Promyvaci roztok 1 ampule o 60 ml

20x koncentrovany roztok fosfatového pufedi se
az 1200 ml deionizované vody. Jako konzémva
piisadu obsahuje Tween 20 a Kathon GC.

Pokud tento Eediny roztok skladujete ip teplog 2-
8°c, bude stabilni minimaéneden tyden.

e — Chromogen (SOLN TMB) 1 ampule o 8 ml

Tento roztok obsahuje tetramethylbenzidin (TMB)
s aktivatory  a stabilizatory rozpaagymi ve
fosfat/citratovém pufru.

Pozor. Skladujte v temnu.

f - Substrat (SOLN H202) 1 ampule 8ml
Roztok obsahuje stabilizovany peroxid
rozpusny ve fosfat/citratovém pufru.

g — Stop roztok 1 ks ampule 16 ml

vodiku
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Obsahuje roztok 0,3 molarni kyseliny sirové.

Pozor: Drazdiva latka! (Xi. R36/38 S2,26,30)

h —Redici roztok (DILSPE) 2 ampule po 60 ml
Proteinovy roztok proiedini vzorki. Obsahuje
detergent, proteinové stabilizatory, 0,1% azid sodn
a 3% Kathon GC jako konzerri prisady.

g - Sada standard 6 ampuli po 2 ml
Standardy k fimému  pouziti, kalibrované
v absolutnich jednotkach, o nasledujicich
koncentracich:

0-80-160-320-640-1280 Uarb/ml

h — Plastova folie 2ks

Prihlednd wka 2z plastu, uena pro zakryti
mikrotitraénich destiek @i inkubaci @i teplog +37°C.

Poznamka: VeSkeré materidly vyteaé z lidského séra byly
otestovany jako negativni na protilatky HbsAg, HCGY HIV
testovacimi sadami schvalenymi institutem FDA. Bazi a cut-off
kontroly byly inaktivovany na HCV. i@sto vSak stimto
komponentem zachézejte jako s poten¢i&ifekénim materialem.

E. SKLADOVANI A STABILITA

1. Souprava musi byt skladovan# peplog 2-8°C,

a musi byt pouzitaipd vyprSenim doby exspirace
uvedené na obalu.

2. Nepouzité prouzky musi byt vraceny doclaa
s vysouSedlem a pe¥mzaveny lepici paskou nez
budou uloZeny i teplot 2-8°C.

3. Poprvnim otekeni séku jsou prouzky stabilni,
dokud se vysouSedlo nezbarizow.

4. Zreddny promyvaci roztok je stabilniigeplot 2-
8°C po dobu jednoho tydne.

5. Smeés chromogenu a substratu je stabilni 4 hodiny
pii pokojové teplat v temnu.

6. Zredkny konjugat je stabilni 1 tydeniip2-8°C,
pokud je skladovan ve sterilni nadoha jedno
pouziti.

7. VSechny ostatni kapalné reagenty jsou stabiiini p
teplotach 2-8 °C, pokud se s nimi zachazi tak, aby
nedoslo ke kontaminaci.

F. NEDODAVANE MATERIALY

1. Mikropipety 10, 100 a 100ql.

2. Vortex a savé papiry.

3. Deionizovana voda.

4. Stopky.

5. ELISA reader s alesfio2 OD s filtry 450 nm a
620-630 nm.

6. Inkubator a pisluSenstvi pro teplotu +37°C.
7. Automatickd promywvéka mikrotitranich destiek
nebo réni zdaizeni schopné davat 30Qul
a odsavat.
G. VZORKY
Pro analyzu je mozno pouzit duerstvé sérum nebo
plazmu.

Pokud se nepouziji okamg&it mohou byt vzorky
skladovany fi teplog 2-8°C po dobu 1 tydne.
V ptipact delSiho skladovani, je zmrazte na teplotu
-30°C.

Vzorky musi bytcisté, a nesmi byt kontaminované
zadnymi mikroorganismy. Nezmrazujte
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a nerozmrazujte vzorky vice nez jednou, protoze IgM
by se mohly znriit.

Pokud je to nutné, odstie zneiStujici castice

v centrifuze pi 2 000 g x 20 min § pokojové teplat,
nebo filtraci pes filtr o hustat 0,22.

Vysoce lipemické, ikterické nebo hemolyzované
vzorky by nerdly byt pouzity, protoze mohou dat
chybné vysledky.

H. PRIPRAVA REAGENT U

a — Promyvaci roztok: Tento koncentrovany roztok
musi byt gied pouzitim dvacetindsobmoz'ecén vodou
vhodnou pro analyzu ELISA.

b - Konjugéat: RoZedte koncentrovany konjugat 1:20
fedicim roztokem pro konjugat. Jegnpromichejte na
vortexu. Ripravte jen mnoZzstvi nutné k testu.

c- Chromogen/Substrat: asi 5 minut pe pouzitim
pripravte tuto reagencii v plastové nadoba jedno
pouziti smichanim jednoho objemu Chromogenu s 1
objemem Substratu. fipravte jen mnozstvi nutné k
provedeni testu.

. POKYNY PRO PROMYVANI

Chcete-li ziskat spravna agsna analyticka data, je
dulezité dodrzovat spravny postup promyvani. Proto
doporkujeme  pouzivat dobrou  promyal
mikrotitratnich ~ destiek  ELISA, udrZzovanou
v perfektnim stavu.

Obecr plati, Zze mate-li mit jistotu, Zze neobdrzite
faleSné pozitivni reakce, a ze ziskate kvalitnilamhk
pro dalSi préaci, posta 4 az 5 cisticich cyki
0 300pl/jamku.

Presto doporéujeme promyvaci systém kalibrovat
pomoci jeho kalibrovaci sady tak, aby msplal
piislusné uvedené parametry.

V pfipadd  manudlniho ¢iSténi navrhujeme provéd

5 cykli s pouzitim 300pl/jamku a odséat kapalinu
pétkrét.

V kazdém pipad plati, ze tato kapalina odsata
z prouzKi, smi byt nalezitym zjsobem zlikvidovana
jako odpad teprve poté, co byla dsed roztokem
chlornanu sodného s kafru koncentraci 2,5 % po
dobu 24 hodin.

J. PRACOVNI SCHEMA

Diilezité poznamky:

Alespai jednu hodinu fed pouzitim peneste vSechny
komponenty sady do prdstli s pokojovou teplotou
apelivé promichejte vSechny kapalné reagenty
ve vortexu.

Nemichejte reagenty &iznych vyrobnich Sarzi.
Doporuwiujeme davkovat kalibratory duplikov&an
Davkovani a doba inkubace musi byt pro vSechny
jamky stejné. Vyhéte se delSim igstavkam meazi
jednotlivymi kroky.

Doportiuje se odstranitipbytek promyvaciho roztoku
jemnym odsatim na podloZce ze savého papiru.
Barva, kterou vzorek ziskafipinkubaci, je ve tr&
stabilni maximélda po dobu jedné hodiny.
Doporwujeme zmdtit mikrotitrani  destéku  pri
450 nm §teci filtr) a slepy test (blank)p620 630 nm.
Jamku Al pouzijte jako BLANK.
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1 - Jamku Al ponechejte pro slepy test (blank).
Rozedte vzorky v poniru 1:101 pomocifediciho
roztoku (10ul vzorku + 1 00Qul fediciho roztoku).
Nefed'te standardy, protoZze jsou jiz teeény predem
ajsou pipraveny k pimému pouziti. Dopokiujeme
rozcklit standardy a vzorky do jamek podle nasledujici
tabulky:

Al1+B1 slepé vzorky

C1+D1 100ul standard 1
E1+F1 10Qul standard 2
G1+H1 100ul standard 3
A2+B2 100pl standard 4
C2+D2 100ul standard 5
E2+F2 10Qul standard 6
G2...H12 100ul vzorky

Mikrotitracni destéku prikryjte vickem a inkubujte
+37°C po dobu 60 minut.

2 - Sejntte kryt a promyjte mikrotitréni destéku
podle instrukci. V meZase pipravte konjugat
rozireddnim 1:20 viz vyse.

3 — Fidejte 100ul enzymatického konjugatu do vSech
jamek, krom¥ jamky Al. Zakrytou mikrotitréni
destEku inkubujte po dob&0 min pFi +37°C.

4 — Sejngte kryt a promyjte mikrotitréni desttku
podle instrukci. V megase pipravte smds
Chromogen/Substrat viz vyse.

5 — Pidejte 100yl smési chromogenu a substratu
do vSech jamek aetrg Al. Inkubujte mikrotitréni
desttku po dobu 20 min pfi pokojové teplote.
Chraite destiku pred s¥tlem.

6 — Zastavte enzymatickou reakdiganim 100ul stop
roztoku do vSech jamelkcgtn jamky Al.

Zmette mikrotitraéni destéku readerem ELISAip 450
nm a 620-630 nm, jamku Al pouZijte jako BLANK.

M. PLATNOST ANALYZY
Test je povazovan za platny, pokud:

1. Hodnota OD450nm jamky Al pro slepy test
je mensi nez 0,100.

2. Po odeteni blanku, je p hustot filtru OD450nm
pramérnd hodnota Standardu O Uarb/ml menSi nez
0,200.

3. Pii hustot filtru OD450nm je pimérnd hodnota
Standardu 80 Uarb/mkt&i nez hodnota natfena
pro 0 Uarb/ml.

4. P¥i hustot filtru OD450nm je piimérna hodnota
Standardu 1280 Uarb/ml vySsi nez 1 000.

V piipack, Ze vySe uvedend data neodpovidaji
spravnym hodnotam, zkontrolujteigal opakovanim
testu datum exspirace pouzité sady, tumdst nastraj
pouzitych pro préci ifp testu, a postup roztbvani
reageni a vzorki do jamek.
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N. VYPOCET VYSLEDK U

Pokud se ukaze, Ze test je platny, vyneste standard
kiivku pomoci nalezitého systému, a o
koncentraci vzork na Kivce.

Hodnotu 80 Uarb/ml Ize pouzit jako hrami hodnotu
pro rozliSeni mezi 1gG negativni a 1gG pozitivni
populaci.

POZNAMKA: Absolutni jednotky jsou kalibrovany
pomoci referetni sady (Fujrebo), ktera je zaloZzena na
hemoaglutinaci. Hodnota 80 Uarb/ml u této analyzy
zhruba koresponduje s titrem 1 : 80.

Priklad standardni kiivky

0 Uarb/ml 0,050 OD 450 nm
80 Uarb/ml 0,306 OD 450 nm
160 Uarb/ml 0,537 OD 450 nm
320 Uarb/ml 1,068 OD 450 nm
640 Uarb/ml 1,741 OD 450 nm
1280 Uarb/ml 2,802 OD 450 nm

O. PARAMETRY TESTU

CITLIVOST : Citlivost testu byla stanovena pomoci
panelu serokonverznich a pozitivnich  vZork

porovnanim s vysledky soupravy schvalené FDA.
Tento test vykazuje citlivost vySSi nez 98 %.

PRESNOST:  Citlivost testu byla stanovena pomoci
panelu negativnich a pozitivnich vzérkySetenych
pomoci sady schvalené FDA. Tento test vykazuje
citlivost vySSi nez 98 % pro plazmu a pro sérum.

REPRODUKOVATELNOST : Reprodukovatelnost
byla stanovena pomoci negativnich a pozitivnich
kontrol opakova& testovanych v @zné dny. V
zavislosti na hodnét OD450nm byly obdrzeny
kontrolni hodnoty mezi 4 — 12 %.
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