NAVOD K POUZITi

Imunofluorescencni souprava (IFA)
pro stanoveni IgG protilatek proti
Rickettsiim

Katalogové Cislo: R2G-120
Kapacita: 120 testu

Skladovani: 2-8°C

Nepfima fluorescencni imunoanalyza pro
detekci a semikvantitativni  stanoveni
protilatek IgG tfidy proti Rickettsiim skupin
skvrnité horecCky a typhu v lidském krevnim
séru nebo plasmé.

Pouze pro in-vitro diagnostické pouZziti

g

FULLER LABORATORI ES

1135 E. Truslow Ave.
Fullerton, California 92831 USA
Phone: +1-714-525-7660 Fax +1-714-525-7614
Email:info@fullerlabs.com
Internet: www.fullerlabs.com

EC|REP

MediMark Europe Sarl
11, rue Emile Zola — BP 2332
F-38033 Grenoble Cedex 2 — France

POUZITi SOUPRAVY

Tato souprava je urcena pro soucasnou detekci a semi-
kvantifikaci IgG protilatek proti Rickettsiim skupin skvrnité
horecky a typhu a muze byt pouzita, jako pomoc pfi urceni
diagnozy infekce lidi zptisobenych témito patogeny.

SHRNUTI A PRINCIP TESTU

Rickettsie skupiny skvrnité horecky jsou rozsireny celosvétové
a jsou nepfimo pienaSeny klistaty a roztoci (RICKETTSIA
AKARI). Nakazy RICKETTSIA RICKETTSII byly nalezeny po
celé zapadni zemské polokouli. Onemocnéni RICKETTSIA
CONORII (boutoneuska horecka, stredomoiska horecka), jsou
spiSe nachazena ve Stredomoriské oblasti, Africe, Indii a velké
&asti Asie. Mnoho jingch druhtt RICKETTSII, pavodct skvrnité
horecky, je v§ak nalézano i mimo tyto oblasti.

RICKETTSIE skupiny zpusobujici typhus jsou pfenaseny
nakazenymi blechami a veSmi. Tato skupina zahrnuje
RICKETTSIA TYPHI (endemicky typhus) a RICKETTSIA
PROWAZEKII (epidemicky typhus), oba druhy jsou nalézany
celosvétové. Po nakaze organismu vznikaji jako reakce na
infekci specifické protilatky, které je mozno stanovit a pouzit
tak jako nepfimy dukaz identifikace infekce jedince.

IFA sklicka v této soupravé vyuzivaji preciSténé antigeny
RICKETTSIA RICKETTSII a RICKETTSIA TYPHI jako dva
samostané terciky substratu antigenu, navazané v kazdé
jamce sklicka. Vzorky krevniho séra od pacient jsou zfedény
1:64 v roztoku PBS pufru a inkubovany v jednotlivych
jamkach sklicka aby mohly reagovat pfipadné protilatky ze
sera s antigenem RICKETTSII. Sklicka jsou po inkubaci omyta
z duvodu odstranéni nenavazanych zbytka séra a pak je
pridan konjugat anti lidského IgG znaceny FITC, ktery se vaze
na dfive vytvofeny komplex antigen-protilatka. Po dalsi
inkubaci jsou sklicka opét omyta z duvodu odstranéni
nenavazaného konjugatu. Vysledek reakce je posuzovan na
standardnim fluorescenénim mikroskopu. Pozitivni reakce je
zobrazena jako malé ostfe ohranic¢ené fluoreskujici ty¢inky na
Cerveném pozadi matrice infikovanych bunék. Negativni
reakce je zobrazena jako pozadi cervenych bunék nebo
fluorescence vzdy rozdilného typu od fluorescence v kontrolni
jamce s pozitivni kontrolou. Pozitivni reakce mohou byt
nasledné retestovany ve vySSim fedéni pro stanoveni
nejvyssiho titru protilatky.

REAGENTY SOUPRAVY

mm substratova sklicka

10 x 12-jamkovych sklicek, obsahujicich 2 antigenni teréiky
fixované acetonem v kazdé jamce.

Rickettsiavickettsii ~ Ricketfsia typhi
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CONJ|FITC IgG konjugat, 2.5 ml
Kapaci lahvicka se zlutym vr§kem, obsahujici “ready to use”

roztok FITC-znacené kozi anti-lidské IgG (tézky fetezec),
bovinni sérovy albumin a Evansovu modf.
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CON pozitivni kontrola, 0.5 ml

pro skupinu R. skvrnité horecky
Kapaci lahvicka s modrym vr§kem obsahujici lidské sérum
pozitivné reagujici s Rickettsiemi skupiny skvrnité horecky, v
zakladnim fedéni 1:64. Endpoint titr je 1:512.
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T pozitivni kontrola, 0.5 ml

pro skupinu R.typhu
Kapaci lahvicka se zelenym vr§kem obsahujici lidské sérum
pozitivné reagujici s Rickettsiemi skupiny typhu, v zakladnim
fedéni 1:64. Endpoint titr je 1:512.

CONT] - | negativni kontrola, 0.5 ml

Lahvicka s cCervenym vrSkem obsahujici lidské sérum
nereagujici s Rickettsiemi v zakladnim fedéni 1:64.

£

mounting medium, 1 ml
apaci lahvicka s bilym vr§kem obsahujici 50% glycerol v
BS.

g =

mm PBS, prasek pro 1 litr

Pridejte obsah sacku do 1 litru redestilované vody, ziskate tak
1 liter PBS pufruo pH 7.2.

UPOZORNENI

Kontrolni séra byla sice vySetfena na pfitomnost infekénich
agens pomoci testovacich metod schvalenych FDA. Zadny
z testa ale 100% nezaruéi nepfitomnost infekénich agens,
proto se vSemi reagenciemi zachazejte v souladu se spravnou
laboratorni praxi.

Substratova skla jsou pripravovana s chemicky inaktivovanym
antigenem. Pfesto povazujte tato skla za potencialné infekéni
a podle toho s nimi zachazejte.

UCHOVAVANI A SKLADOVANI

Souprava musi byt uchovavana pfi 2-8 °C. Pfed otevienim
soupravy nechte vSechny komponenty vytemperovat na
laboratorni teplotu (20-25°C).

SBER VZORKU

Separujte sérum ze srazené krve centrifugaci a ulozte jej ve
sterilnich nadobkach pii 2-8 °C. Pokud testujete vzorky po
vice jak 5 dnech, zamrazte séra pfi -20 °C. Akutni séra by
meéla byt odebrana pfi nastupu onemocnéni, konvalescentni
séra pak v intervalech 2 a 4 tydny kvili kontrole zmény titru.

METODIKA

Dodavany material
Souprava obsahuje dostatek reagencii pro 120 stanoveni.

Potiebny ale nedodavany material

- destilovana nebo deionizovana voda

- ¢ista 1 1 lahev na PBS

- promyvaci lazen s drzakem sklicek

- testovaci zkumavky nebo mikrotitraéni desticka
pro fedéni séra

- presna pipeta 10 ul

- 24x50 mm kryci sklicka

- fluorescencni mikroskop s filtry (ex. 490nm, em.
530 nm) a zvétSenim 400x

- 37 °C vodni lazen nebo inkubator

- vlhka komturka pr inkubaci sklicek

Upozornéni

- V zadném pripadé nepouzivejte komponenty
soupravy po datu expirace.

- Konjugat je fotosenzitivni a je balen v ochranném
obalu. Uchovavejte jej proto ve tmé a vracejte jej
do tmy co nejdfive po pouziti.

- Tekuté komponenty soupravy obsahuji 0,01%
THIMEROSALU jako konzervans. NEPOZIVEJTE.

- Konjugat obsahuje Evansovu modf, ktera mutize
byt karcinogenni. Vyvarujte se styku s ktizi.

PRIPRAVA VZORKU A REAGENCIi

1. Piiprava promyvaciho pufru pridejte obsah PBS sacku
do 1 litru redestilované vody a peclivé promichejte.

2. Piiprava vzorku pfed analyzou nafedte vzorky 1:64
pouzitim promyvaciho pufru jako fedidla.

PRACOVNI POSTUP

1. Dvounasobnym fedénim si pfipravte serii pozitivnich
kontrol (fedi se promyvacim pufrem) zahrnujici 1 fedéni
nad a 2 fedéni pod koncovy titr (1:512). V§echny kontroly
v souprave jsou dodavany v zakladnim redéni 1:64.

Poznamka: ze zdkladniho fedéni pozitivni kontroly 1:64 (1) si

pfipravte sériové fedéni do 1:16 (4. 1:2, 1:4, 1:8, 1:16).

Dostanete tak koneénd fedéni 1:128, 1:256. 1:512 a 1:1024 pro

semikvantitativni stanoveni konecného titru IgG protildtek.

2. Pripravte pracovni fedéni vzorkl 1:64.
Poznamka: Pokud doSetiujete pozitivni séra z prechozich testit
pfipravte si jejich sériové fedéni v PBS, zacingjici titrem 1:64.

3. Od kazdého fedéni séra dejte 10 pl do jamky a zaznacte
si umisténi vzorku pro jeho pozdéjsi vyhodnoceni. Pro
kazdy béh stanoveni pouzijte fedéni pozitivni kontroly
piipravené podle bodu 1 a také negativni kontrolu.
Vzorky by mély byt aplikovany do horniho nebo dolniho
oblouku jamky, vyhnéte se davkovani do stfedni c¢asti
obsahujici mikroskvrny antigenu.

4. Umistéte sklicka do vlhké komurky a inkubujte 30 minut
pfi 37°+ 0.5°C.

5. Vyjmeéte vlhkou komurku z inkubatoru. Pripravte si
konjugat. Promyjte skla jemnym proudem PBS z
promyvaci lahve 3x. Dovolte roztoku PBS zustavat v
jamkach alespon 5 minut.

6. Vytfepnéte zbytky PBS z jamek a pokracujte okamzité
dalsim krokem. Nenechte jamky vyschnout..

7. Do kazdé jamky pridejte 1 kapku (10 pl) IgG konjugatu a
umistéte sklicka zpét do vlhké komurky. Inkubujte 30
minut pfi 37°+ 0.5°C. Inkubace musi probihat v temnu,
ochranite tak fotosenzitivni konjugat.

8. Promyjte skla jako v bodech 5 a 6.

9. Pridejte 2-3 kapky mouting média na kazdé sklo a
piiklopte je krycim sklickem.

10. Odectéte nabarvena substratova skla pfi 400 nasobném
zvétseni, porovnejte kazdou jamku s intenzitou zareni
pozitivni a negativni kontroly. Skla se mohou uchovavat
pfi 2-8°C a ve tmé po dobu 24 hodin.

KONTROLA KVALITY

Negativni kontrola a série fedéni pozitivni kontroly musi byt
zafazeny do kazdého béhu vySetfeni. Negativni kontrola je
piikladem pro nereaktivni séra (negativni vysledek), vyznacuje
se jednotnym cervenym zbarvenim kontrastnim barvivem
nebo jemnym ale uniformnim zelenym zbarvenim.

Jamka pozitivni kontroly by méla mit kone¢ny titr mezi 1:256
a 1:1024. Intenzita fluorescence pii fedéni 1:512 mutize byt
pouzita jako cut-off hranice pro vzorky pacientti, oznacené
jako pozitivni. Pokud néjaka z kontrol nereaguje tak jak je
popsano vyse, analyza by méla byt prohlasena za neplatnou,
reagencie a pracovni postup musi byt prekontrolovany a cela
analyza musi byt zopakovana.

INTERPRETACE VYSLEDKU

V pripadé pozitivni reakce jsou v zorném poli vidét jasné zarici
(nejméné na 1+) kratké zelené tyckovité utvary uvnitf
cytoplazmy 10-20% infikovanych bunék. Velikost, vzhled a
intenzita reakce kazdého pole musi byt vzdy porovnana
s reakci pozitivni a negativni kontroly.



Reakce jiného vzhledu nez dava pozitivni kontrola musi byt
oznaceny jako nespecificka reakce.

Primarni infekce je charakterizovana rychlym vzestupem titru
u obou trid (IgG a IgM) protilatek. Hladiny IgM protilatek
dosahnou vrcholu pfiblizné 3 tydny po nastupu symptomu a
zustavaji detekovatelné pfiblizné 2-3 mésice. Hladiny IgG
protilatek dosahnou vrcholu asi za 7-12 tydnu, ale klesaji
mnohem pomaleji nez IgM protilatky a pretrvavaji priblizné 12
meésicu.

VZORKY PACIENTU

Pozitivni v fedéni 1:64. IgG titry 1:64 a vyssi ukazuji na
infekci v blize neurc¢eném case. Oznacte je jako séropozitivni.
Pozitivni séra by méla byt znovu testovana pro stanoveni
konecného titru a kvili jeho porovnani s dfive nebo pozdéji
odebranymi vzorky od stejného pacienta.

Negativni v fedéni 1:64. Oznacte jako negativni. Dalsi vzorek
od pacienta je vhodné vySetfit v tom pfipadé, kdy sérum bylo
odebrano ihned po nastupu symptomu, nebo pokud byla
ihned zahajena antibioticka 1écba.

Pozitivni v fedéni 1:128 a vyssSim. Vzorky davajici takovéto
zvySené titry ukazuji na nedavnou nebo aktivni infekci.
Zvysené IgM titry jsou také indikatorem vracejici se infekce.

Parova séra: Ctyfnasobny vzestup titru mezi akutnim a
konvalescentnim sérem je pokladan za silny pfiznak nedavné
infekce.

OMEZENI

Pro diagnostiku riketsiovych infekci u novorozencti by se
meély testovat IgM protilatky, nebot IgG protilatky mohou byt
matefského ptivodu.

Jsou pozorovany zkiizené reaktivity mezi R. skupiny
skvrnité horecky, kam patfi druhy R. conorii, R. rickettsii, R.
helvetica, R. slovaka, R. massiliae, R. africae a mnoho
dalsich.

Zkiizena reaktivita R. mezi skupinami skvrnité horecky a
tyfové horecky je mnohem méné zfetelna a titry jsou 8-32 x
nizsi nez byly stanoveny uvnitf téchto skupin.

Rickettsia felis mutize byt pii dedekci riketsii skupiny
skvrnité horecky, také nahodné detekovana. Prosim
podivejte se do katalogu na R. Felis — specific assays.
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