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Dog EIA Borrelia IgG/IgM

Imunoenzymaticka souprava ke stanoveni IgG a IgM protilatek proti
Borrelia burgdorferi v psim séru

1  Uvod

Lymeska borrelidza je infekéni onemocnéni vyvolané spirochetou Borrelia
burgdorferi sensu lato, prenasené prevainé klistaty rodu Ixodes. Borrelidza je
rozSifena v Evropé, Americe i Asii.

Geneticky byla uréena nasledujici patogenni genospecies: Borrelia burgdorferi sensu
stricto, Borrelia afzelii a Borrelia garinii.

Lymeska borreliéza je multisystémové onemocnéni. Klinické ptiznaky u psl jsou
teploty (v 50 % pfipadd nemocnych psi), nechutenstvi - anorexie (50 %), kulhani
(48 %), unava a vysileni (29 %), bolesti (16 %), apatie (13 %), zanét
kloub( - arthritis (13 %), hnisavé onemocnéni klze (4 %) a kozni erythema (4 %).
Mezi dalsi pfiznaky patfi artrézy a ztuhlost kloub(, lymphocytosa, lymphadenopatie,
glomerulonephritis, srde¢ni blok, agresivita.

Diagnostika onemocnéni je zalozena na klinickém obrazu, epidemiologické
anamnéze a laboratornich testech. V soucasné dobé je nejvhodnéjsi laboratorni
metodou screeningové stanoveni hladiny specifickych protilatek tridy 1gG a IgM
metodou ELISA. Diagnostiku komplikuji velké rozdily sérologické reaktivity rznych
jedinch a jeji moiné ovlivnéni predchozi aplikaci antibiotik a vakcinaci. Tvorba
protilatek v ¢asné fazi mlze byt extrémné pomala. Na druhé strané pretrvavani IgG i
IgM protilatek po terapii nemusi znamenat selhani 1écby.

2 Princip testu

Souprava umoznuje detekci specifickych protilatek tridy 1gG a IgM ve vzorku
metodou EIA, typ sandwich (tj. pevna faze s navazanym specifickym antigenem —
protilatka z vySetfovaného vzorku - znacend protildtka). Znacend protildtka
(konjugat) je zvifeci imunoglobulinova frakce proti psimu IgG a IgM konjugovanad
kfenovou peroxidazou. Peroxidazova aktivita se stanovuje pomoci substratu s TMB,
ktery zmodra v pripadé pozitivity. Cela reakce je ukonéena zastavovacim roztokem.
Dojde ke zméné modrého zabarveni na Zluté. Intenzita Zlutého zabarveni se méfi na
fotometru (pfi vinové délce 450 nm) a je Umérna koncentraci specifickych IgG nebo
IgM protilatek pritomnych ve vzorku.

Pouzity antigen
Sonifikovany celobunéény antigen Borrelia afzelii s vysokym obsahem p83, p4l
(flagelin), p39, OspA, OspC, p18 a pl4
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3 Slozeni soupravy

MICROPLATE|

Potazena desticka

s navazanym antigenem, 12 x 8 jamek v sacku se
susidlem

1 ks

CONTROL| - |

Negativni kontrola

Roztok neobsahujici psi specifické protilatky,
v pracovnim redéni

1x2ml

CONTROL]| + |

Pozitivni kontrola

Roztok obsahuijici psi specifické protilatky,
v pracovnim redéni

1x2ml

| CONJUGATE|

Konjugat IgG (100x konc.)

Roztok obsahuijici zvifeci imunoglobulin proti
psimu IgG znaceny peroxidazou

1x0,15 ml

CONJUGATE|

Konjugat IgM (100x konc.)

Roztok obsahujici zvifeci imunoglobulin proti
psimu IgM znaceny peroxidazou

1x0,15 ml

DILUENT 2

Redici roztok vzork 2

Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim redéni

2 x 105 ml

CONJ. DILUENT 2

Redici roztok konjugatu 2

Pufr se stabilizatory bilkovin, v pracovnim redéni

1x13 ml

| SUBSTRATE 2|

TMB-Complete 2

Jednoslozkovy substratovy roztok obsahujici
TMB/H20,, v pracovnim fedéni

1x15ml

Promyvaci roztok

20krat koncentrovany pufr

1x75ml

STOP

Zastavovaci roztok

Roztok kyseliny, v pracovnim redéni

1x15ml

Pracovni navod

1 ks
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4 Dalsi potrebné vybaveni k manudlnimu provedeni testu
Jedno a vicekandlové pipety

Spi¢ky pro jednorazové poufiti

Promyvaci zafizeni

Stopky

Termostat na 37 °C

Fotometr pro mikrotitracni desticky

5 Skladovani a exspirace soupravy

Soupravu skladujte pfi teploté +2 °C az +8 °C. Pfi dodrzeni skladovacich podminek
plati exspirace uvedena na obalu soupravy. Po otevreni je doporu¢eno soupravu
spotfebovat do 3 mésicl. Souprava nesmi zmrznout!

Vzorky a jejich skladovani

Jako vzorek kvysSetfeni mlZe byt pouZito sérum a citrdtova plazma. Vzorky
bakterialné kontaminované, hemolytické nebo chyldézni a antikoagulanty obsazené
v plazmé (s vyjimkou citratu) mohou ovlivnit vysledek testu.

Vysetfované vzorky je mozno uchovavat pfi +2 °C az +8 °C maximalné 1 tyden. Pri
delSim skladovani vzorky zmrazte na -20 °C. Naredéné vzorky je nutno vysetfit co
nejdrive.

6 Priprava pracovnich roztoku

Promyvaci roztok rfedte 1:20 (1 dil roztoku a 19 dilG destilované vody). Napf. 75 ml
koncentrovaného Promyvaciho roztoku + 1425 ml destilované vody.

V lahvi¢ce s Promyvacim roztokem se mohou vytvofit krystaly soli. Tyto krystaly je
tfeba pred pouzitim rozpustit zahfatim na vodni lazni. Roztok po naredéni je stabilni
jeden tyden pfi +2 °C az +8 °C.

Kontroly (pozitivni a negativni) jsou v pracovnim redéni, dale neredit!

Konjugaty Fedte 1:101. Napf. 55 pl Konjugatu + 5,5 ml Rediciho roztoku konjugatu
(10 pl Konjugdtu + 1ml Rediciho roztoku konjugdtu pro 8 jamek). Dobre
promichejte. Redéni provadéjte bezprostfedné pred pouZitim!

TMB-Complete je jednoslozkovy chromogenni substratovy roztok v pracovnim
fedéni, dale neredit!

Zameénitelnost roztoku

Redici roztok vzorkd, TMB-Complete a Aviditni roztok jsou v EIA soupravach TestLine
Clinical Diagnostics s.r.o. zaménitelné, pokud maji stejné ciselné oznaceni (napfr.
Redici roztok vzorkd 2, Redici roztok vzork( 3, atd.). Zastavovaci a Promyvaci roztok
je univerzalni ve vsech soupravach.
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7

Redéni vzork

Redici roztok vzorkd pfed pouZitim $etrné promichejte.

Redéni vzork( sér a plazem

Dakladné promichané vzorky fedte 1:401 Redicim roztokem vzorkd:

napfr.: 5 pl vzorku + 2 ml Rediciho roztoku vzorkg.

Dobre promichejte.

8

Pracovni postup

Vsechny reagencie nechte vytemperovat na laboratorni teplotu a dukladné
promichejte. NepouZijete-li celou desti¢ku, zbylé stripy vratte zpét do obalu se
susidlem, hermeticky uzavrete a skladujte pfi +2 °C az +8 °C. DUsledné chrante pred
vlhkosti!

1.

Davkujte kontroly a fedéné vzorky podle pracovniho schématu.

Jamku A1 ponechte prazdnou (blank).

Pipetujte 100 pl Negativni kontroly do 1 jamky.

Pipetujte 100 ul Pozitivni kontroly do 2 jamek.

Pipetujte 100 pl vzorkd v odpovidajicim fedéni (viz kapitola Redéni vzork() do
zbyvajicich jamek.

2. Desticku pfikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 37 °C.

Odsajte obsah jamek a 5 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky
pliite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

Davkujte do vSech jamek kromé A1 100 pl Konjugatu v odpovidajicim redéni
(viz 6 Priprava pracovnich roztoka).

Desticku prikryjte vickem a inkubujte 30 minut pfi 37 °C.

6. Odsajte obsah jamek a 5 krat promyjte pracovnim promyvacim roztokem. Jamky

pliite po horni okraj. Na zavér dukladné vyklepejte zbytky roztoku do savého
materialu.

. Davkujte do vSech jamek 100 ul jednoslozkového substratu TMB-Complete.

Pozor na znecisténi — viz kapitola Technické pfipominky.
Desticku prikryjte vickem a inkubujte 10 minut pfi laboratorni teploté v temnu.

Zastavte reakci pridanim 100 ul Zastavovaciho roztoku ve stejném poradi a
intervalech jako byl davkovan substrat.

10.Zmérte na fotometru pfi vinové délce 450 nm intenzitu zbarveni roztok(

v jamkach proti blanku (jamka A1), a to do 30 minut po zastaveni reakce. Pred
mérenim dukladné ocistéte dna jamek.
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V pfipadé celkové slabsi reakce, zpUsobené napit. nizsi laboratorni teplotou, je
mozné prodlouZit inkubaci se substratem aZz na 20 min. Zastaveni ¢dasti jamek pro
vySettfeni IgG nebo IgM se muze lisit.

SloZzeni soupravy umoznuje celou mikrotitrani desticku vyuzit i pro detekci
protilatek pouze jedné tridy.

9 Pracovni schéma

BL Blank (prazdna jamka)
PK 100 ul  [CONTROL| + |
NK 100 I [CONTROL| - |

TV1-x 100 ul Fedéného testovaného vzorku
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10 Validita testu

Test je platny, jestlize:

Absorbance blanku je mensi nez 0,150.
BLANK < 0,150

Absorbance Negativni kontroly je mensi nez 0,200
ICONTROL| - | <0,200

Absorbance Pozitivni kontroly ve tfidé IgG je vétsi nez 0,500.

ICONTROL| + | >0,500

Absorbance Pozitivni kontroly ve tridé IgM je vétsi nez 0,300.

ICONTROL| +| >0,300

11 Hodnoceni vysledkl

Vypocet Indexu pozitivity (IP)

Vypoctéte hranici pozitivity nasobenim primérné absorbance Pozitivni kontroly
faktorem této tridy vySetreni.

Faktor igG 0,18

Faktor igM 0,32

HP = Primérna absorbance PK x FAKTOR

Vypoctéte Index pozitivity délenim absorbance testovaného vzorku hranici pozitivity
vypoctené pro tutéz tridu vysetreni:

_ Absorbance vzorkii

B HP

IP

Interpretace vysledkl vysetieni uvadi tabulka (Tabulka 1).

Tabulka 1 Interpretace vysledki vysetieni

Index pozitivity (IP) Hodnoceni

mensi nez 0,85 negativni
0,85az 1,15 hrani¢ni
vétsi nez 1,15 pozitivni

30.06.2020 8/12 verze 20



Dog EIA Borrelia IgG/IgM

Vysetieni hrani¢nich vzorkl, tj. s indexem pozitivity 0,85 az 1,15 je zapotiebi
opakovat znového odbéru za 2 az 6 tydnU sohledem na specifika daného
onemocnéni.

Sérologicky ndlez je mozZno interpretovat pouze v kontextu s vysledky ostatnich
laboratornich testl a s klinickym obrazem pacienta.

12 Bezpecnost prace
Souprava je uréena pouze pro diagnostické ucely in vitro.
Séra poutzita pfi vyrobé kontrol byla vySetfena na HIV 1 a HIV 2, HBsAg, HCV, TPHA

s negativnim vysledkem. Presto je tfeba s nimi pracovat jako s potencialné infekénim
materialem.

Nékteré reagencie obsahuji toxickou slozku azid sodny. Vyvarujte se kontaktu s kdzi.

Zastavovaci roztok obsahuje zredény roztok kyseliny. Pfi praci stimto roztokem
chrante oci a pokozku!

Je nutné dodrzovat mistni predpisy tykajici se bezpec€nosti prace.

Prvni pomoc

Pri zasazeni oCi vymyvejte velkym mnozstvim vlazné vody a vyhledejte Iékarskou
pomoc. Pfi zasazeni odévu a klize odloZte veskeré kontaminované obleceni. Pokozku
omyijte velkym mnozZstvim vody a mydlem. Pfi potfisnéni roztokem, ktery obsahuje
plazmu nebo klinicky vzorek, pokozku dezinfikujte. Pfi ndahodném poziti vyplachnéte
usta pitnou vodou a vyhledejte Iékafskou pomoc.

Likvidace zbytkl po provedeni testi

Veskeré pomlcky pouzité k provedeni testu je nutné povaZovat vzhledem ke
kontaktu s biologickym materidlem za potencialné infekéni. Proto je likvidujte
spolecné s biologickym odpadem.

Likvidace soupravy po exspiraci

Soupravu rozeberte na jednotlivé komponenty a zlikvidujte je jako biologicky
material. Obaly a zbytky oball likvidujte jako tfidény odpad podle mistnich predpisu.

13 Technické pripominky

Pro ziskani spolehlivych vysledk(l je nutné pfesné dodrzovani navodu. Pti praci
pouzivejte vidy pomlcky nejvyssi Cistoty. Davejte prednost jednorazovym
pomuickam.

Mikrotitracni desticka — pred otevienim nechejte vidy sacek s mikrotitracni

desti¢kou vytemperovat na laboratorni teplotu, aby nedoslo ke kondenzaci vodnich
par na povrchu desticky.
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Promyvaci roztok — pro pfipravu promyvaciho roztoku v pracovnim redéni
pouzivejte vysoce kvalitni destilovanou vodu.

Promyvani — dodrZujte predepsany pocet promyvacich cykld a jamky plite vidy az
po horni okraj. Doba, po kterou zlstavaji jamky naplnény promyvacim roztokem
mezi promyvacimi cykly (soak time), by méla byt asi 30-60 sekund.

TMB-Complete — pipetovaci vanicku pro TMB-Complete nepouzivejte pro jiné

roztoky. Zbytek roztoku z pipetovaci vani¢ky nevracejte zpét do lahvicky.

Nereprodukovatelné vysledky mohou pochazet z metodickych chyb, zejména:

e nedostatecné promichdani roztokd a vzorkd pred pouZzitim

e zaména uzaveérl lahvicek

e pouziti stejné Spicky pfi pipetovani riiznych roztoki

e vystaveni reagencii nadmérné teploté, bakterialni nebo chemické kontaminaci

e nedostatecné promyti jamek, neplnéni jamek az po okraj, Spatné odsati zbytk(
roztoku

e zneciSténi okrajl jamek konjugdtem nebo vzorky

e zadména reagencii z rlznych SarZi souprav

e kontakt reagencii s oxidanty, tézkymi kovy a jejich solemi.

Soupravu je mozino zpracovavat postupné. Pro pfipravu pracovnich roztok(
odeberte jen takové mnozstvi reagencii, které bude spotrebovano pro analyzu.

Soupravu je mozZno zpracovat na vSech typech automatickych ELISA analyzator(.
V pripadé potreby TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. nabizi certifikovanou modifikaci
pracovniho navodu pro konkrétni typ analyzatoru.

Pfi nedodrzeni pracovniho postupu vyrobce neodpovida za spravnou funkci
soupravy.
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14 Vysvétleni symboll

8°C
Skladovaci teplota
2°C

!

ALK

T

Udrzovat v suchu

x

Pouzit do data

LOT

Cislo $arze

Vyrobce

Ctéte ndvod k poufziti

A
m
T

Katalogové cislo

<

Pocet testu

GMP

Spravna vyrobni praxe
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Schéma testu Dog EIA Borrelia 1gG/IgM

Krok

Symbol

Jednotlivé kroky testu

1

Redéni vzorkd
séra/plazmy 1:401 (5 pl + 2 ml)

N

Davkovani kontrol a fedénych vzork( 100 pl
Blank = prazdna jamka

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Redéni Konjugdatu 1:101 (10 pl + 1 ml)

Davkovani Konjugatu 100 pl
Blank = prazdna jamka

Inkubace 30 min pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

O 00 N O U | bW

Davkovani substratu (TMB-Complete) 100 ul
Vcetné blanku

[EEY
o

Inkubace 10 min pfi laboratorni teploté

—
[N

Davkovani Zastavovaciho roztoku 100 pl
Vcetné blanku

[EEY
N

T (Do | e ad(n & a

Fotometrické méreni pfi 450 nm
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