PRIUSNICE IgM

ELISA test na stanoveni protilatek IgM proti viru pfiusnic v lidském séru.

Baleni
Kat.c. : 51107 96 testh kompletni souprava

Ucel pouZiti

PRIUSNICE IgM ELISA test je uréen pro detekci skupiny protilatek imunoglobulinu M (IgM) proti viru piiusnic v lidském séru.

Pfiusnice se objevuji celosvétové a po cely rok s kulminaci na jafe. Lidé jsou jediny znadmy rezervoér viru. Hlavni vyskyt infekce je mezi 5-9
rokem Zivota.

Bézné klinické projevy zahrnuji:

Akutni slinovou adenitidu, pfiusnicovou meningitidu, pfiusnicovou encefalitidu a epidedymoorchitis. Pfiusnicova encefalitida je vazna infekce,
projevuje se horeckou a zménami osobnosti, imrtnost je asi 1-2%.

Laboratorni sérologické potvrzeni je dilezité vzdy, kdyz je podezieni na infekci pfiusnicemi.

Princip testu

Princip -Klasicka EIA-

HUMAN PRIUSNICE IgM ELISA je klasicka ELISA technika. Jamky v mikrotitraéni desti¢ce jako pevnd fize jsou potazeny piiusnicovymi
(mumps) antigeny (Mimos-Ag). V prvnim kroku inkubace se odpovidajici specifické protilatky (Mumps-IgM-Ab) pfitomné ve vzorcich navazou
na ukotvené antigeny. Pufr na fedéni vzorki obsahuje anti-lidské IgG, aby zabranil interferenci revmatoidnich faktori (RF) a kompetici
specifickych 1gG pfitomnych ve vzorku.

Na konci inkubace jsou nenavazané slozky vymyty. Ve druhém kroku inkubace je pfidan konjugat anti-IgM (konjugované anti-lidské IgM
protilatky a peroxidasa), ktery se specificky vaze na IgM protilatky, coz mé za nasledek vytvofeni typickych imunokomplexti. Po druhém
promyvacim kroku, kterym se vymyje piebyte¢ny konjugat, je pfidan TMB/Substrat (Krok 3). Po ukonceni reakce se modra barva zmeéni na zlutou.
Intenzita barev je pfimo umeérna koncentraci MV-IgM-Ab ve vzorku.

Absorbance kalibratord a vzorki je stanovovana destickovym ELISA spektrofotometrem (HUMAREADER). Vysledky pro pacientiv vzorek jsou
ziskadny porovnavanim s referencni hodnotou.

Reagencie a obsah baleni

MICT 12 Mikrotitraéni destiéky (v jednodestickovém
drzaku)
(k6d MUM M)
8-jamkové ulamovatelné fadky
potazené antigenem pfiusnic

INCT 2.5 ml Pfiu$nicova IgM Negativni kontrola (zelené
vicko)
pfipraveno k pouziti, lidské

[PCl 2.5 ml Priusnicova IgM Positivni kontrola (Gervené
vigko)
pfipraveno k pouziti, lidské

[DIL-M1100 mIRedici pufr IgM (modré vicko)

211l pfipraveno k pouziti, zelené pH 6.5 +
0,2
Fosfatovy pufr 10 mmol/l
NaCl 8 g/l
Albumin 10 g/l

Anti-lidské-1gG (kozi)
[CON] 12 ml Anti-IgM konjugat (bilé vicko)

pfipraveno k pouZiti,

Cervené

Anti-lidské IgM (krali¢i), konjugované s peroxidasou
W8] 50 ml Promyvaci roztok (bilé vigko)

2102 koncentrat pro asi 1000 ml pH 7.2 £ 0,2
Tris pufr 10 mmol/l
NaCl 8 g/l
[SUB] 15 ml Substratova Reagencie (&erné
vicko)
5103 pfipraveno k pouziti, bezbarvé az modrave
pH 3.7 £ 0.2

3,3, 5,5'-tetramethylbenzidin (TMB) 1.2 mmol/l
Peroxid vodiku 3 mmol/l



[STOP] 15 ml yYkoné&ovaci roztok (ervené vicko)
5104 Kyselina sirova, pfipraveno k pouZiti 0.5 mol/l
2 Lepici pasky

Konzervanty: Celkova koncentrace <0,1%

Bezpecénostni poznamky

Nepolykejte reagencie. Zabrante kontaktu s ocima, k@zi a sliznicemi. Se vSemi vzorky a kontrolami se musi zachazet jako s potencionalné
infekénimi. Kontroly byly zkontrolovany na infekéni hladinu HCV a HIV-1/2 protilatek a HBsAb a nalezeny negativnimi. Noste ochranné
obleceni a jednorazové rukavice dle spravné laboratorni praxe.

V8echny materialy kontaminované pacientovymi vzorky nebo kontrolami musi byt inaktivovany schvalenymi standardnimi postupy
(autoklavovanim nebo chemickou cestou) v souladu s platnymi ptedpisy.

[STOP] drazdi oci, ktizi a sliznice. Po kontaktu omyvejte diikladné velkym a mnozstvim vody a konzultujte s 1€kafem.

Stabilita
Pii skladovani pfi teploté 2 - 8 C jsou reagencie stabilni do vyznaceného data exspirace.
Po otevieni musi byt reagencie pouzity do 60 dni. (viz Poznamky)

[MIC] (k6d: MUM M)

- uzavieno v hlinikovém obalu se susidlem

- pied otevienim musi mit pokojovou teplotu

-nepouzité: vrat'te susidlo zpét do obalu a skladujte pti 2-8 C.
Nedotykejte se horniho okraje ani vnitiku jamek prsty!

Piiprava reagencii
Zahtejte pred pouzitim vSechny reagencie na pokojovou teplotu (15-25 C). Nepouzivané reagencie by mély byt skladovany vzdy pii 2-8 C

Poznamky

Nejdualezitéjsi reagencie [DIL-M] 5111, [WS]_ 5102, [SUB] 5103, [STOP] 5104 jsou zaménitelné mezi jednotlivymi soupravami. Pro IgM testy
pouzivejte jen IgM fedici pufr [DIL-M].

Vsechny ostatni reagencie jsou specifické pro individudlni soupravy a nesmi byt vzajemné zaménény. Spolu s t€mito reagenciemi nelze pouzit
reagencie jinych vyrobcu.

Pracovni promyvaci roztok [WASH]

Zied'te promyvaci roztok [WASH] v poméru 1 + 20 cerstvou deionizovanou vodou, napt.
50 ml + 1000 ml = 1050 ml

Stabilita po ziedéni: 1 tyden pii 2 - 8 C.

Vzorky

Sérum

NepouZzivejte vysoce lipemické a hemolysované vzorky.

Vzorky je mozné skladovat pti 2-8 C 7 dni nebo déle pii -20 C. Zmrazujte a rozmrazujte pouze jednou. Rozmrazené vzorky musi byt
homogenizovany. Odstrante ¢astice centrifugaci nebo filtraci.

Pracovni postup

Dodrzujte postup piesné!

Poznamky k postupu

P1: Nezaménujte vicka lahvicek (nebezpeci kontaminace). Nepouzivejte reagencie po jejich datu exspirace.

P2: Nepouzivejte reagencie, které mohou byt kontaminovany nebo vypadaji ¢i pachnou jinak nez je obvyklé.

P3: Zaznamenavejte peclivé vzorky a kontroly do formulafe dodavaného s kitem

P4: [MIC] — vyberte pozadovany pocet stripti (fadek) desticky.

P5: Kontroly nechte probihat vzdy dvé vedle sebe. Pipetujte kontroly a vzorky pfimo na dno mikrojamek.

P6: Vidy pridavejte reagencie v tomtéZ poradi, abyste minimalizovali rozdily v reakénim ¢ase mezi jamkami. Toto je dilezité pro
reprodukovatelné vysledky. Pipetovani vzorki by nemélo prekrocit 5 minut. Jinak pipetujte kalibraéni kiivku v naznaenych polohach v polocase
série. Jestli se pouziva vice nez jedna desti¢ka, opakujte davce odpovidajici (kalibraéni) kiivku pro kazdou desticku.

P7: Odstrante vzduchové bubliny pied inkubaci a odecitani absorbance.

P8: [SUB] — inkubujte ve tm¢&. [SUB] iniciuje kinetickou reakci, ktera je zakoncena ptidanim [STOP].

P9: [DIL-M] — zakal po pridani vzorku nema zadny vliv na vysledky.

Promyvaci procedura



Promyvaci procedura je kritickd. Nedostate¢né promyti snizi pfesnost nebo fale$né zvysi absorbanci.

W1: Odstraiite lepici pasky, vylijte obsah jamek do 5% roztoku chlornanu sodného a pfidejte [WASH] do kazdé jamky, po 30 sekundach
navlh¢ovani vylijte a opakujte promyti

W2: V piipadé automatického promyvani zacnéte s [WASH] a promyjte stripy 4x resp. 5x. Ujistéte se, Ze promyva¢ uplné plni vSechny jamky a
ucinné vyliva obsah po 30 sekundach (zbyvajici kapalina po vyliti v jamce< 15ml).

Wa3: Po promyti odstrafite zbyvajici kapalinu bunic¢inou s desti¢ky obracené vzhliru nohama.

Pipetovaci schéma

Reagencie a vzorky musi mit pfed pouzitim

pokojovou teplotu.

Piiprava vzorku:

Zted'te pacientovo sérum 1+100 [DIL-M]5111, napt. 10 ml séra + 1 ml [DIL-M] 5111, dikladné promichejte (viz P9)
Inkubujte ziedéné vzorky nejméné 5 minut pied dal§imi kroky.

Ziedéné vzorky lze skladovat pti 2-8 °C 24 hod. pied testovanim

Kontroly jsou pfipraveny k pouziti

Jamky [ml]
Krok ¢.1 Al B1/C1 D1/El F1...
Slepy [NC] [PC] vzorek
vzorek
[NC]
dvakrat - 100 - -
[PC]
dvakrat h - 100 -
Ziedéné N N N 100
vzorky
[MIC] zalepte lepicim paskem
Inkubujte 30 min pii 17-25 °C
Promyjte ¢tytikrat jak je popsano vyse (W1-W3)
[WASH] 350 [ 380 | 35 | 350
Krok ¢.2
[CON] -- [ 100 [ 100 [ 100
[MIC] zalepte lepicim paskem
Inkubujte 30 min pii 17-25 °C
Promyjte 5x jak je popsano (W1-W3)
[WASH] 350 | 350 [ 350 | 350
Krok ¢.3
[SUB] 100 | 100 | 100 | 100
Inkubujte 15 min pii 17-25 °C (viz P8)
[sto] | 100 [ 100 | 100 [ 100
Peclivé promichejte.
Vynulujte ELISA destickovy spektrofotometr (HUMAREADER)
za pouziti slepého vzorku z jamky Al
Zmeite absorbanci pfi 450 nm hned jak je to mozné nebo béhem
30 min. po ukonéeni reakce za pouziti referen¢nich vinovych
délek 630-690 nm (je-li to mozné)

Vypocet kontrolnich hodnot a cut-off hodnoty
1. Primérna absorbance negativni kontroly v
jamkéch B1 a C1:
As50(B1) + Ags0(C1)

2. Primérna absorbance pozitivni kontroly v
jamkach D1 a El:
As50(D1) + Agso(EL)



3. Cut-off hodnota (COH) se ziska

nasledujicim vzorcem:

COH =PNK + 0,2 x PPK

Test miZete povazovat za platny, jsou-li splnéna nasledujici kritéria:
1. Slepéa zkouska v jamce Al < 0.150
2. PNK 0,250
3. PPK 0,400
4. PPK:PNK 3

Interpretace vysledkii
Aysp(pacient) COH +159% :  pozitivni na IgM protilatky proti pfiusnicim
Aysp(pacient) COH - 159%:  negativni na IgM protilatky proti pifusnicim

Vzhledem k fyziologickym a analytickym variacim se vysledky testu lezici 15 % nad nebo pod cut-off hodnotou (COH) povazuji za neprukazné.
Doporucuje se zméfit tyto vzorky paralelné s vzorky Cerstvymi, odebranymi ve dvojici za 7 az 14 dni. Trend mezi hladinou specifickych
protilatek by mél byt pouzit pro interpretaci, také by vSak méla byt vzata v tvahu specificka IgG koncentrace (HUMAN ELISA IgG), pacientova
minulost a dal$i vySetfeni. Opakované reaktivni a nejednoznaéné vzorky mohou byt podrobeny potvrzujicimu testu.

V ptipadg, Ze neni k dispozici ELISA reader je mozna visualni interpretace vysledku.
o Slepy vzorek v jamce Al by mél byt bezbarvy
e Vzorky mohou byt povazovany za pozitivni, jestlize je barva jamky se vzorkem mnohem silnéjsi nez barva [NC] v jamkach B1/C1.

Parametry testu
Typické Udaje o parametrech testu lze najit ve Verification Report na:

www.human.de/data/gb/vr/el-mumpm.pdf or
www.human-de.com/data/gb/vr/el-mumpm.pdf

Poznamka

Slozky kitu jsou stabilni i po otevieni az do data exspirace. AvSak s poctem méfeni je pfimo spojena potencialni kontaminace. 60 denni limit po
prvnim pouziti je zvolen z bezpecnostnich diivodi

Pouzivani kitu by mélo vzdy vyhovovat spravné laboratorni praxi (*). Vyhodnocovaci kritéria musi byt splnéna!

(* To zahrnuje: Peclivé uzavirani lahvic¢ek spravnymi uzavéry/V piipadé, ze reagencie mohou ptijit do kontaktu s kontaminovanymi roztoky jako jsou vzorky pacient,
pouziva se pouze nezbytné mnozstvi reagencii odebrané ze zasobnich roztoki/Zasobni roztoky se vzdy vraci do 2-8 °C, kdyz se nepouzivaji)
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