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Przeznaczenie

CoproELISA™ H. pylori to test immunoenzymatyczny
(ELISA) firmy Savyon do stosowania jako badanie
przesiewowe i wykrywajgce Helicobacter pylori w kale
ludzkim pacjentéw z podejrzeniem zakazenia.

Do diagnostyki in-vitro

Wstep

Helicobacter pylori (H. pylori) to gram-
ujemna, mikroaerofilna  bakteria  wystepujgca  jedynie
w zotadku i dwunastnicy. Zostata zidentyfikowana w 1982
roku przez australijskich naukowcow Barry’ego
Marshalla i Robina Warrena, ktorzy wykryli jej obecnos¢ u
pacjentow z przewlektym zapaleniem btony
zotgdka i wrzodami zotgdka - schorzeniami, ktérych nie
uznawano wczesniej za choroby o]
podtozu mikrobiologicznym. H. pylori zostata réwniez
zidentyfikowana jako czynnik etiologiczny w rozwoju
wrzodoéw dwunastnicy iraka zotgdka. Ponad piecédziesiat
procent S$wiatowej populacji jest nosicielem bakterii H.
pyloriw gérnym odcinku przewodu pokarmowego, jednak
ponad 80 procent o0sO6b zakazonych tg bakterig
jest bezobjawowa i postuluje sie, ze by¢ moze odgrywa ona
wazna role w gospodarce naturalnej zotgdka®.

H. pylori jest bakterig zakazng, chociaz doktadna droga
przenoszenia nie jest znana?®. Transfer miedzy ludzmi
odbywa sie najczesciej drogg oralno-oralng lub fekalno-

774-01PL 01-08.2022

oralng. Zgodnie z tymi drogami przenoszenia bakterie
zostaty wyizolowane z katu, $liny i ptytki nazebnej niektorych
zakazonych pacjentéw. W krajach rozwinigtych przenoszenie
odbywa sie gtéwnie w rodzinach, natomiast w krajach
rozwijajacych sie bakterie mozna naby¢é réwniez od
spofecznosci®.

Objawy przedmiotowe i podmiotowe: Ponad 80% osbb
zakazonych H. pylori nigdy nie doswiadcza objawdéw ani
powiktan®. Ostra infekcja moze pojawi¢ sie jako
ostre zapalenie blony Zotgdka z bdlem brzucha (b6lem
zotadka) lub nudnosciami®. W przypadku wystgpienia
przewlektego zapalenia Zzotgdka, objawy, jezeli wystepuija, to
czesto niestrawnos¢ niewrzodowa: bodle brzucha, nudnosci,
wzdecia, odbijanie i czasami wymioty lub czarne stolce®”’

Diagnoza: Badanie na H. pylori jest zalecane w przypadku
podejrzenia choroby  wrzodowej, chtoniaka zotadka
typu MALT o matej zlosliwosci, po endoskopowej
resekcji raka zotgdka we wczesnym stadium, jezeli ktos
posiada krewnych pierwszego stopnia chorych na raka

zotgdka i -czasami, w pewnych przypadkach -
niestrawnosci. Laboratoryjne testy diagnostyczne H.
pylori mozna podzieli¢ na inwazyjne (kontrolna
biopsja podczas endoskopii badana mikroskopowo
i hodowana na posiew), lub nieinwazyjne, takie jak test na
obecnos$¢ przeciwciat we  krwi, test na  obecnosé

antygenéw w kale, lub ureazowy test oddechowy (UBT)
ktéory polega na spozyciu przez pacjenta izotopowo
oznaczonego mocznika®. Zadna z metod badawczych nie
jest catkowicie niezawodna. Nawet biopsja jest zalezna od
lokalizacji. Samo badanie jest obarczone ryzykiem i
powoduje uczucie dyskomfort u pacjenta. Ponadto bakterie
skolonizowane miejscowo mogg zosta¢ pominiete podczas
biopsji. Ostatni Raport Uzgodnieniowy Maastricht 2-2000
zaleca stosowanie testow antygenowych katu i ureazowych
testéw oddechowych jako pomocy w diagnostyce choroby H.
pylori w warunkach podstawowej opieki zdrowotnej®.

CoproELISA™ H. pylori to test immunologiczny z
mikrostudzienkami wykorzystujgcy enzymy do wykrywania
antygendéw Helicobacter pylori obecnych w kale ludzkim.

Zasada testu

e Rozdzielane mikrostudzienki sg pokryte przeciwciatem
monoklonalnym wykrywajgcym H. pylori.

e Probki pacjentéw rozciencza sie w rozcienczalniku katu H.
pylori i dodaje do mikrostudzienek.

® Przeciwcialo monoklonalne koniugujagce z peroksydazg
chrzanowg (HRP) jest dodawane do mikrostudzienek i
inkubowane przez 60 minut w temperaturze pokojowe;j.

¢ Niezwigzany koniugat usuwamy ptuczac.

e Dodawany jest substrat TMB; substrat jest hydrolizowany
przez peroksydaze ize zredukowanego substratu tworzy
sie niebieski roztwor.

e Po dodaniu roztworu zatrzymujgcego, niebieski kolor
zmienia sie w zofty i nalezy wéwczas sprawdzi¢ wynik za
pomocg czytnika ELISA o dtugosci fali 450/620 nm.
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Podsumowanie procedury recznej

Doda¢ 100 pl kontroli ujemnej, kontroli dodatniej, i 100 pl
rozcienczonej probki

Dodac¢ 50 pl koniugatu HRP (gotowy do uzycia)
\

Przykry¢ ptytke i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez
60 min
{
Przemy¢ 5 razy buforem ptuczacym (300 pl)
{

Dodac¢ 100 pl substratu TMB
{
Przykry¢ ptytke i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez
15 min

{

Dodac¢ 100 pl roztworu zatrzymujacego

Odczytaj warto$¢ absorpcji przy gestosci optycznej 450/620
nm

A

Interpretacja wynikow

2. Regulowane mikropipety lub pipety wielokanatowe
(zakresy 50-200 i 200-1000ul) i koncowki jednorazowe.

3. Jednorazowe plastikowe/drewniane kolektory lub

tyzeczki.

Kolba miarowa o pojemnosci 1 litra.

Jeden cylinder miarowy o pojemnosci 50 ml.

Tryskawka.

Papier absorpcyjny.

Vorteks.

Czytnik ELISA wyposazony w filtry 450/620 nm.

10 Woda destylowana lub podwdjnie demineralizowana.
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Zawartosc¢ zestawu do 96 oznaczen

1. Ptytka do mikromiareczkowania pokryta
przeciwciatem monoklonalnym wykrywajacym H.
pylori wytapuje antygeny: 96 oddzielanych studzienek
(8x12)  pokrytych  przeciwciatami  monoklonalnymi
specyficznymi dla H. pylori, zapakowane w aluminiowg
saszetke zawierajgca karte ze Srodkiem osuszajacym.

1 plytka

2. Stezony bufor ptuczacy (20x): Bufor PBS-Tween

1 buteleczka, 100 ml

3. Rozcienczacz katu H. pylori: Gotowy do uzycia roztwor
buforowy zawiera mniej niz 0,05% substancji ProClin
petnigcej funkcje srodka konserwujgcego. Rozciehczacz
jest réwniez stosowany jako roztwér do kontroli ujemnej
(patrz PROCEDURA TESTOWA)

2 buteleczki, 50 ml

4. Koniugat HRP (zielony): Gotowy do uzycia roztwor
zawierajgcy perooksydaze chrzanowg (HRP) koniugujgca
z przeciwciatami monoklonalnymi H. pylori zawiera mniej
niz 0,05% konserwujgcej substancji ProClin.

1 buteleczka, 7 ml

5. Kontrola pozytywna (czerwony): Gotowy do uzycia
roztwor zawierajgcy nieaktywne komérki H. pylori,
zawiera mniej niz 0,05% konserwujgcej substancji
ProClin.

1 fiolka, 2,5 ml

6. Substrat TMB: Gotowy do uzycia roztwér zawierajacy
3,3'5,5'-tetrametylobenzydyne  jako = chromogen i
nadtlenek jako substrat.

1 buteleczka, 16 ml

7. Roztwor zatrzymujacy: Roztwor gotowy do uzycia.
Zawiera 1M Hz2SOa.

1 buteleczka, 16 ml

8. Jednorazowe plastikowe pipety: 100 szt.

9. Szalka: 1 szt.

10. Instrukcja obstugi na stronie:
www.sayvondiagnostics.com.downloads

Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

1. Przed uzyciem odczynniki nalezy doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;j.

2. Podczas pracy ze studzienkami testowymi nalezy unikaé
zarysowania dna studzienki, poniewaz moze to
prowadzi¢ do podwyzszonych odczytéw absorbanciji.

3. Z probkami katu, studzienkami do mikrotestow,
koncowkami do mikropipet, pojemnikami na kat i
probéwkami nalezy obchodzi¢ sie¢ jak z materiatami
potencjalnie biologicznie niebezpiecznymi, wiec jako
takie nalezy je po uzyciu odpowiednio zutylizowac.
Podczas wykonywania testu nos rekawiczki.

4. Aby chroni¢ nieuzywane studzienki do mikrotestow
przed wilgocia, nalezy je ponownie umiesci¢
w zamknietej saszetce ze srodkiem osuszajgcym.

5. Roztwor substratu TMB jest srodkiem draznigcym skére
i btony Sluzowe. Unikaé bezposredniego kontaktu.

6. Rozcienczony kwas siarkowy (1M H2SO4) jest $rodkiem
draznigcym dla oczu i skory. W przypadku kontaktu z
oczami  natychmiast przeptukaé obszar woda
i skonsultowac sie z lekarzem).

Przechowywanie i okres przydatnosci odczynnikéw

1. Data waznosci zestawu znajduje sie na etykiecie. Daty
waznosci kazdego komponentu sg wymienione na
poszczegdinych etykietach. Zestaw nalezy
przechowywa¢ w temperaturze od 2° do 8°C i jak
najszybciej po uzyciu odtozy¢ do lodéwki. Ekspozycja
oryginalnie  zamknietych lub  zapieczetowanych
komponentéw na dziatanie temperatury otoczenia przez
kilka godzin nie spowoduje uszkodzenia odczynnikow.
NIE ZAMRAZAC!

2. Nieuzywane paski nalezy ponownie umiescic w
aluminiowej saszetce z kartg ze srodkiem osuszajgcym,
przeciggajgc otwarty koniec imocno uszczelniajgc
tasme na catej dtugosci otworu.

Materialy wymagane, ale niedostarczane

1. Czyste probowki do rozpuszczania katu pacjentow.
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Pobieranie katu

1. Zastosowanie majg standardowe procedury pobierania i
przenoszenia prébek katu oraz hodowania posiewu,
znane z testow do uzytku domowego.

2. Zakonserwowany kat: test nie zostat zatwierdzony do
uzytku z prébkami po konserwacji. (np. w 10%
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formalinie, formalinie z octanem sodu (SAF), lub
alkoholu poliwinylowym (PVA)).

. Prébki nalezy przechowywa¢ w temperaturze od 2° do

8°C i zbada¢ w ciggu 48 godzin od pobrania. Jezeli
badania nie mozna przeprowadzi¢ w ciggu 48 godzin,
probki nalezy przechowywaé w temperaturze -20°C lub
nizszej.

. Ograniczy¢ zamrazanie i rozmrazanie probek, gdyz

moze to spowodowac¢ degradacje/proteolize antygenu i
spowodowac utrate aktywnosci.

Procedura testowa do uzytku recznego

A. Przygotowanie odczynnikéw

1.

>~

Doprowadzi¢ wszystkie sktadniki i prébki kliniczne do
temperatury pokojowej. Okresli¢ catkowitg liczbe
badanych prébek. Oprécz prébek do kazdego badania
nalezy uzy¢: jednej studzienki do kontroli ujiemnej (w tym
celu nalezy uzycC rozcienczacza katu) i jednej studzienki
do kontroli dodatniej

Wyja¢ ptytke do mikromiareczkowania z aluminiowej
saszetki, odcinajgc jeden koniec w poblizu uszczelki.
Pozostawi¢ wymagang liczbe paskéw (w zaleznosci od
liczby badanych prébek) w 96-studzienkowej ramce.
Rozcienczy¢ stezony bufor ptuczacy w stosunku 1/20
wodg podwajnie demineralizowang lub destylowang. Na
przyktad: aby przygotowaé jeden litr buforu ptuczacego,
nalezy doda¢ 50 ml stezonego buforu piluczgcego do
950 ml  wody podwojnie  demineralizowanej lub
destylowane;.

. Przetwarzanie probki

Dla kazdej badanej prébki nalezy przygotowa¢ jedng
probéwke do rozcienczania. Do tego celu zaleca sie
stosowanie probowek Eppendorfa o poj. 1,5 ml. Do kazdej
probéwki doda¢ 500 ul rozcienczacza katu H. pylori.
Podpisac prébowke.

State probki: Za pomocg drewnianego patyczka lub
jednorazowej tyzeczki przenies¢ probke katu do probowki.
Przenies¢ ok. 0,1 do 0,15 g prébki (ilos¢ odpowiadajaca
rozmiarowi matego ziarnka grochu) do rozcienczacza katu
H. pylori. Miesza¢ kolektorem w rozcienczaczu katu, aby
usunag¢ jak najwiecej probki i przycisng¢ kolektor do
Scianki prébowki w celu odcisniecia pozostatego ptynu.
Ptynne proébki: przenies¢ 100 pl prébki do probdéwki.
Upewnic sig, ze z ptynnej prébki otrzymamy réwnomierng

zawiesine.
Doktadnie wymiesza¢ probke kalu (za pomoca
vorteksu) przez 15 sekund, aby zapewni¢ jej

odpowiednie przygotowanie. Pozostawi¢ proboéwke na
co namniej 10 minut. Prébki kalu moga zostac
odwirowane po rozcienczeniu, jezeli jest to wymagane.
Probéwki nalezy odwirowywac przez 30 s. przy 1000 g.
Sprawdzi¢, czy utworzony supernatant nie zawiera duzych
czgstek statych.

Przechowywac¢ rozcienczone prébki w temperaturze od 2°
do 8° C, az do przeprowadzenia testu.

. Inkubacja prébek katu i kontroli
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10.

11.

12.

13.

Odmierzy¢ za pomoca pipety 100 ul kontroli dodatniej i
kontroli ujemnej (tj, rozcienczacza katu H. pylori) do
oddzielnych studzienek paska testowego.

Nanies¢100 pl rozcienczonej prébki katu do osobnych
studzienek paska testowego przy uzyciu dostarczonych
pipet jednorazowego uzytku (najnizszy znacznik na
pipecie).

Do kazdej studzienki nanies¢ 50ul gotowego do uzycia
koniugatu.

Przykry¢ paski przykrywka, delikatnie wstrzgsnaé
mikroptytkg przez 20 sekund, aby zapewni¢ jednorodne
wymieszanie koniugatu z prébka (w tym celu mozna uzyé
wytrzgsarki do ptytek) Poddawac inkubacji w temperaturze
pokojowej przez 60 min.

Etap plukania: Wyla¢ ptynng zawartos¢ studzienek.
Napetni¢ kazda studzienke buforem pluczacym, az po
sam brzeg studzienki (300ul). Powtorzy¢ ten krok 4 razy,
az do uzyskania tgcznie PIECIU powtérzen. Mozna uzy¢
do tego celu automatycznego sprzetu do mycia.

Osuszy¢ paski i ramke delikatnie obstukujgc je na
papierze absorpcyjnym.

D. Inkubacja z substratem TMB

14.

15.

Nanies¢ 100 pl substratu TMB do kazdej studzienki,
zakry¢ paski pokrywka ipozostawi¢ do inkubacji w
temperaturze pokojowej przez 15 minut.

Zatrzymac reakcje dodajgc 100l roztworu
zatrzymujgcego (1M H2S04) do kazdej studzienki.

E. Odczytywanie wynikéw

16.

Okresli¢ wartos¢ absorbancji przy 450/620 nm i zapisaé
wyniki. Odczytywanie wyniku powinno zosta¢ wykonane
nie pozniej niz 10 minut po zatrzymaniu reakcji
chromogeniczne;j.

Uwaga: Przed odczytem nalezy usung¢ wszelkie pecherzyki
powietrza. Spod ptytki ELISA powinien zosta¢ starannie
wytarty.

Procedura testowa do uzytku automatycznego

A. Przygotowanie odczynnikéw
1. Doprowadzi¢ wszystkie sktadniki i probki kliniczne do

temperatury pokojowej. Okresli¢ catkowitg liczbe
badanych prébek. Oprocz prébek do kazdego badania
nalezy uzy¢: jednej studzienki do kontroli ujemnej (w tym
celu nalezy uzy¢ rozcienczacza katu) i jednej studzienki
do kontroli dodatniej

Wyja¢ ptytke do mikromiareczkowania z aluminiowej
saszetki, odcinajgc jeden koniec w poblizu uszczelki.
Pozostawi¢ wymagang liczbe paskéw (w zaleznosci od
liczby badanych prébek) w 96-studzienkowej ramce.
Rozcienczy¢ stezony bufor ptuczacy w stosunku 1/20
wodg podwdjnie demineralizowang lub destylowang. Na
przyktad: aby przygotowa¢ jeden litr buforu ptuczacego,
nalezy doda¢ 50 ml stezonego buforu ptuczgcego do



950 ml  wody podwdjnie  demineralizowanej lub
destylowanej.

B. Przetwarzanie probki

4. Przygotowaé jedng probowke do rozcienczania dla
kazdej badanej probki (uzy¢ probowek zgodnych z
dostepnym sprzetem automatycznym). Doda¢ 1000 uL
rozcienczacza katu H. pylori do kazdej prébowki z
prébka. Podpisa¢ probowke.

5. Stale probki: Za pomoca drewnianego kolektora lub
jednorazowej tyzeczki doda¢ probke katu do probowki.
Przenies¢ ok. 0,2, do 0,3 g probki (ilos¢ odpowiadajaca
rozmiarowi dwéch malych ziarenek grochu) do
odpowiedniej prébéwki. Pomiesza¢ kolektorem w
rozcienczaczu katu H. Pylori, aby usunagé¢ jak najwiecej
prébki i przycisngé kolektor do Scianki prébowki w celu
odci$nigcia pozostatego ptynu.

Ptynne probki: przenies¢ 300 pyL probki do probowki.
Upewnic sie, ze z ptynnej prébki otrzymamy rownomierng
zawiesine.

6. Dokladnie wymiesza¢ probke kalu (za pomoca
vorteksu), aby zapewni¢ jej odpowiednie
przygotowanie.

7. Pozostawi¢ prébowke na co najmniej 10 minut, az do
wytrgcenia sie duzych czastek statych (dekantacja).
Sprawdzi¢, czy utworzony supernatant nie zawiera
duzych czgstek statych. Prébowki nalezy odwirowywaé
przez 30 sek przy 1000 g, jezeli to konieczne.

8. Przenies¢ probowki z probkami do odpowiednich
stojak6w w maszynie automatycznej.

C. Inkubacja probek katu i kontroli z koniugatem

9. Odmierzy¢ za pomocg pipety 100ul kontroli dodatniej i
100ul kontroli ujemnej (tj, rozcienczacza katu H. pylori) do
oddzielnych studzienek paska testowego.

10. Nanies¢100ul rozciehczonej prébki katu na pasek
testowy. Kazda prébka do innej studzienki.

11. Nanies¢ 50ul gotowego do uzycia koniugatu do kazdej
studzienki, delikatnie potrzgsa¢ mikroptytkg przez 10 sek.

12. Podda¢ ptytke inkubacji w temperaturze pokojowej przez
60 minut.

13.Wykona¢ 5 X 350ul cykli ptukania uzywajac wstepnie
rozcienczonego bufora ptuczacego.

14. Wykonac 2 cykle pobierania z zassaniem rozmazu.

D. Inkubacja z substratem TMB

15.Nanies¢ 100ul substratu TMB do kazdej studzienki.
Podda¢ inkubacji w temperaturze pokojowej przez 15
minut.

16. Zatrzymac reakcje dodajac 100ul roztworu
zatrzymujgcego (1M H2S04) do kazdej studzienki.

E. Odczytywanie wynikéw

17. Okresli¢ wartos¢ absorbancji przy 450/620 nm i zapisac
wyniki.

Nalezy pamietaé, ze kazda automatyczna maszyna ma

okreslone polecenia techniczne. Prosze wdrozy¢ dla tego
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zestawu w protokole dziatania zautomatyzowanego sprzetu
procedure automatyzacji firmy Savyon.

Walidacja badan

Aby test byt wazny, muszg zosta¢ spetnione ponizsze
kryteria. Jezeli kryteria te nie sg spetnione, badanie nalezy
uznaé za niewazne i je powtorzyc.

Kontrole ujemne (NC):

Wartos¢ absorbancji powinna wynosi¢ < 0,15 przy 450/620
nm.

Kontrole dodatnie (PC):

Wartos¢ absorbancji powinna wynosi¢ > 0,8 przy 450/620
nm.

Interpretacja wynikow
Spektrofotometryczna podwdjna dtugosc fali przy 450/620 nm

Negatywny: Gestos¢ optyczna prepki < 0,150
Pozytywny: Gestos¢ optyczna prepki = 0,150

Ograniczenia testu

1. Test CoproELISA™ H. pylori wykrywa obecnosé
antygenu H. pylori w probce katu. Przed podaniem
ostatecznej diagnozy lekarz powinien uwzgledni¢
wykrycie antygenu w kale w Swietle historii klinicznej
pacjenta i jego wynikéw. Niemoznos¢ wykrycia antygenu
H. Pylori w probce katu pacjenta nie moze wykluczaé
rzeczywistej choroby, ale moze by¢ spowodowana innymi
czynnikami, takimi jak nieprawidtowe obchodzenie si¢ z
probkami lub przechowywanie stolca. Mozliwe jest
réwniez, ze poziom H. Pylori jest ponizej wykrywalnego
przez ten konkretny zestaw testowy.

2. Test jest jakosciowy, zatem nie nalezy dokonywaé
interpretaciji ilosciowych w odniesieniu do wartosci.

3. Stabilno$¢ H. pylori w prébkach katu moze zostac
zaburzona. Zatem wazne jest, by przechowywaé probki w
temperaturze 2-8° C zaraz po pobraniu. Prébki, ktére nie
zostaty poddane analizie w ciggu 48 godzin mogg zostac
Zamrozone i rozmrozone.

4. Niektore prébki mogg dawac niski poziom wykrywalno$ci.
Przyczyn moze by¢ wiele, jak np. niski poziom obecnosci
bakterii lub obecnos$¢ okreslonych czynnikow w kale,
zaktocajgcych wykrywalnosé immunologiczng testu. W
takiej sytuacji zaleca sie ponowne zbadanie prébek przy
uzyciu Swiezego materiatu.

Charakterystyka dziatania testu

Ocena kliniczna przeprowadzona 2z uzyciem testu
CoproELISA™ H. pylori wykazata, ze test ELISA moze
w sposéb rzetelny i przewidywalny wykrywaé antygen H.
pylori w kale ludzkim u pacjentéw z objawami.

tacznie 145 probek katu zostato przebadanych kliniczne za
pomocy testu CoproELISA™ H. pylori , iporéwnanych z
wynikami komercyjnego zestawu referencyjnego ELISA
zatwierdzonego przez FDA.



Tabla 1:
Zestaw referencyjny ELISA*
pozytywny | negatywny | ogoétem
pozytywny | 91 2 93
CoproELISA™
H. pylori negatywny | 4 48 52
ogotem 95 50 145
* Zestaw ELISA zatwierdzony przez FDA / CE
Czutosé: 96 %, Specyficznos¢ : 96 %
PPV: 98%, NPV: 92%
Reakcyjnos¢ krzyzowa i =zaklécenia w infekcjach

mieszanych

Test CoproELISA™ H. pylori oceniano przy uzyciu klinicznych

probek katu okreslonych jako dodatnie dla réznych
patogendw zotgdkowo-jelitowych. Brak krzyzowej
reaktywnosci  interferencji przez infekcje = mieszane
z ktérymkolwiek ~ z wymienionych ~ ponizej  patogenow
zotgdkowo-jelitowych:

Salmonella spp. Campylobacter, Shigella, Dientamoeba

fragilis, Blastocystis, Giardia lamblia, Entamoeba dispar,
Entamoeba histolytica oraz Clostridium difficile
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