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Przeznaczenie

Zestaw SeroPertussis™ Toxin 1gG jest ilosciowym testem
immunoenzymatycznym (ELISA) do oznaczania swoistych przeciwciat
IgG przeciwko toksynie Bordetella pertussis w surowicy lub osoczu
ludzkim.

Do stosowania w diagnostyce in vitro

Wprowadzenie

Krztusiec (koklusz) jest wysoce zakazng bakteryjng infekcja
drég oddechowych, wywolywang przez Gram-ujemne pateczki
Bordetella pertussis, czynnik chorobotwdrczy wystepujacy wytacznie u
ludzi, ktéry moze zaatakowac¢ osoby w kazdym wieku. Do przeniesienia
drobnoustroju dochodzi poprzez kropelki powietrza wytwarzane
podczas kaszlu lub kichania w wyniku bezposredniego kontaktu z
osobg zakazong. U 90% podatnych na zakazenie cztonkéw rodziny w
nastepstwie kontaktu z chorym rozwinie sie klinicznie istotna choroba.
Pomimo powszechnego od kilkudziesieciu lat uodparniania dzieci,
krztusiec pozostaje jedng z gtdéwnych Swiatowych przyczyn zgonow,
ktéorym mozna zapobiec dzieki szczepieniom (1, 2). Najciezszy
przebieg choroby wystepuje u niezaszczepionych niemowlat i matych
dzieci, ktére stanowig grupe najbardziej narazong na powikfania i
zgony. Choroba ma zwykle fagodniejszy przebieg u miodziezy i
dorostych, ktérzy stanowig rezerwuar i sg zrodtem rozprzestrzeniania
sie choroby na mate dzieci. (3).

Epidemiologia: Krztusiec jest chorobg endemiczng, ale epidemie
wystepujg co 3-5 lat. W USA co roku odnotowuje sie 5000-7000
zachorowan. Stwierdzono, ze 21% dorostych w Stanach
Zjednoczonych z przedtuzajgcym sie kaszlem (trwajgcym >2 tygodni)
chorowato na krztusiec (4). Wedlug szacunkéw WHO w 2008 r. na
Swiecie wystagpito okoto 16 milionéw przypadkéw krztusca, z czego
95% w krajach rozwijajgcych sig
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krajow, a okoto 195 000 dzieci zmarto z powodu tej choroby (5). Od
2011 r. w réznych regionach $wiata, nawet w tych, w ktérych liczba
szczepien utrzymywata sie na wysokim poziomie, wielokrotnie
odnotowywano wzrost liczby zachorowan na krztusiec. W Europie
sytuacja rozwija sie podobnie, w wielu krajach obserwuje sie¢ wzrost
liczby zachorowan, gtéwnie u niemowlgt, mtodziezy i dorostych (6).

Uodpornianie i szczepienia: Niewiele wiadomo na temat czasu
trwania ochrony po szczepieniu przeciwko krztuscowi w krajach
rozwijajgcych sie, natomiast w kilku badaniach przeprowadzonych w
krajach uprzemystowionych wykazano, ze ochrona stabnie po 4-12
latach (7, 8). Zakazenie u oséb zaszczepionych wywotuje tagodniejsza,
nieswoistg chorobe, bez klasycznych objawow klinicznych krztusca i
wystepuje tylko w 6% przypadkoéw; zamiast tego choroba
charakteryzuje sie nieswoistym, przedtuzajgcym sie kaszlem,
trwajgcym od kilku tygodni do kilkku miesigcy. Z powodu tych
nietypowych objawéw krztusiec jest niedostatecznie diagnozowany u
dorostych i mtodziezy, ktérzy moga by¢ rezerwuarem zakazenia dla
nieszczepionych niemowlat (4, 6, 9).

Zarzadzanie: Wczesne leczenie przeciwbakteryjne zmniejszy
nasilenie objawow i ograniczy okres przenoszenia choroby. Szybka
identyfikacja przypadkéw moze poméc w zapobieganiu zakazeniom u
0s6b nieszczepionych lub niedostatecznie zaszczepionych poprzez
szczepienia lub profilaktyke antybakteryjng.

Diagnostyka krztusca: Diagnostyka laboratoryjna krztusca moze by¢
przeprowadzona bezposrednio (reakcja tancuchowa polimerazy lub
hodowla) lub posrednio za pomocag testéw serologicznych, ktore
mierzg reakcje swoistych przeciwciat. Poniewaz bakterie bytujg w
gornych drogach oddechowych przez pierwsze trzy tygodnie
zakazenia, mozna je wykry¢ w tym okresie tylko metodami
bezposrednimi (10, 11, 12).

Zalecane s3 testy serologiczne oparte na metodzie ELISA, majace na
celu wykrycie przeciwciat toksyny krztuscowej, poniewaz takie metody
pozwalajg na rozréznienie zakazenia B. pertussis i B. parapertussis
(13). W przypadku diagnostyki serologicznej, znaczaca zmiana 22-
krotna w przeciwciatach przeciwko toksynie krztuscowej (wzrost lub
spadek poziomu IgG) w sparowanych surowicach bytaby najbardziej
wiarygodnym wskaznikiem aktualnego ostrego zakazenia przy braku
niedawnego szczepienia w ciggu ostatniego roku (13, 14). Jednak z
réznych powoddéw najczesciej stosuje sie jednopunktowe badanie
serologiczne (13, 14, 15, 16). Stezenia przeciwciat przeciwko
antygenom B. pertussis powinny by¢ wyrazone ilosciowo w
jednostkach miedzynarodowych na mililitr (IU/ml), poniewaz dostepne
sg preparaty referencyjne.

SeroPertussis™ Toxin IgG wykorzystuje oczyszczong toksyne
krztuscowg jako antygen, umozliwiajgc ilosciowe oznaczenie
przeciwciat IgG przeciwko toksynie krztuscowej zgodnie z pierwszym
Miedzynarodowym Standardem WHO (WHO International Standard
Pertussis Antiserum, human,’s' IS NIBSC Code 06/140) (17).
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Zasada badania

Ptytki mikrotitracyjne  SeroPertussis™ Toxin sg pokryte
wzbogacong frakcjg wysoce oczyszczonej toksyny Bordetella
pertussis.

Surowica, ktéra ma by¢ testowana jest rozcieficzana w stosunku
1/101 i inkubowana na ptytce SeroPertussis™ Toxin. W tym
etapie swoiste przeciwciata dla toksyny B. pertussis sg wigzane
z unieruchomionymi antygenami.

Nieswoiste przeciwciata sg usuwane przez ptukanie.

Dodaje sie anty-ludzka IgG sprzezong z peroksydaza chrzanowa
(HRP). Na tym etapie koniugat HRP jest wigzany ze wstgpnie
zwigzanym kompleksem antygen-przeciwciato.

Niezwigzany koniugat jest usuwany przez ptukanie.

Dodaje sie substrat TMB, ktory jest hydrolizowany przez
peroksydaze, dajac niebieski roztwoér zredukowanego substratu.
Po dodaniu roztworu zatrzymujacego kolor niebieski zmienia sie
na zotty, a absorbancje nalezy odczyta¢ za pomocg czytnika
ELISA przy dtugosci fali 450/620nm.

Absorbancja jest proporcjonalna do poziomu swoistych
przeciwciat, ktére sg zwigzane z optaszczonymi antygenami.

Podsumowanie procedury: Recznaautomatyczna

Doda¢ 100 pl kazdego kalibratora gotowego do uzycia (RTU) C30,
C60, C120 oraz 100 pl kontroli ujemnej, kontroli dodatniej i probek

rozcienczonych w stosunku 1/101 do studzienek ptytek

mikrotitracyjnych pokrytych swoistymi biatkami toksyny krztusca o

wiasciwosciach immunodominujgcych

Przykry¢ ptytke i inkubowa¢ przez 1 godzine w temperaturze 37°C

przy 100% wilgotnosci
Przeptukaé 5 razy buforem do ptukania

Doda¢ 100 pl koniugatu RTU-HRP
{

Przykry¢ plytke i inkubowac przez 1 godzine w temperaturze 37°C

przy 100% wilgotnosci
|

Przeptukaé 5 razy buforem do ptukania
|
Doda¢ 100 pl substratu TMB
|

Przykry¢ ptytke i inkubowac¢ 15 minut w temperaturze pokojowe;j

{

Dodaj 100 pl roztworu zatrzymujgcego
Odczyta¢ absorbancje przy 450/620nm
|2

Obliczanie i interpretacja wynikéw

*Procedura automatyczna:
Inkubacja prébki: 25 minut w RT, nastepnie dodatkowa inkubacja
przez 35 minut w 35°C.

Inkubacja koniugatu: 15 minut w RT, nastepnie dodatkowa inkubacja

przez 35 minut w 35°C.
Etapy ptukania 5 cykli ptukania.

Zawartos¢ zestawu do uzytku recznego i

Zestaw testowy do 96 oznaczen; nr kat. Nr 1231-01.

1

Ptytka mikrotitracyjna pokryta antygenem toksyny B.
pertussis:
96 studzienek (8x12) optaszczonych oczyszczonym antygenem
toksyny Bordetella pertussis, zapakowanych w aluminiowg
saszetke zawierajgca Srodek osuszajacy.

1 ptytka
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10.

11

12.
13.
14.

Stezony bufor do ptukania (20X): Bufor PBS - Tween. Zawiera
mniej niz 0,05% prokliny jako srodka konserwujacego.
1 butelka, 100 ml
Rozcienczalnik do surowicy: Gotowy do uzycia roztwor
buforowy zawiera mniej niz 0,05% prokliny jako $rodka
konserwujgcego.
2 butelki, 60 ml
Kontrola pozytywna: Gotowa do uzycia dodatnia surowica
ludzka B. pertussis Toxin 1gG. Zawiera $rodki konserwujgce
niezawierajace rteci i azydkow.
1 fiolka, 2 ml
Kontrola negatywna: Gotowa do uzycia negatywna surowica
ludzka B. pertussis Toxin 1gG. Zawiera $rodki konserwujgce
niezawierajgce rteci i azydkow.
1 fiolka, 2 ml
Kalibrator C30: Gotowy do uzycia kalibrator zawierajgcy 30
IU/ml  (arbitralnych jednostek migedzynarodowych) ludzkich
swoistych przeciwciat 1gG przeciwko toksynie B. pertussis
Zawiera $rodki konserwujgce niezawierajgce rteci ani azydkow.
1 fiolka, 2 ml
Kalibrator C60: Gotowy do uzycia kalibrator zawierajgcy 60
IU/ml  (arbitralnych jednostek migdzynarodowych) ludzkich
swoistych przeciwciat 1IgG przeciwko toksynie B. pertussis .
Zawiera $rodki konserwujgce niezawierajgce rteci i azydkow.
1 fiolka, 2 ml
Kalibrator C120: Gotowy do uzycia kalibrator zawierajgcy 120
IU/ml  (arbitralnych jednostek miedzynarodowych) ludzkich
swoistych przeciwciat 1IgG przeciwko toksynie B. pertussis .
Zawiera $rodki konserwujgce niezawierajgce rteci i azydkow.
1 fiolka, 2 ml
Koniugat HRP: Gotowy do uzycia koniugat peroksydazy
chrzanowej (HRP) z przeciwludzkg IgG (y specyficzne dla
tancucha). Zawiera $rodki konserwujgce niezawierajgce rteci i
azydkow.
1 butelka, 15 ml
Substrat TMB: Gotowy do uzycia roztwoér. Zawiera 3, 3', 5, 5' -
Tetrametylobenzydyne jako chromogen i nadtlenek jako substrat.
1 butelka, 16 ml
Roztwor zatrzymujacy: Gotowy do uzycia roztwor. Zawiera 1M
H2S0a.
1 butelka, 16 ml

Pokrywa ptytki: 1szt.
Instrukcja obstugi: 1
CD 1

Wymagane materialy, ktére nie sg dostarczane

=

O N O AW

10.

Czyste probdéwki do rozcienczania surowic pacjentow.
Regulowane mikropipety i pipety wielokanatowe (zakresy 5- 50,
50-200 i 200-1000ul) oraz kofcowki jednorazowe.

Kolba pomiarowa o pojemnosci jednego litra.

Jeden cylinder miarowy o pojemnosci 50 ml.

Butelka do ptukania.

Papier chtonny.

Mieszadto Vortex

taznia wodna o temperaturze 37°C z pokrywkg lub komora
wilgotnosciowa umieszczona w inkubatorze o temperaturze
37°C.

Czytnik ELISA z filtrami 450 i 620 nm.

Woda destylowana lub podwdjnie dejonizowana.

| Ostrzezenia i Srodki ostroznosci

Do stosowania w diagnostyce in vitro

1.

Ten zestaw zawiera surowice ludzkie, kidre zostaty
przetestowane przy uzyciu technik zatwierdzonych przez FDA i
CE i zostaly uznane za negatywne pod wzgledem obecnosci
HBsAg oraz przeciwciat HCV i HIV.



Poniewaz zadna znana metoda nie daje catkowitej pewnosci, ze
produkty pochodzgce z krwi ludzkiej nie przenoszg zakazenia,
wszystkie sktadniki krwi ludzkiej dostarczone w tym zestawie
muszg byc¢ traktowane jako potencjalnie zakazna surowica lub
krew zgodnie z zaleceniami opublikowanymi w podreczniku
CDC/NIH "Biosafety in Micro Biological and Biomedical
Laboratories, 1988".

2. Roztwor substratu TMB jest materiatem draznigcym skore i blony
Sluzowe. Unika¢ bezposredniego kontaktu.

3. Wszystkie elementy tego zestawu zostaly skalibrowane i
przetestowane w poszczegdlnych partiach. Nie zaleca sie
mieszania skladnikow z réznych partii, poniewaz moze to mie¢
wptyw na wyniki.

4. Rozcienczony kwas siarkowy (1M H2S04) jest s$rodkiem
draznigcym dla oczu i skéry. W przypadku kontaktu z oczami,
natychmiast przemy¢ miejsce kontaktu wodg i skonsultowac sie
z lekarzem.

Przechowywanie i trwatos¢é odczynnikéw

1.  Wszystkie dostarczone odczynniki powinny byé przechowywane
w temperaturze 2-8°C. Nieotwarte fiolki z odczynnikami
zachowujg trwato$¢ do daty waznosci podanej na opakowaniu
zestawu. Wystawienie oryginalnie zamknigtych lub
zapieczetowanych elementéw na dziatanie temperatury
otoczenia przez kilka godzin nie spowoduje uszkodzenia
odczynnikéw. NIE ZAMRAZAC!

2. Po otwarciu zestawu jego okres przydatnosci wynosi 90 dni.

3. Niewykorzystane paski nalezy ponownie zamkna¢ w aluminiowej
saszetce z kartg osuszajgcg, zwijajgc otwarty koniec i szczelnie
zaklejajgc taSma na catej dtugosci otworu.

4.  Podczas przechowywania w niskiej temperaturze w 20-krotnie
stezonym buforze do ptukania moga tworzy¢ sie krysztaty, co jest
catkowicie normalne. Przed rozcienczeniem ponownie rozpuscic
krysztaly, ogrzewajgc bufor do temperatury 37°C. Po
rozcienczeniu roztwér moze by¢ przechowywany w temperaturze
2- 8°C do dwudziestu jeden dni.

Pobieranie surowicy

Przygotowaé surowice z aseptycznie pobranych probek, stosujgc
standardowe techniki. Nie nalezy stosowac surowic inaktywowanych
termicznie. Nie zaleca sie stosowania surowic lipemicznych, metnych
lub zanieczyszczonych. Czastki state i osady w surowicy moga
powodowa¢ btedne wyniki. Takie probki powinny by¢ przed badaniem
oczyszczone przez odwirowanie lub filtracje.

Przechowywanie prébek

Prébki powinny by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C i zbadane
w ciggu 7 dni (zaleca sie dodanie 0,1% azydku sodu). Jesli
przewidywany jest dituzszy okres przechowywania, nalezy pobrac i
przechowywaé¢ prébki w temperaturze ponizej -20°C. Unikaé
wielokrotnego rozmrazania i zamrazania.

Procedura testowa reczna

A. Przygotowanie odczynnikéw

1 Doprowadzi¢ wszystkie sktadniki i badane prébki kliniczne do
temperatury pokojowej. Przed uzyciem delikatnie wymieszac
kalibratory (C30, C60, C120), kontrole ujemng, kontrole dodatnig
i probki kliniczne.

2 Okresli¢ catkowitg liczbe prébek do badan. Oprécz probek, w
kazdym badaniu nalezy uwzgledni¢ nastepujace elementy: Trzy
studzienki z kalibratorami (C30, C60, C120) i jedna studzienka z
kontrolg ujemng. Badanie kontroli dodatniej jest opcjonalne.
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3 Wyja¢ plytke mikrotitracyjng z aluminiowego woreczka,
przecinajac jeden koniec w poblizu zgrzewu. Pozostawi¢
wymagang liczbe paskéw (zgodng z liczbg probek do badan) w
ramce z 96 studzienkami.

Niewykorzystane paski nalezy ponownie zamkng¢ w aluminiowej
saszetce z kartg osuszajgcg, zwijajgc otwarty koniec i szczelnie
zaklejajac tasma na catej dtugosci otworu.

4 Rozcienczy¢ stezony bufor do ptukania w proporcji 1/20 w
podwdjnie dejonizowanej lub destylowanej wodzie. Na przykiad,
aby przygotowac jeden litr buforu do ptukania, nalezy doda¢ 50
ml stezonego buforu do ptukania do 950 ml wody podwdjnie
dejonizowanej lub destylowane;j.

B. Inkubacja prébek surowicy i kontrole
Rozciefnczy¢ kazdg surowice pacjenta w stosunku 1/101 za
pomoca dostarczonego rozcienczalnika surowicy w nastepujacy
sposob: Doda¢ 10 pul surowicy pacjenta do 1000pl
rozcienczalnika surowicy.
6  Wprowadzi¢ 100ul kazdego z trzech kalibratorow C30, C60,
C120), kontroli ujemnej, kontroli dodatniej i prébek surowicy do
oddzielnych studzienek paska testowego.
Przykry¢ paski pokrywg ptytki i inkubowac przez 1 godzing w
temperaturze 37°C w komorze wilgotnosciowej.
Wyla¢ ptynng zawarto$¢ studzienek.
Etap ptukania:
Ptukanie reczne:
Wypetni¢ kazdg studzienke buforem ptuczgcym do konca
studzienki i wyla¢ ptyn, powtdrzy¢ te czynnos¢, aby uzyskaé
w sumie 5 etapdéw ptukania.
Ptukanie automatyczne:
Wypetni¢ kazdg studzienke 350 ml buforu do ptukania i
wylac ptyn, powtoérzy¢ te czynnosé, aby uzyskac¢ w sumie 5
etapow ptukania.
10 Osuszy¢ paski i ramke, delikatnie stukajgc nimi o czysty papier
chtonny.

©

C. Inkubacja z koniugatem

11 Do kazdej studzienki wprowadzi¢ 100ul gotowego do uzycia
koniugatu HRP.

12 Przykryé paski pokrywag ptytki i inkubowaé przez 1 godzineg w
temperaturze 37°C w komorze wilgotnosciowej.

13 Wylac ptynng zawartosc¢ i przeptuka¢ w sposéb opisany w punktach
9-10.

D. Inkubacja z substratem TMB

14 Do kazdej studzienki natozy¢ 100ul substratu TMB, przykry¢ paski
pokrywa i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 15 minut.

15 Zatrzymaé reakcje, dodajgc 100l roztworu zatrzymujgcego (1M
H2S04) do kazdej studzienki.

E. Oznaczanie wynikéw
16 Oznaczy¢ absorbancje przy dtugosci fali 450/620nm i zapisaé
wyniki. Oznaczanie nie powinno trwa¢ dtuzej niz 30 minut od
zatrzymania reakcji chromogeniczne;.
e Uwaga: Przed odczytem nalezy usung¢ wszelkie pecherzyki
powietrza. Nalezy doktadnie wytrzec¢ dno ptytki ELISA.

Procedura testowa automatyczna

Fiolki i objeto$¢ odczynnika zostaly dostosowane do zastosowan w
automatyce.
A. Przygotowanie odczynnikow
1. Doprowadzi¢ wszystkie sktadniki i badane probki kliniczne do
temperatury pokojowej. Dobrze wymiesza¢ kalibratory (C30,



C60, C120), kontrola ujemna, kontrola dodatnia i prébki kliniczne Nalezy pamietac, ze kazdy automat posiada specyficzne

przed uzyciem. polecenia techniczne. Procedure automatyzacji Savyon dla
2. Okreslic catkowitg liczbe probek do badan. Oprocz probek, w tego zestawu nalezy wdrozy¢ do protokofu operacyjnego
kazdym badaniu nalezy uwzgledni¢ nastepujgce elementy: Trzy automatu.

studzienki z kalibratorami (C30, C60, C120) i jedna studzienka z
kontrolg ujemng. Badanie kontroli dodatniej jest opcjonalne.

3. Wyjac¢ plytke mikrotitracyjng z aluminiowego woreczka, przecinajac
jeden koniec w poblizu uszczelki. Pozostawi¢ wymagang liczbe
paskow (zgodng z liczbg probek do badan) w ramce z 96 dotkami.

4. Rozcienczyé stezony bufor do ptukania w proporcji 1/20 w
podwdjnie dejonizowanej lub destylowanej wodzie. Na przyktad,
aby przygotowac jeden litr buforu do ptukania, nalezy doda¢ 50 ml
stezonego buforu do ptukania do 950 ml wody podwdjnie

Walidacja testu

Aby test byt wazny, muszg by¢ spetnione nastepujgce kryteria. Jesli te
kryteria nie sg spetnione, test nalezy uzna¢ za niewazny i powtorzyc.
1. C120: OD > 1.3

C60: OD = 0.9

C30: 0D 20,5

dejonizowanej lub destylowanej. 2. Stosunek OD C120/ OD C60: >1,3
3. Stosunek OD C60/OD C30: >1,3
B. Inkubacja prébek surowicy i kontrole 4, Opc‘jonallni_e_: Kontrola_pozytym{na: > 100 IU/ml (patrz rozdziaty:
S . . . Obliczanie i interpretacja wynikow testu)
5. Rozcienczy¢ surowice kazdego pacjenta w stosunku 1/101 w ) . . .
tepujacy sposob: 5. Kontrola nggatyvyng. <15 IU/ml (patrz rozdziaty - Obliczanie i
nastepujq 'y o . . . L interpretacja wynikow testu)
e Dozowa¢ 750ul rozcienczalnika surowicy do kazdej probowki z
probka. o o , Obliczanie wynikéw badan
e Aspirowa¢ 250ul rozcienczalnika surowicy i 10ul surowicy
paCJerjta. . o o L W celu szybkiego obliczenia i interpretacji wynikow testu nalezy
e Doda¢ 260pl (1:26 wstepnie rozcienczonej probki) do kazdej uzyé pliku " MASTER INTERPRETATION FOR SEROPT" (patrz
probéwki z probkami (objetos¢ koncowa 1010ul w kazdej zataczony dysk)
probéwce z prébkami).
6. Wprowadzi¢ po 100ul kontroli ujemnej, kontroli dodatniej, trzech OBLICZANIE WYNIKOW TESTU MOZNA ROWNIEZ WYKONAG
kalibratoréw (C30, C60, C120) i probek surowicy rozcienczonych w PRZEZ:
stosunku }:101 do osopnych studzienek na pasku .testqum. 1. Metodareczna, z uzyciem kwadratowego papieru milimetrowego:
7. Inkubowaé przez 25 minut w temperaturze pokojowej (22-28°C). i. Wykreslié wartosci absorbancji (OD) 3 kalibratoréw (C30,
Czas inkubacii jest liczony od momentu dozowania pierwszej fiolki, C60 i C120) na osi X w stosunku do ich stezenia (j.m./ml) na
jak wskazano w programie automatyzacji: "Czas inkubacji od osi Y.

poczatku poprzedniego etapu badania. Po inkubacji w i
temperaturze 22-28°C kontynuowa¢ inkubacje przez 35 minut w badanych wartosci prébek (w j.m./ml) z kazdej zmierzonej
temperaturze 35°C. , absorbancji (patrz przyktad 1).
8. Nalezy wyeliminowac dryf oznaczer spowodowany tq operacja. 2. Metoda komputerowa z wykorzystaniem programu MS-Excel:
9. Etap ptukania: Wykonaé 5 cykli ptukania po 500 pl z uzyciem i Otworzy¢ arkusz kalkulacyjny MS-Excel
buforu do phukania Savyon. ii. W kolumnie B zaznaczy¢ wartosci trzech kalibratoréw (30,

10.Wyk0naé 2 Cykle aSpiraCji, aby odessac¢ resztki p*ynu z fiolki, 60, 120)’ a w kolumnie A dodaé OdeWiadaque im wartosci
zgodnie ze wskazaniami programu automatyzacji: "Wykonac 2 oD.

cykle aspiracji bez zasysania. Tryb niepeinej plytki: utrzymanie
czasu petnej ptytki"

Korzystajgc z krzywej wzorcowej, interpolowaé stezenie

ii.  Klikng¢ ikone wykresu [;]i wybra¢ wykres rozproszony.
Wykresli¢ wykres wiersza B wzgledem wiersza A.

. . iv.  Klikng¢ prawym przyciskiem myszy na jeden z wykreslonych
C.Inkubacja z koniugatem symboli i wybierz "Dodaj linie trendu...".

Kazda fiolka Koniugatu HRP moze byc¢ uzyta tylko dwa razy V. W zakfadce "Typ" wybierz "Zasilanie", a w zaktadce "Opcje”
11.Do kazdej studzienki wprowadzi¢ 100ul gotowego do uzycia wybierz "Wyswietl réwnanie na w tabeli

koniugatu HRP. Klikng¢ przycisk "OK".
12.Inkubowaé przez 15 minut w temperaturze pokojowej (22-28°C).

Czas inkubacii jest liczony od momentu dozowania pierwszej prébki

fiolki, jak wskazano w programie automatycznym: "Czas inkubaciji

od poczatku poprzedniego etapu badania. Po Vi. Roéwnanie w postaci Y = aX" zostanie
wys$wietlone
inkubacji w temperaturze 22-28°C kontynuowa¢ przez 35 minut w gdzie Y odpowiada stezeniu PT w
temperaturze 35°C. IU/mL i X do ODuso/e20. Korzystajgc z tego réwnania, nalezy
13. Przeptukac¢ w sposéb opisany w punktach 8-9. obliczy¢ stezenie PT na podstawie wartosci OD dla kazdej

probki (patrz przyktad 1).

D. Inkubacja z substratem TMB

14. Do studzienki wprowadzi¢ 100ul substratu TMB i inkubowaé¢ w
temperaturze pokojowej (22-28°C) przez 15 minut. Czas inkubacji
jest liczony od momentu dozowania pierwszej fiolki, jak wskazano
w programie automatyzacji: "Czas inkubacji od poczatku
poprzedniego etapu badania"

15. Zatrzymac¢ reakcje, dodajgc 100ul roztworu zatrzymujgcego (1M
H2S04) do kazdej studzienki.

Przykiad 1. Interpolacja wynikow:

Odczyta¢ warto$¢ absorbancji probki (X1) i zaznaczy¢ jg na osi X.
Od tego punktu narysowac¢ pionowa lini¢ do krzywej kalibracyjnej,
a od punktu przeciecia narysowac linie pozioma do osi Y.
Odczytac¢ stezenie probki w 1U/ml.

E. Oznaczanie wynikow

16. Oznaczyé absorbancje przy dtugosci fali 450/620nm i zapisa¢
wyniki. Oznaczanie nie powinno trwac¢ dtuzej niz 30 minut od
zatrzymania reakcji chromogenicznej
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Kalibrator OD 450/620 19G 1U/ml
C30 1,221 30
C60 1,852 60
C120 2,731 120
Prébka X1=2.235 Y1=84

Kalibracja Sero Pertussis Toxin IgG

120
r y =21.109x17214
2,731

90 Y1

60 1
£ ! 852
)
= 30

0
1be 150 266 256 300

Absorbancja 450/620

Excel: (Y) =21.109*2.2351.7214

| Interpretacja wynikow

1. Waznos¢ wynikow probki: Jesli ODasoe20 danej prébki
wynosi > 3,0, zaleca sie ponowne zbadanie probki w
rozcienczeniu 1:404. Wynik w IU/ml dla tej prébki nalezy
nastepnie pomnozy¢ przez wspofczynnik 4.

2. Wartos¢ graniczna: Zgodnie z najnowszg literaturg i
zaleceniami laboratoriéw referencyjnych z catej UE (16, 17)
firma Savyon Diagnostics zaleca nastepujgcg interpretacje
wynikow:

1gG IU/ml Wynik Interpretacja

Brak wskazan w
przypadku ostrego
zakazenia

<40 IU/ml Negatywny

Mozliwa infekcja;
ponowne badanie IgG
za 2-4 tygodnie lub
badanie poziomu IgA

>40 do <100 IU/ml Posrednia

Wskazanie na ostre
zakazenie lub
niedawny kontakt (w
przypadku braku
niedawnego
szczepienia)

>100 1U/ml Pozytywny

3. Badanie préobek surowicy ozdrowiencéw: Jesli nie mozna
ustali¢ rozpoznania z catg pewnoscig na podstawie jednej prébki
surowicy (zakres posredni), ale uwaza sie to za konieczne ze
wzgledu na objawy kliniczne, firma Savyon Diagnostics zaleca
ponowne zbadanie drugiej prébki surowicy (ozdrowienca)
pobranej 2-4 tygodnie pdzniej (13,15). W najnowszej literaturze
zaleca sie, aby > 2-krotna zmiana poziomu IgG wskazywata na
aktualne ostre zakazenie (13, 14).

4. Badanie IgA i profilowanie przeciwciat: W przypadku braku
dostepnosci drugiej probki surowicy i w celu uzyskania petnego
profilu przeciwciat firma Savyon Diagnostics zaleca réwniez
badanie poziomu IgA (13,15):
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IgG IgA Interpretacja
Brak wskazan do
Negatywny Negatywn zakazenia B. pertussis
y (patrz  ograniczenia
testu)
Posrednia Negatywn Brak niedawnego
y zakazenia
Sredni lub Pozvt Wskazanie
ujemny ozytywn niedawnego
y zakazenia
Negatywny Wskazanie
Pozytywny lub niedawnego
pozytywny zakazenia

Ograniczenia testu

1

Zaden pojedynczy test serologiczny nie powinien byé stosowany
do ostatecznej diagnozy. Nalezy wzig¢ pod uwage wszystkie
dane kliniczne i laboratoryjne.

Prébki pobrane zbyt wczesnie podczas pierwotnego zakazenia
moga nie zawiera¢ wykrywalnych przeciwciat. Jezeli podejrzewa
sie B. pertussis, nalezy pobra¢ drugg probke 2-4 tygodnie pézniej
i zbadac jg réwnolegle z prébka pierwotna.

W przypadku podejrzenia zakazenia u niemowlgt ponizej 6
miesigca zycia nalezy wykona¢ inne badanie (hodowla, PCR),
poniewaz u dzieci ponizej 6 miesigca zycia rzadko dochodzi do
wytworzenia przeciwciat.

Nie nalezy przeprowadza¢ diagnostyki serologicznej w kierunku
zakazenia B. pertussis, jezeli szczepienie miatlo miejsce w
okresie krotszym niz 1 rok.

Wiasciwosci uzytkowe

Precyzja
Precyzja w obrebie badania:
Prébka Liczba Srednia CV%
powtérzen wartosé
oD
1201U/m 10 119 3,5
301U/ml 10 32 7,1
Precyzja pomiedzy badaniami:
Prébka Liczba Srednia CV%
powtorzen Wartos¢
ODm
1201U/ml 10 122 6,3
301U/ml 10 30 9,4
| Bibliografia
1. Pertussis vaccines: WHO position paper. Weekly epidemiological record;

No. 40; 2010, 85: 385-400; www.who.int/wer Tan T, Trindade E,
Skowronski D. Epidemiology of pertussis. Pediatr. Infect. Dis. J. 24; 2005,
10-18.

Munoz FM. Pertussis in infants, children, and adolescents: diagnosis,
treatment, and prevention. Semin. Pediatr. Infect. Dis. 17; 2006, 14-19.
Mattoo S. & Cherry JD. Molecular pathogenesis, epidemiology, and
clinical manifestations of respiratory infections due to Bordetella pertussis
and other Bordetella subspecies; Clin. Microbiol. Rev. 2005; 18:362-82.
Black RE, Allen LH, Bhutta ZA, Caulfield LE, de Onis M, Ezzati M, Mathers
C, Rivera J. for the Child Health Epidemiology Reference Group of WHO
and UNICEF; Global regional and



10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.

43

national causes of child mortality in 2008: a systematic analysis; Lancet.
2010; 375: 1969-1987.

Zepp F, Heininger U, Mertsola J, Bernatowska E, Guiso N, Roord J, Tozzi
AE, Van Damme P. Rationale for pertussis booster vaccination throughout
life in Europe; Lancet Infect. Dis. 2011; 11: 557-70.

Wendelboe AM, Van Rie A, Salmaso S, Englund JA. Duration of immunity
against pertussis after natural infection or vaccination. Pediatric Infectious
Disease Journal; 2005, 24 (Suppl. 5): S58-S61.

The Global Pertussis Initiative Meeting report from the Fourth Regional
Roundtable Meeting, France, April 14-15; Human Vaccines. 2010; 7:4,
481-488.

Srugo |, Benilevi D, Madeb R, Shapiro S, Shohat T, Somekh E, Rimmar
Y, Gershtein V, Gershtein R, Marva E, Lahat N. Pertussis Infection in Fully
Vaccinated Children in Day-Care Centers, Israel; Emerging Infectious
Diseases. 2000; Vol. 6, No. 5 September-Oct.

HPA Guidelines for the Public Health Management of Pertussis.
www.hpa.org.uk. October 2012.

Riffelmann M, Wirsing von Kénig CH, Caro V, Guiso N; Pertussis PCR
Consensus Group. nucleic acid amplification tests for diagnosis of
Bordetella infections. J. Clin. Microbiol. 2005; 43(10): 4925-9

ECDC TECHNICAL DOCUMENT; Guidance and protocol for the use of
real-time PCR in laboratory diagnosis of human infection with Bordetella
pertussis or Bordetella parapertussis; Version 1.0, September 2012.
Guiso N, Berbers G, Fry NK, He Q, Riffelmann M, Wirsing von Konig CH;
EU Pertstrain group EU Pertstrain group. What to do and what not to do in
serological diagnosis of pertussis: recommendations from EU reference
laboratories; Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis. 2011; 30: 307-312.

André P, Caro V, Njamkepo E, Wendelboe AM, Van Rie A, Guiso N
Comparison of serological and real-time PCR assays to  diagnose
Bordetella pertussis infection in 2007. J Clin Microbiol; 2008,
46(5):1672-1677

Riffelmann M, Thiel K, Schmetz J, Wirsing von Koenig CH. Performance
of Commercial Enzyme-Linked Immunosorbent Assays for Detection of
Antibodies to Bordetella pertussis. J. Clin. Micro. 2010; 48(12); 4459-
4463.

Xing D, Markey K, Newland P, Rigsby P, Hockley J, He Q. EUVAC. NET
collaborative study: evaluation and standardization of serology for
diagnosis of pertussis. J. Immunol. Methods. 2011; 372(1-2): 137-45
Xing D, Wirsing von Kdnig CH, Newland P, Riffelmann M, Meade BD,
Corbel M, Gaines-Das R. Characterization of reference materials
for human antiserum to pertussis antigens by an international collaborative
study. Clin. Vaccine Immunol. 2009; 16(3): 303—-311.

Europejski upowazniony przedstawiciel: Obelis s.a.
Boulevard Général Wahis 53, B-1030 Bruksela, Belgia Tel:
+32.2.732.59.54 Fax: +32.2.732.60.03

E-mail:mail@obelis.net

Limit temperatury

Nalezy zapoznac sie z
instrukcjag obstugi

Wyréb medyczny do
diagnostyki in vitro

Producent

Upowazniony przedstawiciel
europejski

1 E B =~

P

M1231-01PL 01-07.2022



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zepp%20F%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Heininger%20U%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mertsola%20J%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernatowska%20E%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guiso%20N%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roord%20J%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tozzi%20AE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tozzi%20AE%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20Damme%20P%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21600850
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wendelboe%20AM%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=15876927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Van%20Rie%20A%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=15876927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Salmaso%20S%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=15876927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Englund%20JA%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=15876927
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Srugo%20I%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Benilevi%20D%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Madeb%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shapiro%20S%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shohat%20T%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Somekh%20E%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rimmar%20Y%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rimmar%20Y%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gershtein%20V%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gershtein%20R%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marva%20E%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lahat%20N%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=10998384
http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol6no5/srugo.htm
http://www.cdc.gov/ncidod/eid/vol6no5/srugo.htm
http://www.hpa.org.uk/
http://www.hpa.org.uk/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riffelmann%20M%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=16207944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wirsing%20von%20König%20CH%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=16207944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Caro%20V%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=16207944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guiso%20N%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=16207944
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pertussis%20PCR%20Consesus%20Group%5bCorporate%20Author%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pertussis%20PCR%20Consesus%20Group%5bCorporate%20Author%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guiso%20N%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berbers%20G%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fry%20NK%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20Q%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riffelmann%20M%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wirsing%20von%20König%20CH%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wirsing%20von%20König%20CH%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21069406
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=EU%20Pertstrain%20group%5bCorporate%20Author%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xing%20D%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21782823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Markey%20K%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21782823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Newland%20P%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21782823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rigsby%20P%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21782823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hockley%20J%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21782823
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=He%20Q%5bAuthor%5d&cauthor=true&cauthor_uid=21782823
mailto:mail@obelis.net

