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Pyloriset® EIA-A IlI

1. URCENY UCEL POUZITI

Pyloriset EIA-A 11l je enzymoimunoanalyza k detekci a meéteni IgA protildtek proti
Helicobacter pylori v lidském séru jako pomoc pri diagnostikovani infekce Helicobacter
pylori. Vyrobek je urcen pro testovani pacientit se symptomy nemoci gastrointestinalniho
traktu a jejich nasledného sledovani po farmakologicke [écbé.

PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

2. UvVOD

V roce 1983 Marshall Warren vykultivoval novy patogen z pacientii s gastritidou™ Od té
doby studie ukézaly, Ze Helicobacter pylori zpasobuje chronickou gastritidu®
a Ze je spojitost mezi H. pylori infekci a peptickymi viedy>*°. H. pylori infekci ma témgi
100% pacienti s duodendlnim viedem®’ a 70% z t&ch, ktefi maji gastricky vied?®®.

H. pylori byl detekovén u asi 8 pacientii z deseti s rakovinou zaludku'®** a infekce byla
klasifikovana jako karcinogenni®?,

Jakmile je diagnostikovana infekce Helicobacter pylori, pacient miZe byt lé&cen
antimikrobinimi Iéky. Usp&ch eradikace H. pylori vede k vymizeni gastrického zanstu®.
Eradikace H. pylori u pacienti sduodenalnim viedem vede ke zhojeni viedu
ak redukci poctu viedovych relapsi'**.

Pro diagnostiku H. pylori infekce jsou nyni dostupné nékteré techniky jak invazivni,
tak neinvazivni. Invazivni metody vyZaduji sbér vice malych mnoZstvi bioptickych
vzorka odebranych béhem endoskopie horniho gastrointestindlniho traktu. H. pylori je
identifikovan kultivaci, histologickou zkouskou nebo ureazovym testem bioptickych
vzorku. Ackoliv jsou béZzné pouzivény, invazivni metody jsou spiSe zdlouhavé a odbér
vzorka maze mit za nasledek pacientav diskomfort.

Dostupné neinvazivni metody zahrnuji dechovy uredzovy test, detekce H. pylori antigenu
ve vzorcich stolice a serologickou detekci protildtek proti H. pylori.
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H. pylori vyvolava v infikovanych osobéach specifickou serologickou odpovéd’. IgM
protilatky mohou byt detekovatelné v ¢asnych stadiich  aktivni infekce.Hladiny 1gG
a IgA stoupagji bshem infekce a ziistavaji vysoké nebo za &as pozvolné klesgji'®*.

Po Uspédné eradikaci H. pylori mikrobidlni terapii klesaji pozvoln¢é jak 1gG tak IgA
protilatky™®*?° Uspegnost antimikrobidlni 1ésby miZe byt konfirmovéna detekci zmsny
hladin specifickych protilatek bshem 3 — 6 mesici od zacétku terapie®.

3. PRINCIPMETODY

Test Pyloriset EIA-A 1lIl  zistuje H. pylori protilaky vséru pomoci
enzymoimunoanalyzy. Vzorky séra jsou napipetovany do jamek mikrotitracni desticky
koutované antigenem H. pylori. Pokud jsou IgA protilatky ve vzorku piitomny, dojde
k reakci s antigenem navazanym na povrchu jamky. Zbyly vzorek je vymyt a piidan
reagent s protilatkou proti lidskému IgA s navézanou kienovou peroxidédzou. Enzymovy
konjugat se véze na komplex antigen-protilatka, nenavazany konjugét je vymyt a piidan
substrét. Po zastaveni reakce se substratem se méti barva roztoku fotometrem. Intenzita
zabarveni je umérna koncentraci H. pylori specifickych IgA protilétek v séru.

4. REAGENCIE

4.1. Obsah kitu Pyloriset EIA-A 11 Kat. ¢. 68107
Mikrotitraéni desti¢ky 12x8 jamek koutovanych nereaktivnim 1 desticka
H. pylori antigenem (96 jamek)

DIL SP
Pufr k Fedéni séra (zeleny), piipraven k pouZiti, 200 ml
konzervagni ¢inidlo: <0,1% azidu sodného

IBUF WASH 10X

Promyvaci pufr, 10x koncentrovany 200 ml
Konzervacni ¢inidlo: 0,05% brom-nitro-dioxan
Enzymovy konjugéat (modry), pripraven k pouZiti 15ml

Protilatka proti lidskému IgA (krédli¢i) konjugovana peroxidézou
Konzervani ¢inidlo: 0,03% brom-nitro-dioxan

[CALT[[CALZ|[CAL3| CAL4 |

Kalibrétor 1,2,3 a 4 (lidsky), 4x1,5ml
pripraven k pouZziti (zeleny)

Konzervacni ¢inidlo: <0,1% azidu sodného

TMB —substrét, pripraven k pouziti 15ml
3,3'5,5 - tetrametylbenzidin 1,25mmol/I

Stopovaci roztok 0,5M H,SO, 20 ml

Reagencie obsahuji azid sodny — ¢téte ,, Upozornéni a varovani®.
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4.2. Materialy poZzadované, ale nedodavané

5.

pipety o objemech 10 m, 100 m a 1-2 ml

zkumavky pro fedéni vzorka (prednostné polypropylenové)

vibra¢ni michadlo

destilovana nebo deionozovana voda

titepacka pro mikrotitracni desticky

pristroj pro aspiraci a promyvani stripi (pasku desticky), desticek nebo multikandlova
pipeta. Doporuc¢ena je automaticka promyvacka stript

fotometr pro mikrotitracni desticky s vinovou délkou 450 nm.

SKLADOVANI
V&chny reagencie uchovavejte pii 2...8°C. Nepouzivejte po expiraénim datu, ktery

je vytistén na krabicce kitu.

6.

UPOZORNENI A VAROVANI

Varovéani sohledem na zdravi a bezpe¢nost

Test Pyloriset EIA — A 111 je pro diagnostické pouZiti in vitro.

Pufr k fedéni sér a kalibraéni séra obsahuji < 0,1% azidu sodného jako konzervatni
¢inidlo. Azid sodny uvolnuje toxicky plyn, pokud je v kontaktu s kyselinami. Azidy
mohou reagovat s kovovymi uzévéry za tvorby explozivnich latek. Tvorbé azidu |ze
predejit tim, Ze pri likvidaci reagencii oplachnete materidly velkym mnoZzstvim vody.
Kalibraéni séra jsou lidského pavodu; byla testovana na HBsAg a protilédtky proti
HCV aHIV — 1 & 2. Jsou pouZivany pouze séra negativni na HBsAg a HCV, HIV
1&2 protilatky. Ackoliv materidly testu neobsahuji infekéni agens téchto viru, piesto
je tieba snimi zachézet a je likvidovat jako materidly s potencidlnim biologickym
rizikem, protoZze byly ptipraveny z biologickych surovin (viz. Manua Centra
pro kontrolu chorob/ Narodniho institutu zdravi , Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories*, kvéten 1988)

Mikrotitracni  stripy  jsou  koutované neaktivnim H. pylori  antigenem.
KdyZ manipulujete se stripy, dodrZujte spravnou laboratorni praxi.

Vzorky pacientt mohou také obsahovat infekeéni agens. Pii préci zachazejte se vzorky
jako smateridly spotencidnim biologickym rizikem, takZe pouzivejte ochranné
rukavice (viz. vyse)

Nepipetujte pusou.

Stopovaci roztok obsahuje 0,5 M kyselinu sirovou, ktera mize drézdit kuZzi
nebo mukdzni dliznice. V pripadé potiisnéni misto duakladné oplachnéte vodou.
V pripadé kontaktu socima, oplachujte je po dobu alespon 15 minut a vyhledejte
|ékai'skou pomoc.

Klinické vzorky a komponenty soupravy likvidujte podle piedpisi.

Proceduralni varovani
Nepouzivejte reagencie po dob¢ expirace.
Bud'te opatrni a nekontaminujte reagencie mikroorganizmy. Po pouZiti lahvicky
peclivé uzaviete. Pro skladovéni vratte reagencie do teploty 2...°C okamzité
PO pouZiti.
Nemichejte reagencie ze souprav ruznych Sarzi, s vyjimkou pufru k fedéni sér, TMB
substrétu, roztoku k zastaveni reakce a promyvaciho pufru.
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7. SBER VZORKU A MANIPULACE SNiM

- Sevzorky pacientd manipulujte jako s materidlem schopnym pienaSet infekéni agens.

- Krevni vzorky shirejte asepticky pichnutim do Zily a sérum pripravte b&znou
laboratorni technikou.

- Jestlize nejsou vzorky testovany okamzité, mély by byt uloZeny pii 2...8°C
a otestovany do 7 dni. Skladovani delSi ¢as se doporucuje pii teploté -20°C
nebo mensi. Vyhybejte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani séra pacienta.

- Pred odbérem krevnich vzorka nemusi pacienti hladovét, ale vysoce lipemicka séra
mohou zpusobit chyby ve vysledku a nemély by proto byt pouzivany k testovani.

8. PRIPRAVA REAGENCII|
Reagencie vyndejte z ledni¢cky a nechte pred pouZitim vytemperovat na 18....25°C.
Nepouzivané reagencie uchovavejte pri 2....8°C.

8.1. Mikrotitraéni stripy

Mikrotitraéni desticky mohou byt déleny na 12 stripi po 8 jamkach. Pokud je to nutné,
kazdy ze stripi je mozno déle délit na jednotlivé jamky a vloZit zpét do ramu desticky.
Oteviete folii a vyjméte z ni poZzadované mnozstvi stript nebo  jamek
a rdm desticky. Nepouzité stripy a v&ek se silica gelem vlozte do skladovaciho sacku
a peclivé uzaviete zaviracim paskem. Jakmile poprvé oteviete félii, jsou nepouzité stripy
stabilni po dobu 2 mésici, jsou-li skladovany s vysudujici latkou a pri 2....8°C.

8.2.Promyvaci pufr

Rozred’te koncentrovany promyvaci pufru destilovanou nebo deionizovanou vodou 1+9,
napt. 100ml promyvaciho pufru a 900 ml vody. Dukladné promichejte. Naredény
promyvaci pufr je stabilni po dobu 4 m¢sicu, pokud je uchovévan pri 2...8°C.

8.3. Enzymovy konjugét

Enzymovy konjugét je pripraven k pouZiti. Jestlize pouZijete méné nez 12 stripu, pipetujte
pouze potrebné mnoZstvi konjugdtu bud® do zkumavky, nebo do malé lahvicky.
Nepielévejte cely obsah do jiné lahvicky tam a zpét, mohlo by to inaktivovat konjugét.
Kazdy strip potiebuje 0,8 ml konjugétu, objem (15 ml v lahvi¢ce) stati na 1,25 ml na
strip. Napt. pro 6 sripia pipetujte 6 x 1,25 ml = 7,5 ml ( presny potiebny objem
je6x0,8ml =48ml).

8.4. TMB —substrat

TMB substré je pripraven k pouziti. Substrat chraite pred svétlem. Tésné pred
pouZitim napipetujte potiebné mnoZstvi substratu do jiné lahvicky nebo nadobky.
TMB — substrét by pied pouzitim mél byt bezbarvy. Modra barva indikuje zhorSeni
nebo kontaminaci reagentu.

8.5. Kalibraéni séral—4
Kalibratni séra jsou prediedéna a jsou pripravena k pouZiti. Hodnota kalibrétora
je vytidténa na &titcich lahvicek.

8.6. Redéni vzorka séra

Pred fedénim kazdy vzorek séra jemné promichejte na vibrainim michadle. Red'te pufrem
k fedéni sér 1 do 201 (1 + 200). Dukladn¢ promichejte. Napt. 10 pl séra + 2 ml pufru
k redeéni ser.
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9. PRACOVNI POSTUP
9.1. Test

Inkubace vzor ku

1. Pipetujte 100 pl kaZzdého z kalibra¢nich sér (1 — 4) do testovacich jamek Al — D1.

(VEmnéte si! PouZivejte nei'edéné!)
Napipetujte 100 pl kazdého z tedénych sér pacienti do nésledujicich jamek
(viz. obr. 1)
Napipetujte 100 pl kazdého zkalibracnich s&r (1 — 4) do jamek nésledujicich
za posledni jamkou se sérem pacienta.

2. Inkubujte na tiepacce pii 18...25°C po dobu 30 minut . PouZivejte rychlost tiepani
700 — 1000 rpm.

3. Kazdou jamku odsajte a promyjte trikrét promyvacim pufrem, jak je popsano v bodu
9.2. Postup promyvani. Po poslednim promyvacim kroku vysajte zbytky promyvaciho
pufru ve stripech do buni¢ité vaty.

Obr./Fig 1, origindlni piibalova informace, str.11.

Inkubace s konjugatem
1. Napipetujte 100pl enzymového konjugétu do kazdé z jamek.
2. Inkubujte na trepacce pri 18....25°C po dobu 30 minut.
3. Odsajte kazdou z jamek a proplachnéte je tiikrat promyvacim pufrem, jak je popsano
v 9.2, Posup promyvani. Po posednim promyvacim kroku vysajte zbytky
promyvaciho pufru ve stripech do bunicité vaty.

Inkubace se substratem

1. Napipetujte 100 pl roztoku substrétu do kazdé z jamek.

2. Inkubujte natrepacce pii 18...25°C po dobu 10 minut.

3. Do kazdé jamky pridejite 100 ul stopovaciho roztoku, enzymova reakce se tim
zastavi.

M éreni absorbance
1. Zmgeite blank fotometrem bez mikrotitracni desticky (vzdusny blank).
2. Odextéte absorbance kazdé jamky pri 450 nm do 10 minut po zastaveni reakce.

9.2. Postup promyvani

Manudélni promyvani s pouzitim aspirétoru

Vysajte jamky prvniho stripu.

Napliite jamky promyvacim pufrem o objemu alespon 300 pl.

Opakuijte body 1 a 2 pro kazdy strip zvlast.

Opakujte body 1-3 znovu jesté 2x.

Vysajte obsah jamek.

Poklepejte na bunicitou vatu, aby doSlo k odstranéni zbytka promyvaciho pufru
po poslednim promyvani.

Sk wdE
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Promyvéani multikanalovou pipetou

Jestlize neméte vhodnou manuélni promyvacku, vytieste obsah jamek do jednorézové
nédoby. DelSi strany rédmu stripu tlacte k sobg, aby stripy nevypadly ven. Jamky vSech
strip naplite promyvacim pufrem, jamky vyprazdnéte a tento postup, opakujte jesté 2x.
Po podednim promyti poklepejte na buni¢itou vatu, aby doSlo k odstranéni zbytka
promyvaciho pufru po posednim promyvani.

Automaticka promyvacka stripta

Proved'te 3 promyvaci cykly spromyvacim pufrem a vyberte program, ktery obsahuje

postup popsany v bodé pro manudlni promyvani. Dejte pozor na nasledujici body:

1. PouZivejte program pro mikrotitracni desti¢ky s plochym dnem.

2. Jamky naplite pIné promyvacim pufrem, doporucujeme 300-500 ul tohoto pufru.

3. Po poslednim promyvani poklepejte na bunicitou vatu, aby doslo k odstranéni zbytki
promyvaciho pufru.

INeni dovoleno po poslednim promyvacim kroku jamky susit)

9.3. Kalkulace vysledki

Kvantitativni vysedky

Jsou-li kalibragni a pacientska séra testovana v duplikétu, vypocitejte pramer odectenych
absorbanci. Nakreslete bod po bodu kalibracni kiivku na semilogaritmicky papir
spouzitim absorbanci kalibrétora: jednotky kalibratora na osu x (logaritmicky)
a jednotlivé absorbance na osu y (viz. obr. 2). Odectéte hodnotu v jednotkach pacientova
séra s pouzitim této kalibragni kiivky.

Jestlize je absorbance vzorku vy3Si neZz nejvySSi kalibracni sérum, tj. jednotky nelze
odecist na kalibracni kiivce, otestujte serum jesté jednou stedénim 1 do 401 (1 + 400).
Pro ziskani pravdivého vysledku dosaZzenou hodnotu v jednotkéch stimto fedénim
nasobte dvéma.

Kvalitativni vysdedky
Jestlize postacuji kvalitativni vysledky (+/-), spocitejte pramer absorbanci kalibracniho
séra 2. Srovnejte absorbanci kazdého vzorku s hodnotou absorbance tohoto kalibrétoru.

Automaticky analyzator
Jestlize pouZijete automatické fotometry, je tieba pouzit vhodny softwarovy program
pro kalkulaci vysledka.

Obr./Fig 2, origindlni piibalova informace, str. 13.

Vysvétlivky ke grafu: Ca 1 kalibra¢ni serum 1

Cal 2 kalibra¢ni serum 2

Ca 3 kalibra¢ni sérum 3

Cal 4 kalibra¢ni sérum 4
Example: Sample absorbance Napt. absorbance vzorku
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9.4. Kontrola kvality

V&echna kalibragni séra by méla byt testovéna pokazdé, kdyZz pouzivdte soupravu.
Spravna funkce testu maZe byt ovéiena pozorovanim absorbanénich hodnot kalibrag¢nich
sar.

Absorbance kalibra¢niho séra 1 by méla byt pod 0,200. Absorbance kalibra¢niho
séra 4 by méla byt alespon 0,800.

Pro vétSi spravnost vysledki se doporucuje testovat séra pacienti v duplikatu, dokud
laborator nebude v testovani dostatecné zbe¢hla,

10. INTERPRETACE A KLINICKA SIGNIFIKANCE VYSLEDK U TESTU

10.1. Interpretace

Pylorisel EIA-A 111 Interpretace

Vysledky U/ml
320 Pozitivni na H. pylori protiléky
<20 Negativni naH. pylori protiléatky

Jestlize U/ml nebo absorbance vzorku séra je rovno nebo vySSi nez kalibracniho séra 2,
vysledek se povazuje za pozitivni na H. pylori protilatky. Jestlize U/ml nebo absorbance
vzorku séra je niz8i nez kalibracniho séra 2, vysledek se povaZuje za negativni
naH. pylori protilatky

10.2. Klinicka signifikance vysledki testu

Negativni vysledky indikuji, Ze pacient nemé detekovatelné hladiny 1gG protilatek
proti H. pylori. To se miZe stét i v ptipadé, Ze se testuje pacient v ¢asném stadiu infekce,
predtim nez stoupne imunitni odpoveéd. Priblizné 30% infikovanych osob nevytvéi 1gA
protilatky proti H.pylori *°.

Pozitivni vysledky testu nerozlisuji mezi aktivni a pasivni nemoci nebo kolonizaci
pacienta. Pozitivni vysledek testu nezbytné nemusi indikovat gastrointestindlni poruchu.

Tak jako u jinych serologickych testl, vysledek by mél byt interpretovan sohledem
na pacientovy piiznaky — symptomy a diagnosticka kritéria.

11. OMEZENI
Pracovni postup jiny neZ specifikovany v té&o piibalové informaci maze piinést sporné
vysledky.

Vyhnéte se pouzivani vysoce lipemickych, hemolyzovanych nebo mikrobidné
kontaminovanych sér pacientu.

Jestlize Pyloriset EIA-A 11 pouzivéte k testovéni protildtek v séru pacientt pri sledovani

l&cby, vSechna séra celého sledovani musi byt testovana soucasné, aby vysledky byly
CO nejpiesné;si.
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Odety absorbaci jsou piimo Omérné k  logaritmu koncentrace protilatek
(U/ml). Malé rozdily v odectech absorbanci replikdtt mohou vést k velkym rozdilam
v hodnotéach titru protilatek

Testy Pyloriset EIA-A I11 by mely byt provadény pouze u pacienta symptomatickych
pro gastrointestinalni poruchu.

12. ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

Citlivost a specificita

Citlivost a specificita testu Pyloriset EIA-A 11 byly zjistény ze vzorki sé&r od 194
pacienti, ktefi mély symptomy a nav&tévovali gastroenterologickou kliniku. Vysledky
byly srovnany s bioptickymi vzorky (tabulka 1)

Tabulka 1
Korelace mezi Pyloriset EIA-A 111 Kultivace/histologie
avysledky z kultivace/histologie (n= 194) + -
Pyloriset EIA-A 111 + 73 10
- 3 108
Citlivost 96,1% (88,9 — 99,2%)
Specificita 91,5% (85,0 — 95,9%)
Dohoda 93,3%

95% interval nejistoty meéieni je v zavorkéch.

Inter-assay preciznost (precision)
Inter-assay preciznost (precision) byla testovana dvéma laboratornimi pracovniky.

Pracovnik A testoval Sest (6) vzorkd séra v duplikatech v Sesti (6) kolech. Prameéry
koncentraci protilatek proti H.pylori se pohybovaly vrozmezi 13 jednotek az 209
jednotek/ ml. Pramérny variacni koeficient (CV %) duplikata byl 3,2% ( rozmezi od 1,2%
do 5,4%). Pramérny CV % single méteni byl 3,4% (rozmezi od 1,0% do 6,6%).

Pracovnik B testoval deset (10) vzorku séra v duplikétech v Sesti (6) kolech. Prameéry
koncentraci protilatek proti H.pylori se pohybovaly vrozmezi 15 jednotek az 166
jednotek/ ml. Pramérny variacni koeficient (CV %) duplikata byl 6,0% ( rozmezi od 2,4%
do 16,3%). Pramérny CV % single méteni byl 6,5% (rozmezi od 1,9% do 11,9%).

Intra-assay preciznost (precision)
Inter-assay preciznost (precision) byla testovana dvéma laboratornimi pracovniky, z nichz
oba meétili sedm (7) raznych vzorka séra ve dvanacti (12) replikétech.

Praméry koncentraci protildtek proti H.pylori ve vzorcich métenych pracovnikem A
se pohybovaly v rozmezi od 19 do 227 jednotek/ml. Pramérny CV% byl 4,1% ( rozmezi
2,8% - 6,5%). Praméry koncentraci protilatek proti H.pylori ve vzorcich métenych
pracovnikem B se pohybovaly v rozmezi od 14 do 152 jednotek/ml. Pramérny CV% byl
5,7% (rozmezi 3,4% - 9,7%).

19/3/2006 9




39933-4

K ¥iZzové reakce

Nasledujici testované mikroorganizmy vylucuji moznost kiiZzoveé reakce:
Proteus mirabilis

Staphylococcus aureus

Klebsiella pneumonia

Enterobacter aerogenes

Pseudomonas aeruginosa

Escherichia coli

Campylobacter fetus

Campylobacter jejuni

Vysledky testu indikuji, Ze Pyloriset EIA- A Il nereaguje zkiiZzené se Zadnym z téchto
organizma.

Vyrobce: Orion Diagnostica Oy
P.O. Box 83, FIN-02101 Espoo, Finland
Tel. +358-10-42 995; fax. +358-10-429 2794
www.oriondiagnostica.fi

Sidiov CR: Orion Diagnostica-organizaéni slozka
Bélohorsk4 57, 169 00 Praha 6
Tel. 233 350 533
E-mail: orion@oriondiagnostica.cz
www.oriondiagnostica.cz

Origindni ptibalovainformace:  39933-4

Datum posledni revize textu: 19.3.2006
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