INFEKCNI SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - YERSINIA

Yersinia sp.

Imunoenzymatické soupravy
k diagnhostice yersiniovych
infekci

ELISA, IMUNOBLOT a MICROBLOT-ARRAY soupravy jsou urCeny ke stanoveni
specifickych protilatek tFidy IgA, 1gG a IgM v lidském séru nebo plazmé
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INFEKCNI SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - YERSINIA

Uvod

Yersinie jsou patogenni gramnegativni bakterie z Celedi
Enterobacteriaceae a jejich zastupci Y. enterocolitica
a Y. pseudotuberculosis jsou znami jako lidské entero-
patogeny. Pfrenaseci jsou latentné infikovani teplokrev-
ni zivoCichové.

K nakaze dochazi oralné pfi poziti kontaminované vody
nebo potravy.

Klinické priznaky vyskytujici se u infekce Y. enterocoli-
tica a Y. pseudotuberculosis maji velmi podobny cha-
rakter. Rozdily jsou vétSinou pozorovany u stfevnich
obtiZich, pseudoapendicitidé a sepsi. Nejrozsitengjsi
Y. enterocolitica u ¢lovéka zplsobuje zanéty tenkého,
tlustého nebo slepého streva provazené prijmy. Déale
mUze zpUsobit zanéty kloubl a zvétSeni miznich uzlin.
V pribéhu infekce se mohou vyskytovat komplikace
v podobé akutni reaktivni artritidy, erythema nodosum,
akutni glomerulonefritidy a myokarditidy.

Prevalence

Artritida se mUze v nékterych ptipadech rozvinout az do
chronické a tézko léc&itelné formy. Reaktivni artritida je
¢asto spojena s erythema nodosum, obzvlasté u Zen.
Symptomy na kdzi se objevi asi 1-6 tydnd po infekci.
V nékterych pfipadech mize také Yersinia enterocoli-
tica pretrvavat roky v intestinalni sliznici a v lymfatic-
kych tkanich.

Protilatkova odpovéd'

Protilatky IgA, 1gG a IgM mohou byt detekovany v po-
¢atecni fazi po kontaktu s virulentnimi faktory Yersinia.
Titry IgA a IgM po nékolika mésicich klesnou.

Protilatky tridy 1gG pretrvavaji déle a mohou byt v séru
detekovany i po delsi dobé neZ rok. U chronickych fo-
rem onemocnéni a imunopatologickych komplikaci
muze byt pokles protilatek IgA pomalejsi a k Uplnému
vymizeni mUze dojit i po nékolika letech. Protilatky IgG
mohou pretrvavat v nékterych pripadech i cely zivot.

Yersindza je tfeti nejcastéjsi bakterialni alimentarni onemocnéni po salmoneléze a kampylobakteriéze a Ctvrta nej-

¢asteéjsi zoondza v mnoha evropskych zemich. Nejvy$si miru vykazaly Finsko, Litva a Cesko (ECDC 2021).
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ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zalozeny na sendvicovém typu ELISA
metody
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Krok Kroky testu

i Redéni vzorkd
- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
100 pl

- blank = prazdna jamka

" 2

3. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

4. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

- blank = prazdna jamka

6. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete)
8. 100yl

- véetné blanku

9. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Davkovani Zastavovaciho
10.  roztoku 100 pl

- véetné blanku
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1.  Fotometrické méreni pii 450 nm

Antigeny

Smés vysoce specifickych rekombinantnich antigen(
Yersinia enterocolitica a Yersinia pseudotuberculosis.

Pouziti souprav
- Vyhledavaci testy k prikazu yersiniové infekce
u Clovéka

- Diagnostika faze onemocnéni pomoci signifikantniho
vzestupu nebo poklesu protilatek

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni

- Barevneé odlisené reagencie

- Zameénitelnost komponent

- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- CUT-OFF kontrola a kalibratory (1gG)

- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd
(Index pozitivity-IP) nebo kvantitativni hodnoceni
vysledkd (1gG - U/ml)

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka uc¢innost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysoka dynamika testl

- Identicky pracovni postup

- Celkova doba vySetteni 1,5 hodiny

- Vhodné pro oteviené automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

Parametr citlivost specifita
EIA Yersinia IgA 91,0 % 99,9 %
EIA Yersinia IgG 95,8 % 99,0 %
EIA Yersinia IgM 90,0 % 95,0 %
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IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni antigeny jsou pfeneseny na nitrocelu-
|6zovou membranu pomoci mikrodispenznich metod.

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugované sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni

protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu

Blokator

Membrana

BLOT-LINE
Yersinia IgG

BLOT-LINE
Yersinia IgA

Control line Control line
IgA

1gG
Start Start
YopB YopB
YopD YopD
YopE YopE
YopH YopH
YopM YopM
YopN YopN
Lerv Lerv
Ail Ail
Invasin Invasin
YstB YstB
YscM-Y.Ent YscM-Y.Ent
YscM-Y.Pst YscM-Y.Pst

Pouziti souprav

- Podrobné stanoveni pfitomnosti protilatek proti
specifickym antigendm Yersinia sp.
- Konfirmace spornych vysledk@

- Konfirmacni test ELISA vySetieni

Antigeny

YopB - Yersinia outer protein, transmembranovy
protein

YopD - Yersinia outer protein, transmembranovy
protein

YopE - Yersinia outer protein

YopH - Yersinia outer protein

YopM - Yersinia outer protein

YopN - Yersinia outer protein

LcrV - Low calcium response Virulence, dllezity pro
sekreci YopD a YopB

Ail - Attachment-invasion locus protein, ¢asna faze,
podili se na procesu adheze a invaze a umoznuje
yersiniim prezivat mimo hostitelskou buriku, vyznamny
faktor virulence

Invasin - povrchovy adhesin, ktery se vaze na 31
integriny na povrchu cilovych bunék a uplatnuje se
zejména v prvni fazi infekce, faktor virulence

YstB - Heat-stable enterotoxin B, odpovédny za viru-
lenci a patogenitu kmend Y. enterocolitica biotyp 1A
YscM-Y.ent - Yop proteins translocation protein M
(specificky pro Y. enterocolitica)

YscM-Y.pst - Yop proteins translocation protein M
(specificky pro Y. pseudotuberculosis)



Pravcovni postup

Krok Kroky testu
6 1. Davkovani Univerzalniho roztoku 2,5 ml
Smaéceni stripl 10 min. pfi laboratorni
© 2 tepio
- trepacka
© 3. Odsati
i 4 Redéni vzorkd
’ - séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)
6 5 Déavkovani kontrol a fedénych vzorkd
T o15ml
c 6 Inkubace 30 min. pfi laboratorni teploté
’ - trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
S 7. roztoku 3 krat1,5 ml po 5 min.
- trepacka
8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml
° 9 Inkubace 30 min. pfi laboratorni teploté
: - trepacka
Odséti a promyti v Univerzalnim
© 10.  oztoku3krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka
1.  Davkovani substratu (BCIP/NBT) 1,5 ml
° 12 Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
' - trepacka
Odsati a promyti v destilované vodé
© 13.  2krat2mlposmin.
- trepacka
14. Nalepenia vyhodnoceni stripl

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni

Barevné odlisené stripy

Zaménitelnost komponent

Negativni a Pozitivni kontrola
- Kontrolni linie na stripu

- Moznost softwarového vyhodnoceni

Vyhody souprav
- Identicky pracovni postup

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
vysledkd

- Sofistikovany vyhodnocovaci software
- Vysoka diagnosticka U¢innost
- Vhodné pro automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

Parametr . .
citlivost specifita
BLOT-LINE
o 94,2 % 93,9 %
Yersinia IgA
BLOT-LINE
o 97,8 % 93,9 %
Yersinia IgG
IMUNOBLOT
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MICROBLOT-ARRAY

Rozlozeni antigenii a kontrolnich Pracovni postup
spotu

Krok Kroky testu
@® ® 0 Davkovani Univerzalniho roztoku

| 00000000000 Y 504l
| Ol0/00/0000000@,
.QQOQOOQOOQQO. 2. Smaceni 10 min pfi laboratorni teploté
| [O0/000000000@]
@00 O00000O000e o ousr
Q@OOOOOOOOO000 @ '
Q@O @ @@ (@)@ ()@ () -
QO™ @EE(O)E)E@ ()@ () 4, Redenivzorku
‘QOQO. - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
. 0l0/00000/00000] ) o o .
" 10]0/0/0/000/0000e! ) 5, Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
®OOCOO0O0OOOOOO0 @ 100 ul

Inkubace 30 min pfi laboratorni

is antigen 6.
Popis antigent teploté
A1 -YopB . Rychlé promyti Univerzalnim
A2 -YopD " roztokem*
A3 - YopM
A4 - YopN s Odsati a promyti v Univerzalnim
A5 - LorV " roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
A6 - Ail
A7 - Invasin Déavkovani Konjugatu 100 pl
A8 -YscM

10 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté

Popis kontrolnich spotu 11 Rychlé promyti Univerzalnim
© roztokem*

@ R - Reference
© TC - Test control
@ CA - Conjugate control IgA

12 Odséati a promyti v Univerzalnim
" roztoku 3 krat 150 pl po 5 min

© CG - Conjugate control IgG
@ C1 - Calibration1
@ C2 - Calibration2
@ C3 - Calibration 3
@ C4 - Calibration 4

Davkovani Substratového roztoku

13.
(BCIP/NBT) 100 pl

14. Inkubace 15 min pfilaboratorni teploté

15. Rychlé promyti destilovanou vodou*

® 06 ©6 & 6 6 © & 6 06 © & = 06 ¢

Odsati a promyti v destilované vodé
2 krat 200 pl po 5 min

16.

17.  VysusSenia vyhodnoceni

* v pfipadé pouziti promyvacky naplfite jamky po okraj
a po naplnéni posledni jamky ihned odsajte



Uzivatelsky komfort

- Nizka spotreba vzorku

- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby
provedeni

- Moznost automatického zpracovani a kvantitativniho
vyhodnoceni (U/ml)

- Paralelni vySetteni vice marker( soucasné

- Vysoka citlivost a specifita

Charakteristiky souprav
Parametr
Microblot-Array Yersinia IgA

Microblot-Array Yersinia I1gG

Interpretace vysledku

Microblot-Array
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Diagnosticka specifita

99,9 %

99,9 %

Pocinajici infekce. V pfipadé potieby opakovani testu s Casovym odstupem.

Persistentni IgG protilatky po dfive prodélané infekci.

Probihajici infekce (IgM nemusi byt tvoreny).

Chronicka infekce (potvrzeni chronicity opakovanym vysetfenim po 1a 3

I1gG IgA IgM Hodnoceni

= = = Negativni vysledek.
- -/ + +
+ _ -
N hrani¢ni/slabé B Drive prodélana infekce.

+ Zacinajici reinfekce.
N » B Opakujici se infekce.

meésicich, nutné klinické pfiznaky).

+ + + Probihajici infekce.
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ELISA
Kaod Nazev soupravy Pocet testl
YeA096 EIA Yersinia IgA 96
YeG096 ElA Yersinia IgG 96
YeM096 EIA Yersinia IgM 96
SK-YeA096 SmartEIA Yersinia IgA 96
SK-YeG096 SmartEIA Yersinia I1gG 96
SK-YeM096 SmartEIA Yersinia IgM 96

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility.

IMUNOBLOT
Kod Nazev soupravy Pocet testl
YALO20 BLOT-LINE Yersinia IgA 20
YGL020 BLOT-LINE Yersinia IgG 20
BD-YALO20 BlueBLOT-LINE Yersinia IgA 24
BD-YGL020 BlueBLOT-LINE Yersinia IgG 24
SwimO03 Immunoblot Software 1

Soupravy BlueBLOT-LINE jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji BlueDiver.

MICROBLOT-ARRAY

Kod Nazev soupravy Pocet testi
YAMAO048 Microblot-Array Yersinia IgA 48
YGMAO048 Microblot-Array Yersinia 1gG 48
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