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Mycoplasma pneumoniae

Imunoenzymatické soupravy
k diagnostice mykoplazmové

infekce

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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Diagnostické soupravy jsou uréeny
IVD pro profesionalni pouziti v laboratofi.
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Uvod

Mycoplasma pneumoniae je primarnim patogenem
dychaciho traktu. ZpUsobuje pneumonie doprovazené
zvySenou teplotou, nevolnosti, zimnici, kaslem a Una-
vou. Onemocneéni je vleklé, ale dobfte IécCitelné antibioti-
ky. Nakaza je prenosna vzduchem, kapénkovou infekci.
K epidemiim dochazi zpravidla ve velkych, zejména dét-
skych kolektivech v jarnich a podzimnich mésicich.

Diagnostika onemocnéni

Diagnostika onemocnénije zalozena na klinickém obra-
zu, epidemiologické anamnéze a laboratornich testech.
Vzhledem k obtizné kultivaci Mycoplasma pneumoniae
je pro rutinni diagnostiku vhodnou moznosti stanoveni
specifickych protilatek tiid IgA, 1gG a IgM v séru nebo
plazmé metodou ELISA.

Protilatkova odpovéd’

Primarni infekce

IgG

IgA

IgM

Koncentrace

cas

Diagnosticky vyznam
jednotlivych trid protilatek

IgM: P¥i primoinfekci dochazi k vzestupu protilatek tiidy
IgM 1.-2. tyden po infekci, maxima dosahuji cca 1 mésic
od zac¢atku onemocnéni a mlzou perzistovat vice nez
1 rok. Vyskyt specifickych IgM protilatek u pacientl do
20 let je 80 %, u pacientl nad 20 let je 40 %. P¥i reinfek-
cich zpravidla nedochazi k jejich vzestupu.

IgA: K vzestupu protilatek tfidy IgA dochéazi obvykle
pozdéji nez u IgM, Casty je jejich casngjsi pokles. Vy-
znam maji zejména v pfipadé absence IgM u nékterych
pacientl a dale u reinfekci.

IgG: Kvzestupu protilatek tfidy IgG dochazi nékdy uz po
2.-3. tydnu od zacatku vyskytu pfiznak(, maximalnich
hladin dosahuji za del$i dobu, nékdy az za 6 mésicC.
Perzistuji déle nez 1rok, jsou znamy pripady pretrvavani
i vice nez 4 roky. V pripadé reinfenkci je nutno hodno-
tit dynamiku protildtek u parovych vzorkd, odebranych
s odstupem 1-2 tydny.

Pro hodnoceni sérologickych nalezd je optimalni vyset-
feni vzorku ve vSech 3 tridach protilatek, pripadné vy-
Settfeni parovych vzorka.

Opakovana infekce

IgG

IgA

Koncentrace

cas



ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZeny na sendvicovém typu ELISA
metody

vou
@ @

knt. g *Ant. Hutgm
A e AY

Mikrotitraéni
desticka

%
@<

Anti-Hu IgA

>_

Pracovni postup

Krok Kroky testu

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

Davkovani kontrol a fedénych vzork(
100 pl

- blank = prazdna jamka

" 2

3. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

4. Odsatiapromytijamek 5 krat

Déavkovani Konjugatu 100 pl
- blank = préazdna jamka

6. Inkubace 30 min. pti 37 °C

Odsati a promyti jamek 5 krat

Déavkovani substratu (TMB-Complete)
8. 1004l

- véetné blanku
9. Inkubace 30 min. pfi 37 °C
Davkovani Zastavovaciho roztoku

10. 100 ul

- véetné blanku
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11. Fotometrické méfeni pfi 450 nm

Antigeny
EIA Mycoplasma

Purifikovany a inaktivovany antigen M. pneumoniae
obohaceny o vysoce specifické imunodominantni

epitopy
EIA Mycoplasma REC

Smés vysoce specifickych rekombinantnich antigend

Pouziti souprav
- Vyhledavaci test k prikazu mykoplazmové infekce
u Clovéka

- Semikvantitativni ¢i kvantitativni vyhodnoceni je
vhodné pro sledovani Uspésnosti terapie

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odlisené reagencie
- Zameénitelnost komponent
- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- CUT-OFF kontrola
- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd
(Index pozitivity-1P)
- Kalibratory

- Kvantitativni hodnoceni vysledkd (U/ml)

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka ucinnost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysoka dynamika testU

- Identicky pracovni postup

- Celkova doba vySetreni 1,5 hodiny

- Vhodné pro oteviené automatické systémy
- Moznost nezavislé verifikace (CKS)

- Komplexni zakaznicky servis
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Charakteristiky souprav

Parametr Diagnosticka citlivost Diagnosticka specifita
EIA Mycoplasma IgA 99,9 % 84,6 %

EIA Mycoplasma IgG 99,9 % 85,7 %

EIA Mycoplasma IgM 96,7 % 98,8 %

EIA Mycoplasma REC IgA 95,0 % 95,4 %

EIA Mycoplasma REC IgG 95,4 % 95,5 %

EIA Mycoplasma REC IgM 99,0 % 97,7 %

EIA SmartEIA




IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni antigeny jsou naneseny na nitrocelulé-
zovou membranu pomoci mikrodispenznich metod.

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem

. E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovana sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni

protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu

Blokator

Membrana

Antigeny

BLOT-LINE P1 - Adhezin; nejddlezitéjsi protein,
Mycoplasma hlavni faktor virulence
p30 - Cytadhezin p30; 2. nejdllezi-
t&jsi protein, hlavni faktor virulence
p116 - Adhezin, hlavni faktor viru-
lence
p65 - Povrchovy protein;
l%g\ﬂtm' line Proline-rich P65 protein (p65)
) HMWS3 - Cytadherence high mole-
Start cular weigh 3; protein podporujici
adhezi
m Mgp3 - Protein podporujici adhesi;
P30 MPN142 (P40/P90)
p116
p65
HMW3
Mgp3

Pracovni postup

Krok Kroky testu

Déavkovéani Univerzalniho roztoku 2,5 ml

"~ 2

Smaceni stripl 10 min. pfi lab. teploté
- tfepacka

3. Odsati

Redéni vzorkd
- séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
1,5 ml
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Inkubace 30 min. pf¥i laboratorni teploté
- tfepacka

Odsati a promyti v Univerzalnim

o

roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- tfepacka

8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml

Inkubace 30 min. pfi laboratorni teploté
- tfepacka

Odsati a promyti v Univerzalnim

roztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- tfepacka

1. Davkovanisubstratu (BCIP/NBT) 1,5 ml

Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
- tfepacka

Odsati a promyti v destilované vodé

e 113

2 krat 2 ml po 5 min.
- trepacka

Nalepeni a vyhodnoceni stripd
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Pouziti souprav Vyhody souprav
- Podrobné stanoveni pritomnosti protilatek proti - Identicky pracovni postup
specifickym antigendm Mycoplasma pneumoniae - Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
- Konfirmace spornych vysledk vysledkd
- Konfirmacni test ELISA vySetieni - Sofistikovany vyhodnocovaci software

- Vysoka diagnosticka Uc¢innost

Uiivate|sky komfort - Vhodné pro automatické systémy

o - Komplexni zdkaznicky servis
- Komponenty v pracovnim rfedéni

- Barevné odliSené stripy
- Zaménitelnost komponent Charakte"Stlky souprav
- Negativni a Pozitivni kontrola

Diagnosticka Diagnosticka
Parametr

- Kontrolni linie na stripu citlivost specifita
- Moznost softwarového vyhodnoceni
BLOT-LINE
93,3% 93,7 %
Mycoplasma IgA
BLOT-LINE
92,4 % 96,0 %
IMUNOBLOT Mycoplasma IgG
BLOT-LINE
= 90,3 % 95,1%

S Mycoplasma IgM

Interpretace vysledku

1g2G IgA IgM  Hodnoceni
= = = Zadny sérologicky priikaz infekce mycoplasmové pneumonie
- + + Casné faze akutni infekce nebo reinfekce
- + = Casna faze akutni infekce nebo reinfekce
+ + + Akutni infekce
+ — + Akutni infekce (pozdni faze)
+ + - Reinfekce nebo infekce bez tvorby IgM
+ = = Prodélana infekce nebo reinfekce

- - + Casna faze akutni infekce



MICROBLOT-ARRAY

Rozlozeni antigeni a kontrolnich

spotu

Popis ant
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igenu

A3 -P116

A4 - P65

A5 - HMW3
A6 - Mgp3

Popis kontrolnich spott
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Reference

Test control
Conjugate control IgA
Conjugate control IgG
Calibration 1
Calibration 2
Calibration 3
Calibration 4
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Pracovni postup

Krok

Kroky testu

"~ 2

Davkovani Univerzalniho roztoku
150 pl

Smaceni 10 min pfi laboratorni teploté

Odsati

Redéni vzorkd
- séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
100 pl

Inkubace 30 min pfi laboratorni
teploté

Rychlé promyti Univerzalnim
roztokem*

Odséti a promyti v Univerzalnim
roztoku 3 krat 150 pl po 5 min

© & 6 6 © & = 0 ©

Davkovani Konjugatu 100 pl

Inkubace 30 min pfi laboratorni

10. 3
teploté
e 11 Rychlé promyti Univerzalnim
© roztokem*
@ 12 Odsati a promyti v Univerzalnim
" roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
0 5 Davkovani Substratového roztoku
© (BCIP/NBT) 100 yl
° 14. Inkubace 15 min pfi laboratorni teplotée
® 15. Rychlé promyti destilovanou vodou*
e 16 Odsati a promyti v destilované vodé
" 2krat 200 ul po 5 min
17. VysuSenia vyhodnoceni

* v pfipadé pouziti promyvacky napliite jamky po okraj

a po naplnéni posledni jamky ihned odsajte
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Uzivatelsky komfort

- Nizka spotieba vzorku
- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby
provedeni

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

- Paralelni vySetteni vice marker( soucasné

- Vysoka citlivost

Charakteristiky souprav

Parametr
Microblot-Array Mycoplasma IgA

Microblot-Array Mycoplasma IgG

Microblot-Array

LGy
B
&

)
.

Diagnosticka citlivost Diagnosticka specifita

971 % 99,3 %

95,7 % 99,0 %



Zk¥izena reaktivita

soupravy Mycoplasma IgA na panelu potencialné zk¥iZzené reagujicich vzorkd

Kategorie

RF

EBV

ANA

Chlamydia pneumoniae
Bordetella pertussis
CMV

Legionella pneumophila

22
21
22
23
16
15
8

Pozitivni
vysledek
1

0

—

o O O

Negativni
vysledek

21
21
21
22
16
15
3

soupravy Mycoplasma IgG na panelu potencialné zk¥izené reagujicich vzorki

Kategorie

RF

EBV

ANA

Chlamydia pneumoniae
Bordetella pertussis
CMV

Legionella pneumophila

n

16
18
22
17
15
15
4

Pozitivni
vysledek
0

oSO O O O O O

Negativni
vysledek

21
21
21
22
16
15
3

Zk¥izena
reaktivita
4,6 %
0,0 %
4,6 %
4,4 %
0,0 %
0,0 %
0,0 %

Zk¥izena

reaktivita

0,0 %
0,0 %
0,0 %
0,0 %
0,0 %
0,0 %
0,0 %

Potencialni zkfizena reaktivita s jinymi pribuznymi patogeny a faktory je nevyznamna (méné nez 5 %).
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Objednaci udaje

ELISA

Kéd

MyA096
MyG096
MyM096
MyAR96
MyGR96
MyMR96
SK-MyA096
SK-MyG096
SK-MyMO096

SK-MyAR96

SK-SK-MyGR96

SK-MyMR96

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility.

IMUNOBLOT
Kéd
MyAL20
MyGL20
MyML20
BD-MyAL24
BD-MyGL24
BD-MyML24

Swim03

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

Nazev souprav

EIA Mycoplasma IgA

EIA Mycoplasma IgG

EIA Mycoplasma IgM

EIA Mycoplasma REC IgA

EIA Mycoplasma REC IgG

EIA Mycoplasma REC IgM
SmartEIA Mycoplasma IgA
SmartEIA Mycoplasma IgG
SmartEIA Mycoplasma IgM
SmartEIA Mycoplasma REC IgA
SmartEIA Mycoplasma REC IgG

SmartEIA Mycoplasma REC IgM

Nazev soupravy

BLOT-LINE Mycoplasma IgA
BLOT-LINE Mycoplasma IgG
BLOT-LINE Mycoplasma IgM
BlueBLOT-LINE Mycoplasma IgA
BlueBLOT-LINE Mycoplasma IgG
BlueBLOT-LINE Mycoplasma IgM

Immunoblot Software

Podet testu

96
96
96
96
96
96
96
96
96
96
96

96

Pocet testl
20
20
20
24
24

24
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Objednaci udaje

MICROBLOT-ARRAY

Kéd
MyAMA48
MyGMA48

MyMMAA48

Nazev soupravy

Microblot-Array Mycoplasma IgA
Microblot-Array Mycoplasma IgG

Microblot-Array Mycoplasma IgM
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KFizikova 188/68, 612 00 Brno, Ceska republika
+420 549121205 (209, 238)
trade@testlinecd.com

www.testlinecd.cz

Poget testt

CERTIFIED

1SO 9001 -1SO 13485

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
je drzitelem certifikatl
ISO 9001a 15013485
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