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EZ-STEP H.Pylori Ag ELISA

Imunoenzymaticky test pro kvalitativni detekei antigenu Helicobacter pylori
ve vzorcich stolice pro screening a  sledovani 1écby.

B OBECNE INFORMACE

Helicobacter pylori je spirlovit, gram negativni tycinka, ktera Zije v mukozni vrstvé zaludku.
Infekce H.pylori je povazovana za nejcastéjsi piicinu gastritid a etiologicky se uplatiuje u
aludeeniho viedu, Zaludeniho adenokarcinomu a primérné u B-bun&ného lymfomu.">

Odhaduje se, ze minimalné polovina svétové populace je infikovana touto baktérii. Infekce
H.pylori je v typickych piipadech ziskana v détstvi. Jakmile je infekce ziskana, pretrvava
chronicky a pravdépodobné zistava v Zaludku po cely Zivot. Poskozeni struktur a funkce
zaludku je pfimé a konstantni. Pfiblizng jeden ze Sesti piipadt infekce H.pylori vytsti v rozvoj
peptické viedové choroby a mala st vede k  rozvoji rakoviny zaludku.®

Diagnostické testy pro Hpylori mohou byt rozdéleny do dvou kategorii: Invazivni a
neinvazivni testy. Piima detekce invazivnimi testy vyzaduje endoskopii a bioptické vzorky ze
dvou mist v zaludku.* Piitomnost Hpylori je potom potvrzena kultivaci, histologii, nebo
rychlym ureasovym testem. Endoskopie a bioptické vzorky poskytuji pfimou detekei aktivni
infekei H.pylori. Ackoliv je tento postup vysoce specificky, je ale velmi nakladny a neptijemny
pro pacienty.

Pravdépodobné nejvice dostupnym neinvazivnim testem je sérologicky test. Sérologicky test
detekuje specifické protilatky IgG proti Hpylori u pacienti s probihajici nebo prodélanou
infekei® Sérologicky test je jednoduchy pohodiny test s relativng vysokou citlivosti. Hlavni
omezeni sérologického testu je v8ak v neschopnosti rozlisit aktivni infekei od prodélané
infekee. Protilatky mohou byt piftomny i po isp&né eradikaci baktérie.* Ureasovy dechovy
test (UBT) s "C nebo "C znacenou mocovinou je neinvazivni test zalozeny na detekci
produkce ureasy mikrobem. UBT detekuje aktivni infekci H.pylori a je vysoce specificky, ale
vyZaduje vysokou hustotu aktivnich bakterii a miize byt pouzit az po 4 tydnech pro potvrzeni
uspésné eradikace, coz je nutna doba pro namnoZeni residudlnich bakterii na zjistitelné
mnostvi.”

EZ-STEP H.pylori Antigen ELISA je schopna detekovat H.pylori antigen ve vzorcich stolice,
jehoz piitomnost je diikazem aktivni infekce. Test je snadny a miize byt odecitan vizualné nebo
strojove.

H PRINCIP TESTU

EZ-STEP H.pylori Antigen ELISA test vyuziva polyklonalnich protilatek anti- H.pylori
adsorbovanych v jamkach. Nafedény vzorek od pacienta je pridan do jamky a inkubovan spolu
s polyklonalni protilatkou konjugovanou s peroxidazou, antigen je tak zachycen mezi
fixovanou protilatkou a zna¢enym konjugatem. Po 60 minutach inkubace pii pokojové teploté
se z jamky odstrani nenavazany vzorek a enzymem znacené protilatky. Prida se substrat a
inkubuje se 10 minut pii pokojové teploté. Veskery navazany konjugat v jamkach konvertuje
bezbarvy substrat na modré barvivo. Modré zbarveni se mize odecist vizudlné nebo
spektrofotometricky se detekuje Zluté zbarveni po pridani stop roztoku.

B REAGENCIE

1 kit (96testi) obsahuje:

1. Desku s navazanymi polyklonalnimi anti-H.pylori protilatkami : 96 jamek/deska
1 jamka obsahuje
purifikované krali¢i anti-H.pylori 100 ng
fostatovy pufr (jako diluent) g.s.

2. Konjugat (pfipraveny k pouziti) : 1 lahvicka (10 ml/ lahvicka)
1 lahvicka obsahuje
purifikovany krali¢i anti-H.pylori -HRPO 10 ml
Stabilizator: BSA g.s.

Proclin 300

3. Pozitivni kontrola : 1 lahvicka (1,5 ml/ lahvicka)

1 lahvicka obsahuje

Inaktivovany extrakt H.pylori 1,5ml

Stabilizator : Proclin 300 0.05 viv%
4. Negativni kontrola : 1 lahvicka (1,5 ml/ lahvicka)

1 lahvicka obsahuje

10 mM fosfatovy puft (pH 7,2) 1,5ml

Stabilizator : Proclin 300 0,05 viv%
5. Roztok pro fedéni vzorku : 1 lahvicka (40 ml/ lahvicka)

1 lahvi¢ka obsahuje

10 mM fosfatovy puft (pH 7,2) 40 ml

Stabilizator : Proclin 300 0,05 viv%
6. Promyvaci pufr (20X koncentrovany) : 1 lahvicka (50 ml/ lahvicka)

1 lahvicka obsahuje

0,2 M fosfatovy puft (pH 6,9) 50ml
7. Substrat (pfipraveny k pouziti) : 1 lahvicka (10 ml/lahvicka)

1 lahvicka obsahuje

0,05 viv%

Tetramethylbenzidine (TMB) 10ml
30% peroxid vodiku 0,02 v/iv%
Citrat-fosfatovy puft (jako diluent) g 8.

8. Stop roztok : 1 lahvicka (10 ml/ lahvicka)
1,6 N kyselina sirova 10ml

9. kapatko : 96 ea
10. Ty¢inka pro odbér vzorku : 96 ea
11. Péska pro zakryti desky : 2 platy

B POUZITI

EZ-STEP H.pylori Antigen ELISA je in vitro kvalitativni imunoenzymaticky test (EIA) pro
detekei antigent Helicobacter pylori ve vzorcich lidské stolice. Vysledky testu maji pomoci pii
diagnéze Hpylori infekce, monitorovat efektivnost 1é¢by a potvrdit eradikaci Hpylori u
pacientl s peptickymi viedy.

B UPOZORNEN{

1. Pouze pro profesionalni in vitro diagnostické pouziti.

2. Vzorky ani reagencie nepipetujte Gisty.

3. Zabrante kontaktu kize se stop-roztokem (1,6 N sirova kyselina). Muze zptsobit
podrazdéni a poleptani. P¥i potiisnéni okamzit& oplachnéte vodou.

4. Vzorky pacientti a inaktivovana pozitivni kontrola mohou obsahovat infekéni agens a mélo
by se s nimi zachdzet jako s potencialné nebezpecnymi.

5. Vsechny reagencie je tfeba pied pouZitim jemné promichat.

6. Nezaménujte a nemichejte reagencie s riiznych Sarzi Hpylori Antigen kitd.

7. Pred pouzitim nechte reagencie zahtét na teplotu 20-30°C.

8. Nepouzivejte soucasti kitu po datu exspirace.

9. Pouzity material ulozte do odpovidajici nadoby. Zachazejte s nim jako s potencidlné
nebezpecnym odpadem.

10. Nepouzité jamky musi byt okamzité umistény zpét do uzaviratelného obalu, aby byly
chranény proti vihkosti.

11. Jednou pouzité jamky nelze pouzit vicekrat.

12. Promyvéni jamek je velmi dilezité pro vysledek testu, nespravné promyvani miize
zpisobit zabarveni pozadi, coZ plati pro kazdy imunoenzymaticky test.
‘Vsechny reagencie, vyjma promyvaciho pufiu, jsou dodavany v pracovni koncentraci.

B SKLADOVANi
Datum exspirace je oznaceno na obalu. Skladujte reagencie pii teploté 2-8°C. Pfed pouzitim
nechte reagencie ohiat na pokojovou teplotu (20-30°C) a po pouziti je ihned dejte zpét do
prostiedi s teplotou 2-8°C.

B ODBER A ZPRACOVANI VZORKU

Vzorky stolice odeberte do nadobky, ktera neobsahuje médium, konzervaéni latky, zviteci
sérum nebo detergenty, protoze by tyto latky mohly interferovat s Hpylori Antigen testem.
Vzorky mohou byt uskladnény az 3 dny pii teploté 2-8°C bez nepiiznivého vlivu na vysledek
testu. Pro dlouhodobé ulozeni vzorkl se doporucuje teplota -20°C nebo nizsi. Opakované
zmrazovani a rozmrazovani vzorkt se nedoporucuje, protoze miize zptsobit chybny vysledek.
Vzorky neskladujte v samo odmrazovacich mraznickéach.

B PRIPRAVA REAGENCI{
1. Ped pouzitim piivedte vSechny reagencie véetné jamek na pokojovou teplotu (20-30°C).
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. Nated'te 20x koncetrovany promyvaci pufr na 1x piidanim 1 dilu koncentratu do 19 dila
destilované nebo deionizované vody (napt. 5,0 ml 20x koncetrovaného promyvaciho pufiu
+ 95 ml H20). Nafedény promyvaci pufr miize byt skladovan v €isté nadobé pii pokojové
teploté (20-30°C) az tii mésice.

B PRiPRAVA VZORKU

1. Do ¢isté zkumavky 12x75 mm dejte 400 pl roztoku pro fedéni vzorku.

2. Rozmichejte velmi dikladné vzorek stolice.

3. Pro tuhou nebo polotuhou stolici — rozmichejte stolici odbérovou ty¢inkou, tak abyste mohli
prenést maly vzorek stolice (5-6 mm prameér: asi 100 mg) do roztoku pro fedéni vzorku.
Vzorek pieved'te na emulzi dikkladnym zvortexovanim po dobu 20 sekund (dfevénou
ty¢inku pfi tom nechte uvniti).

4. Vyhod'te dfevénou ty¢inku.

Bl POSTUP TESTU
1. Upevnéte pozadovany pocet stripti do ramecku.

2. Do dvou jamek nakapejte po dvou kapkach (100 ul) negativni kontroly. Do dalsich dvou
jamek nakapejte po dvou kapkach (100 pl) pozitivni kontroly. Do zbyvajicich jamek
nakapejte po dvou kapkach (100 pl) vzorky pacientt piilozenym kapatkem.

* Pii pouziti autoanalyzatoru, je dobré vzorky zcentrifugovat pii 2000 ~ 3000 rpm 1 min.

. Pfidejte 2 kapky (100 ul) konjugatu (#2 lahvicka) do kazdé pouzité jamky a lehce poklepejte,
aby doslo k promichéni a potom inkubujte pii pokojové teploté (20 ~30°C) 60 minut.

. 5 az 10 minut pfed koncem inkubace si pfipravte promyvaci roztok nafedény 1 : 20.

.Odsajte obsah ze vSech jamek a kazdou jamku Sestkrat promyjte promyvacim
roztokem.(300 pl / jamka/jedno promyti).

. Plotnu pievrat'te na savy papir, aby oschla. Nakapejte po dvou kapkach (100 p) substratu do
viech jamek a inkubuijte pii pokojové teploté 10 minut. Tato reakce by méla byt provedena
v temnu.

Pridejte po dvou kapkach stop-roztoku (100 pl) do kazdé jamky.

. Odectéte absorbanci pozitivni a negativni kontroly a vzorku pii 450 nm (referen¢ni vinova
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délka 650 nm) proti absorbanci vzduchu do uplynuti 15 minut.

H KONTROLA KVALITY
1. Priimér negativni kontroly (NC ,x) bp/‘ mél byt vétsi nebo roven 0,005 a mensi nebo roven
0,100. Priimér pozitivni kontroly (PC ,x) by mél byt vétsi nez 0,500 a mensi nez 2,500.

2. Jestlize jsou vysledky mimo uvedeny interval, potom je potieba test opakovat.

B INTERPRETACE VYSLEDKU
1. Pii pouziti spektrofotometru 0
1) Spogitejte primér negativnich kontrol NC ,x)
napf.) negativni kontrola 1 absorbance 0,045
negativni kontrola 2 absorbance Q,p43
pramér negativnich kontrol (NC ,x) = (0,045 +0,043) /2 =0,044

2) Vypocet hrani¢ni ho
hrani¢ni hodnota=NC x +0,100=0,044 + 0,100 = 0,144

2.V piipadé odecitani okem.
Vzorek s absorbanci mensi nez ma negativni kontrola je pfi vizualnim odecitani povazovan
za negativni na Hpylori antigen a vzorek s absorbanci vétsi nez ma negativni kontrola je pii
vizualnim odecitani povazovan za pozitivni pro H.pylori antigen.

3. Vysledky
Vzorek s absorbanci vyssi nez je hrani¢ni hodnota je povazovan za pozitivni na Hpylori
antigen.
* Jestlize mame vzorky s pomérem S/C v intervalu 09 az 1,1, opakujte test (S/C je
absorbance vzorku / hrani¢ni hodnota)
* Jestlize je vzorek povazovan za pozitivni na Hpylori antigen, opakujte test ve dvou
jamkach a povazujte jako skute¢né pozitivni pfi pozitivité v jedné jamce.

Bl SPECIFITA TESTU

Nasledujici baktérie a viry byly pouzity k otestovani specifity. K pozitivnim a negativnim
vzorkiim stolice bylo pridano >1 X 10° organismi/ml a potom byly otestovany testem EZ-
STEP H.pylori Antigen ELISA. Hpylori pozitivni stolice zistala pozitivni i po piidani
mikrobtl. Negativni stolice ztistala negativni s piidanymi mikroby.

- bakterie a viry pouzité k otestovani specifity

Adenovirus type Il Campylobacter coli
Campylobacter fetus Campylobacter jejuni
Campylobacter lari Candida albicans
Citrobacter freundii Clostridium difficile
Clostridium perfiingens Enterococcus feacalis
Enterobacter cloacae Escherichia coli
Escherichia fergusonil Escherichia hermanii
Helicobacter cinaedi Hlicobactermustelae
Klebsiella pnumoniae Mycobacterium smegmatis
Providencia stuartii Nocardia asteroids
Proteus vulgaris Pseudomonas aeruginosa
Pseudomonas fluorescen Rotavirus

Salmonella (Group B) Salmonella dublin
Salmonella hilversum (GroupN) Salmonella typhimurium
Salmonella minesota Shigella boydii

Shigella dysenteriae Shigella flexneri

Shigella sonnei Serratia liquefaciens
Staphylococcus aureus Staphylococcus aureus (Cowan)
Staphylococcus faecalis Staphylococcus galactiae

Staphylococcus epidermidis Yersinia enterocolitica
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