INFEKCNI SEROLOGIE - BAKTERIOLOGIE - HELICOBACTER PYLORI

Helicobacter pylori

Imunoenzymatické soupravy
k diagnostice infekce
Helicobacter pylori

ELISA, IMUNOBLOT a MICROBLOT-ARRAY soupravy jsou urCeny ke stanoveni
specifickych protilatek tridy IgA, IgG a IgM v lidském séru nebo plazmé

Diagnostické médium pro rychlé stanoveni ureazové aktivity v bioptickém vzorku
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Uvod

Helicobacter pylori fadime do rodu Helicobacter. Mor-
fologicky se jedna o gramnegativni, aerobni mikroa-
erofilni ty¢ky. Jako patogen se uplatiuje pti infekcich
Zaludecni sliznice, a to zejména v oblasti antra a duode-
na. Je pivodcem chronické gastritidy typu B, na jejimz
podkladé se mize pozdéji rozvinout viedova choroba.
U tohoto onemocnéni je H. pylori prokazovan takrka
ve 100% pfipadl. Infekce H. pylori je ¢asto provazena
dyspeptickymi potizemi. Aktivni chronicka gastritida
mUze prejit ve formu atrofickou s rizikem vzniku zalu-
dec¢niho karcinomu.

Faktory patogenity H. pylori vychazeji jednak ze samot-
né morfologické struktury bakterialni bunky (spiralni
tvar, bi¢iky) a déle ze schopnosti produkce extracelular-
nich enzyma a cytotoxinl (napt. uredza, katalaza, prote-
azy, VacA, CagA).

Vyskytuje se fada patogennich a fakultativné patogen-
nich kmen(. Jejich virulence se lisi jednak zastoupe-
nim vyse zminénych faktord, tak i jejich mnozstvim. Na
patogenezi onemocnéni se podili i odpovéd' hostitele.
Rezistentni kmeny se izoluji hlavné od nelspésné léce-
nych osob.

Diagnostika onemocnéni

Metody k detekci Ize rozdélit na invazivni a neinvazivni.
KnejuzivangjSim invazivnim metodam patfi histologické
a cytologické vysetteni z bioptického vzorku zalude&ni
sliznice a rychly ureazovy test. K neinvazivnim meto-
dam patfi dechovy test a sérologické metody (stanove-
ni protilatek tridy IgA, 1gG, 1gM). Neinvazivni testy jsou
vhodné pro sledovani efektivity terapie, vyhledavani
infekce a reinfekce. Eradikace mikroba je nasledovana
poklesem hladiny protilatek. Vysoce specifické a citlivé
metody molekularni biologie (PCR) se provadéji pouze
na specializovanych pracovistich.

Diagnosticky vyznam specifickych protilatek

IgM: Jsou zvySeny zejména v akutni fazi onemocnéni,
nevyskytuji se vSak u vsech nemocnych.

IgA: Protilatky jsou pfitomny nejen v akutni fazi one-
mocneéni, ale i pfi chronické infekci zaludeéni sliznice
spolu s protilatkami tFidy IgG. Jejich zvySeni je popsano
také u pacientl s rizikem karcinomu Zaludku.

IgG: Pritomnost potvrzuje kontakt s H. pylori, neni vSak
indikatorem aktivity infekce. Sérokonverze nastava cca
2 mésice po primoinfekci.

Stanoveni ureazové aktivity
v bioptickém vzorku zaludec¢ni
sliznice

Vlivem ureadzové aktivity vétsiny kmenG H. pylori do-
chazi v diagnostickém meédiu k hydrolyze mocoviny za
vzniku amoniaku vedouci ke zvysSeni pH, které je indi-
kovano zménou zbarveni pH indikatoru z barvy zluté na
Cervenou.



ELISA

Princip testu Antigeny
Soupravy jsou zaloZeny na sendvicovém typu Klinicky signifikantni kmen H. pylori s vysokym
ELISA metody. obsahem proteint CagA (120 kDa) a VacA (87 kDa)

J
D) Pouziti souprav

Anti-Hu IgG AnthHullM SHtEHUIER - Vyhledavaci test k prikazu specifickych IgA, 1gG

a lgM protilatek v lidském séru nebo plazmé

IgM k - Semikvantitativni vysledky Ize pouZit ke kontrole

IgA Uspésnosti terapie

- Diagnostika faze onemocnéni

Uzivatelsky komfort
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Mikrotitracni
desti¢ka

p - Komponenty v pracovnim redéni
Pracovni postup ponentyvp

- Barevné odliSené reagencie

Krok Kroky testu - Zameénitelnost komponent

. . - Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
i 1 Redéni vzorkd

- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml) - CUT-OFF kontrola a kalibratory

. - Semikvantitativni hodnoceni vysledk(
Davkovani kalibratort a redénych o o, ,
(Index pozitivity-IP) nebo kvantitativni vyhodnoceni

vysledkd (U/ml)

"4
N

vzorkd 100 pl

- blank = prazdné jamka

3. Inkubace 30 min. p¥i 37 °C V)”hOdy souprav

o » ) - Vysoka diagnosticka Gc¢innost
4. Odsatia promyti jamek 5 krat
- Dobra reprodukovatelnost

Déavkovani Konjugatu 100 pl - Vysoka dynamika testU
- blank = prazdné jamka

Identicky pracovni postup

6. Inkubace 30 min. pfi 37 °C Celkova doba vySetteni 1,5 hodiny

- Moznost nezavislé verifikace (CKS)
Odséati a promyti jamek 5 krat

Komplexni zakaznicky servis

Davkovani substratu 100 pl
8. (TMB-Complete) Charakteristiky souprav

- véetné blanku

Diagnosticka Diagnosticka
Parametr

@ © o 06 ©6 o o0 ¢

9. Inkubace 30 min. p¥i 37 °C 7 citlivost specifita
Davkovani Zastavovaciho roztoku E/:A SelllcoAbacter 98,7 % 98,8 %
10. 100yl ONOIg
- v€etné blanku EIA Helicobacter
98,9 % 98,8 %
MONO IgG

-
-

1.  Fotometrické méreni pfi 450 nm
EIA Helicobacter

97,5 % 97,4 %
MONO IgM
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IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni antigeny H. pylori jsou pfeneseny na ni-
trocelulézovou membranu.

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

Antigeny

Membrana

CagA, p120 - Cytotoxin associated
gene A, vysoce specificky, faktor viru-
lence

VacA, p87 - Vacuolating cytotoxin A,
vysoce specificky, faktor virulence

IControl line
ég UreA, p29 - lehka podjednotka urea-
& zy, specificky, faktor virulence
NAP - Neutrophil-activating protein,
CagA p120  faktor virulence, potencionalni bio-
VacA, pg7 marker gastritidy
Ured, p29 HpaA - Helicobacter pylori adhesin A,
povrchovy lipoprotein, potencionalni
hal marker gastritidy a zalude&nich viedd
Hpah HcpC - Helicobacter cystein-rich
HcpC protein, faktor virulence
GroEL GroEL - Chaperonin, protein teplot-
niho Soku (Hsp 60), faktor virulence,
je povazovan za marker chronické
infekce

Pracovni postup

Krok Kroky testu
6 1 Davkovani Univerzalnino roztoku
Tooml

Smaceni stripd 10 min. pfi laboratorni

teploté
- trepacka

3. Odsati

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

Davkovani kontrol a fedénych vzork(
1,5 ml

Inkubace 30 min. pfi lab. teploté
- trepacka

© & = |0

Odsati a promyti v Univerzalnim

)

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

8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml

Inkubace 30 min. p¥i lab. teploté
- trepacka

Odsati a promyti v Univerzalnim

S 1.

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

6 T Davkovani substratu (BCIP/NBT)
T 15ml

Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
- trepacka

QO 11

Odsati a promyti v destilované vodé

13

2 krat 2 ml po 5 min.
- trepacka

14.

Nalepeni a vyhodnoceni stript



Pouziti souprav

- Konfirmacéni metoda k ELISA testu

- Podrobné stanoveni pfitomnosti protilatek proti
specifickym antigendm H. pylori

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odlisené reagencie

- Zameénitelnost komponent

- Negativni a Pozitivni kontrola

- Kontrolnf linie na stripu

- MoZnost softwarového vyhodnoceni

Klinicka data

Vyhody souprav

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
vysledkl

- Vysoka diagnosticka uc¢innost

- Vhodné pro automatickeé systémy

- Komplexni zédkaznicky servis

Charakteristiky souprav

Korelace vysledkd BLOT-LINE Helicobacter s ELISA a IMUNOBLOT testy

BLOT-LINE Helicobacter

1gG
EIA (TestLine) 92,2
EIA (Chorus) 941
BLOT (competition 1) 97,8

BLOT (competition 2) 100,0

Parametr citlivost specifita
BLOT-LINE

, 95,2 % 93,9 %
Helicobacter IgA
BLOT-LINE

, 96,9 % 96,3 %
Helicobacter IgG

shodav %
pocet vzorkd IgA pocet vzorkt

90 84,4 90
34 84,9 33
15 87,5 15
15 80,0 15

Diagnosticka Diagnosticka
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MICROBLOT-ARRAY

RozloZeni antigent a kontrolnich Pracovni postup
spotu

Krok Kroky testu
. ’ 6 1 Davkovani Univerzalniho roztoku
| 100000000000 150 pl
8230808000092,
o 2.  Smaceni10 min pfi laboratorni teploté
| 000000000 eee]
O000000000000e S o e
QOO0000000000 @ '
| [O0I000000 000 N
QOOOO0OOOOOO0 §J & Redenivzorkd
‘QQOQOQQOOOQO. - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
Q@O®O@O®O™E®O@ o e .
'OQQQQ' 6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
®ODOEROBO OB @ 100
Inkubace 30 min pfi laboratorni
Popis antigeni o 6. y
teploté
A1 - CagA ) . Rychlé promyti Univerzalnim
A2 -VacA * roztokem*
A3 - UreA
A4 - NAP e 8 Odsati a promyti v Univerzalnim
A5 - HpaA " roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
A6 - HcpC
A7 - GroEL @ 9 Davkovani Konjugatu 100 pl
Popis kontrolnich spoti o 10 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
: :C B -IR_effrenc;e | e 11 Rychlé promyti Univerzalnim
- Test contro .
tokem*
© CA - Conjugate control IgA Srostorem
@ CG - Conjugate control IgG ®© 12 Odsati a promyti v Univerzalnim
@ CM - Conjugate control IgM " roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
@ C1 - Calibration1
@ C2 - Calibration 2 6 13 Déavkovani Substratového roztoku
@ C3 - Calibration 3 " (BCIP/NBT) 100 ul
@ C4 - Calibration 4
o 14. Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté
® 15. Rychlé promyti destilovanou vodou*
e 16 Odsati a promyti v destilované vodé

2 krat 200 pl po 5 min

17. VysuSeniavyhodnoceni

* v pripadé 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 vyhodnoceni
vysledkd pomoci intenzity spotd (AU), pomoci IP
¢i kvantitativni (U/ml)

- Paralelni vy$etteni vice markerd soucasné

- Vysoka citlivost a specifita

Charakteristiky souprav

Parametr Diagnosticka citlivost Diagnosticka specifita
Microblot-Array Helicobacter IgA 96,5 % 99,1 %
Microblot-Array Helicobacter IgG 974 % 99,0 %

STANOVENI UREAZOVE AKTIVITY

Pracovni postup a vyhodnoceni

4

Vzorek

Inkubace 1 hodinu Inkubace 3 hodiny
pfi laboratorni pfi laboratorni
teploté teploté
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ELISA
Kéd Nazev soupravy Pocet testt
HMAOQ096 EIA Helicobacter MONO IgA 926
HMG096 EIA Helicobacter MONO IgG 926
HMMO096 EIA Helicobacter MONO IgM 96
SK-HMA096 SmartEIA Helicobacter MONO IgA 96
SK-HMG096 SmartEIA Helicobacter MONO IgG 96

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility.

IMUNOBLOT
Kéd Nazev soupravy Podet testu
HpAL20 BLOT-LINE Helicobacter IgA 20
HpGL20 BLOT-LINE Helicobacter IgG 20
Swim03 Immunoblot Software 1ks

MICROBLOT-ARRAY

Kod Nazev soupravy Pocet testt
HpAMA48 Microblot-Array Helicobacter IgA 48
HpGMA48 Microblot-Array Helicobacter IgG 48

STANOVEN{ UREAZOVE AKTIVITY

Kod Nazev soupravy Poéet testu
Ut0050 UREASAtest 50 50
Utb100 UREASAtest bulk 100

&l TestLine®

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
Krizikova 188/68, 612 00 Brno, Ceska republika
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