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DIAGNOSTICKE SOUPRAVY 2 x 10 testu Kat. ¢. SO 3011
Navod k pouziti
ITEST ASO
souprava pro titraci antistreptolysinu O v séru

Vyznam a pouziti

Souprava ITEST ASO je urCena k titraci antistreptolysinu O (ASO) v sérech. ASO je
protilatka proti streptolysinu O (SLO) - extracelularnimu produktu streptokokt skupiny A (1).
Proziti streptokokové infekce se tedy projevi vzestupem hladiny ASO. Tyto infekce jsou
zavazné zejména svymi nasledky - akutni revmatickou hore¢kou a akutni
glomerulonefritidou.

Stanoveni titru ASO je proto nezbytnym doplfikem diagnostiky téchto onemocnéni. Titraci
ASO Ize pomérné dobfe standardizovat a protilatky Ize urCovat kvantitativné (2).

Vzhledem k obrovské Cetnosti streptokokovych infekci Ize téz pouzivat titrace ASO jako
"screeningové" metody pro zjiStovani nedostatené reaktivity imunitniho systému.

Souprava ITEST ASO umoziiuje rychlé a jednoduché provedeni testu, protoze dodavany
SLO obsahuje pfedem stanoveny pocet mezinarodnich jednotek (m.j.).

Souprava obsahuje vSechny reagencie potfebné k provedeni testu, mimo krali€ich
erytrocytd. Ty je mozno objednat samostatné (kat. €. SO 306).

Princip testu

Principem testu je neutralizace SLO protilatkou (ASO) pfitomnou v séru. Zbyly SLO se
prokaze hemolyzou pfidanych erytrocytd. Aby hemolyza probéhla, musi byt SLO v
redukovaném stavu.

Obsah soupravy
1. kat. €. SO 302 Streptolysin O

Purifikovany filtrat kultury streptokoka sk. A produkujictho SLO v lyofilizované formé.
Lahvi¢ka obsahuje poc€et m.j. deklarovany na Stitku.

2. kat. €. SO 3031 Redukéni €inidlo
Redukéni €inidlo — dithionitan sodny. 10 mg v lahvicce.

3. kat. ¢&. SO 3041 Koncentrovany pufrovany fyziologicky roztok s albuminem
(PFR+A)

Lahvicka obsahuje 4 ml koncentrovaného fyziologického roztoku s fosfatovym pufrem a
hovézim albuminem. Roztok je konzervovan 0,1% azidem sodnym.

4. Kkat. €. 305 Antistreptolysin O Standard (Sérum o znamém titru)

Purifikovany lidsky IgG testovany na pfitomnost HIV, HBsAg a HCV s negativnim vysledkem.
Lahvi¢ka obsahuje poc€et m.j. deklarovany na Stitku.

Poznamka: Krali¢i erytrocyty v Alseverové roztoku (25% suspenze, 40 nebo 20 ml) jsou
dodavany samostatné (k.¢. SO 306 nebo SO 307).
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Provedeni testu

Narodni referenéni laboratof pro streptokoky a enterokoky SZU v Praze doporuduje
nasledujici metodu (3):

1. Priprava pufrovaného fyziol. roztoku s albuminem (PFR+A)

Obsah lahvi€ky s koncentrovanym PFR+A (4 ml) nafedte 56 ml destilované vody. Ziskate 60
ml roztoku o pH + 6,5 (pH roztoku pfrekontrolujte a v pfipadé potieby upravte). Takto

pfipraveny roztok uchovavejte pfi 2 - 8°C a spotiebujte do sedmi dnu.

2. Priprava suspenze krali¢ich erytrocytu

Krali¢i erytrocyty promyjte 3x v PFR+A a centrifugujte 10 min. pfi 1000g. Po posledni
centrifugaci pfipravte ze sedimentovanych erytrocytd 1% suspenzi v PFR+A.

3. Priprava redukovaného streptolysinu O (SLO)

Do lahviéek se SLO a Redukénim ¢inidlem dejte po 1 ml PFR+A (nejlépe injekéni
stiikaCkou pifes gumovou zatku, abyste zamezili ztratam lyofilizovaného materialu). Po
dokonalém rozpusténi preneste kvantitativné obsahy obou lahvi¢ek do 3,5 ml PFR+A. Takto
pfipraveny roztok SLO obsahuje 1 m.j./0,5ml.

Roztok spotfebujte tentyz den.
4. Redéniséra
Ve zkumavkach pripravte dvé zakladni fedéni vy$etfovaného, inaktivovaného (56°C po dobu
30 min. £ 1 min.) séra:
a) 1:25 (50 pl séra + 1,2 ml PFR+A)
b) 1:30 (0,5 ml séra fedéného 1:25 + 0,1 ml PFR+A)
5. Priprava mikrotitracni desti¢ky (typ U) a vlastni provedeni testu

Sérum titrujte ve vodorovné fadé mikrotitracni destiCky. U kazdého vySetfovaného séra dejte
do prvnich dvou jamek po 50 ul PFR+A. Do zbylych 10 jamek dejte po 25 ul PFR+A.

Do prvni jamky pfeneste 50 pul séra fedéného 1:25 a po dikladném promichani pfeneste
pomoci mikropipety 50 ul do treti jamky. Stejnym zplsobem pokracujte v fedéni séra ve
vSech lichych jamkach az do jedenacté jamky. 50 ul nafedéného séra z 11. jamky odstrarite.

Do druhé jamky preneste 50 ul séra fedéného 1:30 a po dukladném promichani pfeneste
pomoci mikropipety 50 ul do étvrté jamky. Stejnym zplsobem pokracujte v fedéni séra ve
vSech sudych jamkach az do dvanacté jamky. 50 ul séra z 12. jamky odstrarite.

K takto nafedénému séru pfidejte do 1. a 2. jamky po 50 ul PFR+A a do vSech ostatnich
jamek pfidejte po 25 ul PFR+A a dukladné promichejte (na tfepacce nebo poklepem na
stény desticky). Z 1. a 2. jamky odstrarite po 50 ul hafedéného séra. V kazdé jamce je potom
koneény objem nafedéného séra 50 pl.

Do kazdé jamky s nafedénym sérem prfidejte 25 ul redukovaného roztoku SLO. Po
dikladném promichani inkubujte ve vlhké komofe v termostatu 15 min. £ 1 min. pfi 37°C +1

°C. Po inkubaci pfidejte do véech jamek po 25 pl 1% suspenze kraligich erytrocytd (pred
kazdym pouzitim suspenzi dobfe promichejte). Obsah jamek Ffadné promichejte (poklepem

na stény desti¢ky) a inkubujte 45 min. +1 min. pii 37°C +1 °C.
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6. Odecitani vysledku

Odectéte posledni jamku bez hemolyzy (matnou): reciproka hodnota pfisluSného redéného
séra udava titr ASO v m.j. Pro pfehled uvadime reciproké hodnoty fedéni séra (tzn. titru
ASO) v jednotlivych jamkach:

Jamkas.| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Hodnota| 100 | 120 | 150 | 180 | 225 | 270 | 337 | 405 | 506 | 607 | 759 | 911

m.j.

7. Kontrola
7.1. Sérum o znamém titru

Pfi titraci ASO v sérech je nutna soucCasna titrace séra o znamém titru, kterym je ASO
standard dodany v soupravé. Lyofilizovany ASO standard rozpustte v 1 ml PFR+A (=
zakladni fedéni 1:25).

Dale postupuijte tak, jak je udano v bodech 4.b az 6. Titr takto nafedéného standardu je 405
m.j. (t.j. posledni jamka bez hemolyzy je ¢. 8). V ramci titracni chyby se muze titr ASO
standardu lisit o +1 jamku (posledni jamka bez hemolyzy mize byt €. 7 - 9).

Titraci ASO standardu provedte pouze v 10 jamkach. 11. a 12. jamku pouzijte na kontrolu
suspenze erytrocytl a kontrolu SLO.

7.2. Kontrola suspenze erytrocytt

Do 11. jamky (v Fadé, kde titrujete ASO standard) dejte 75 ul PFR+A + 25 ul 1% suspenze
krali¢ich erytrocytd. Pfi odecitani vysledkd nesmi dojit k hemolyze.

7.3. Kontrola SLO

Do 12. jamky (v fadé, kde titrujete ASO standard) dejte 50 ul PFR+A + 25 ul SLO + 25 pul
suspenze krali€ich erytrocytl. PFi odecitani vysledkd musi dojit ke 100% hemolyze.

Hodnoceni

"Normalni" hodnoty ASO v séru jsou vysoce variabilni a zavisi na véku vysSetfovaného,
geografické oblasti, epidemiologické situaci, roénim obdobi apod. Za horni hranici
prukaz predchozi streptokokové infekce je zjisténi signifikantniho vzestupu titru ASO v séru
pacienta. U doporu¢ené metody je to rozdil mezi titraci dvou vzorkd sér vétSi nez jedna
jamka. Vzestup ASO po streptokokové infekci obvykle dosahuje maxima mezi 3. a 5. tydnem
po jejim zaCatku. Proto se doporuCuje titrace nejméné 2 vzork( sér, odebranych s urc€itym
Casovym odstupem.

Po streptokokovych infekcich dojde k vzestupu titru ASO zhruba v 80% pfipadu. K zachyceni
vétSiho pocltu streptokokovych infekci je nutna titrace nékteré dalSi streptokokové protilatky,
napf. antideoxyribonukleazy B.

K nespecificky zvySenému titru ASO mUze také dojit v pfitomnosti lipidd a lipoproteint v séru
nebo v sérech kontaminovanych.

IVD C€

Rev.: 3/03/2016 strana3z4




' ® ITEST plus, s.r.o., Kladska 1032,
500 03 Hradec Kraloveé, CZ,
ITEST) plus s.r.o. tel./fax: +420 495 217 372,

e-mail: itest@itest-plus.cz, www.itest-plus.cz

Literatura

1. Hostetler C.L., Sawyer K.P., Nachamkin I. (1988): Comparison of three methods for
detection antibodies to streptolysin O and DNase B. J.Clin.Microbiol. 26, 1406.

2. Wannamaker L.W., Ayoub E.M. (1960): Antibody titres in acute rheumatic fever.
Circulation 21, 598.

3. Bicova R. (1997): Stanoveni protilatky proti streptolysinu O mikrometodou.
Epidemiol.Microbiol.Imunol., 46, €. 4, 140-144.

4. Johnson D.R., Kaplan E.L. et al. (1996): Laboratory diagnosis of group A streptococcal
infections. WHO, Geneva.

Upozornéni

1. Souprava ITEST ASO je dodavana v baleni po 2 x 10 testech a je ur€ena pouze pro
diagnostiku in vitro.

2. Soupravu uchovavejte v temnu pfi 2 — 8°C a spotfebujte do doby exspirace uvedené
na Stitku.

3. Pfi poSkozeni primarniho obalu IVD nepouzivejte a kontaktujte vyrobce.

Nespotifebovany IVD a prazdné obaly likvidujte v souladu se zakonem o odpadech €.
185/2001Sb. dle kategorii: 15 01 01 — papirové obaly, 15 01 02 — plastové obaly, 15
01 07 — sklenéné obaly, hlinik — 17 04 02, chemikalie obsahujici nebezpecné latky —
18 01 06, rezidua a nespotifebovany IVD likvidujte v kategorii 18 01 09 — jina
nepouzitelna IéCiva. Odpady, na jejichz sbér a odstrafiovani jsou kladeny zvlastni
pozadavky s ohledem na prevenci infekce, likvidujte v kategorii 18 01 03.
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