Echinococcus multilocularis (Em18) IgG ELISA

Enzymkoblet immunadsorberende analyse til serologiske opfglgning af human alveolaer echinokokose
96 analyser pa seerskilte brgnde til in vitro diagnostisk brug og til professionel laboratoriebrug
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PRODUCTS

Tilsigtet anvendelse:

Bordier Echinococcus multilocularis (Em18) IgG ELISA kit er beregnet til kvantitativ pavisning af 1gG antistoffer
mod Em18 antigen af Echinococcus multilocularis i humant serum. Denne test er beregnet til postoperativ og / eller
post-terapeutisk opfalgning af inficerede patienter.

Baggrund:

Alveolar echinococcosis er forarsaget af larve stadiet af Echinococcus multilocularis, en baendelorm fundet i reeve,
coyoter, hunde og nogle andre dyr af hundefamilien. Mennesker kan blive smittet ved ved et uheld at indtage
bandorm zeg i forurenet mad eller vand. Larverne af E. multilocularis vokser ikke fuldt ud i gadningscyster hos
mennesker, men kontinuerlig proliferation af vesikler, som invaderer og @deleegger omgivende vaev, vil pa en
tumorlignende made medfgre leverdysfunktion. Parasitten kan spredes i andre organer som lunger og hjerne. De
vigtigste symptomer er mavesmerter, asteni, hepatomegali og gulsot. Diagnosen er baseret pa
billeddannelsesteknikker som CT-scanninger for visuelt at detektere parasitiske masser og respektive diffuse
cystlignende strukturer. Serologiske test anvendes til screening af populationer i fare og for opfglgende AE-
patienter efter behandling.

Princip og praesentation

Kittet giver alt det materiale som er ngdvendigt for at udfgre 96 Enzymkoblet immunadsorberende analyse (ELISA),
pa skrgbelige mikrotitreringsbrgnde sensibiliserede med Echinococcus multilocularis Em18 rekombinant
antigener. Specifikke antistoffer i prgven vil binde til disse antigener, og vask vil fijerne uspecifikke antistoffer.
Forekomsten af parasit-specifikke serum antistoffer pavises med en Protein A - alkalisk fosfatase-konjugat. En
ekstra vask vil fierne ubundet konjugat. Afslgring af bundne antistoffer vil ske ved tilseetning af pNPP substrat, som
bliver gul i neerveer af alkalisk phosphatase. Farveintensitet er proportional med meengden af Echinococcus
multilocularis-specifikke antistoffer i praven. Kaliumphosphat tilsaettes for at stoppe reaktionen. Absorbans ved 405
nm leeses ved anvendelse af en ELISA mikroplade leser.

Praven kan udfgres med automatiske systemer, men dette skal valideres af brugeren.

Materiale, som indgar i kittet (96 praver):

|WE|_|_| 9310-01 Delbare ELISA strimler sensibiliserede med 96 brgnde
Echinococcus multilocularis Em18 rekombinant antigener
DILB 9310-02 Fortyndingsbuffer (10 x) koncentrat farvet lilla 50 mi
WASH 9310-03 Vaskelgsning (10 x) koncentrat 50 mi
ENZB 9310-04 Enzym buffer 50 mi
STOP 9310-05 Stoplgsning (0.5M K3POy) 25 ml
CONTROL | - | 9310-06 Negativt kontrolserum (20 x), gr@gn haette 200
CONTROL [-/+]| 9310-07 Svagt positivt kontrolserum (afskaret, 20 x), gul heette 200
CONTROL | +| 9310-08 Positivt kontrolserum (20 x), rad heette 200 ul
CONJ 9310-09 Protein A - alkalisk fosfatase-konjugat (50 x), lilla haette 300
SUBS 9310-10 Fosfatase-substrat (Para-nitrophenylphosphat) 20 tabletter
Multipipette beholder, 25 ml 1 stykke
Ramme til ELISA 8-brgnd holder 1 stykke

Holdbarhedstid og opbevaring:

Opbevar kittet ved 2 til 8°C (transporter ved omgivende temperatur), undgd langsigtet eksponering af
komponenterne i direkte lys. Kittets udlgbsdato og partinummer er trykt pa siden af kassen. Efter fgrste abning er
alle reagenser stabile indtil udlgbsdatoen, dette er om de opbevares ved 2-8°C.

Ngdvendigt udstyr, som ikke fglger med kittet:

Pipetter (ml and pl). Kolber. Rar til fortynding af sera. Selvkleebende tape til at deekke brgndene under
inkubationen. Destilleret vand. Inkubator indstillet pa 37°C. ELISA leeser indstillet pA 405 nm. Manuel eller
automatisk udstyr til skylning af brende. Vortex mixer. Timer.
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Klarggring af reagens inden anvendelse:

Hold alle reagenser i stuetemperatur og bland dem inden brug.

Elisa brgnde: &bn siden af aluminiumstasken 9310-01, og tag det ngdvendige antal brande. (en for blankt, tre for
kontroller plus antal prgver). Seet sensibiliserede brgnde i 8-brgnd holder(e). Hvis nagdvendigt, udfyld de tomme
pladser i holderen med brugte brgnde. Indseet holder(e) i rammen i den rigtige retning. Luk den &bne pakke igen
med tagrrepude.

Fortyndingsbuffer: fortynd fortyndingsbuffer (10 x) koncentrat 9310-02, 1/10 i destilleret vand. Dette anvendes til
fortynding af kontroller, praver og konjugater. Den fortyndede buffer er stabil i 2 maneder ved 2-8°C.

Vaskelgsning: fortynd vaskelgsning (10 x) koncentrat 9310-03, 1/10 i destilleret vand. Du kan ogsé veelge din
egen vaskelgsning. Undga buffere med indhold af fosfat, som kan hindre enzymatisk aktivitet af den alkaliske
fosfatase. Den fortyndede vaskeoplgsning er stabil i 2 maneder ved 2-8°C.

Kontrolsera: fortynd 10 pl kontrolsera 9310-06 til -08 i 190 pl fortyndingsbufferlgsning (endelig fortynding 1/20).
Den fortyndede kontrolsera er stabil i 2 maneder ved 2-8°C.

Konjugat: fortyndet konjugat 9310-09 i fortyndingsbufferoplgsning (slutfortynding 1/50). Fortynd konjugat pa
analysedagen. Opbevar ikke fortyndet konjugat.

Substratlgsning: oplgs tablet(ter) af fosfatase-substrat 9310-10 i ufortyndet enzym buffer 9310-04 (1 tablet i 2,5
ml buffer). Ryst, indtil tabletterne er fuldsteendigt oplgst. Fortynd substratet pa analysedagen og beskyt raret fra
direkte lys. Tabletter og substratoplgsninger bgr veere farvelgse eller bgr kun have en lille gul tinge. Hvis en tablet
eller en substratoplgsning bliver gul, kan den have veeret delvis hydrolyseret og bgr kasseres. Opbevar ikke
substratoplgsningen.

Stoplgsning: anvend reagens 9310-05 ufortyndet.

Prgveudtagning og forberedelse:

Brug humant serum. hvis analyseres inden for fa dage skal serum skal opbevares ved 2-8°C, ellers opbevares ved
-20°C eller lavere. Undgd at gentage frysning og optgning. Vortex prgver og fortynd 1/201 i
fortyndingsbufferopl@sning (fx 5 pl preve i 1,0 ml).

Advarsler og sikkerhedshensyn:

Giftige stoffer findes i fglgende koncentration:

Komponent Reference Natriumazid (NaN3) Merthiolat
Fortyndingsbuffer (10 x) 9310-02 0,1% 0,02%
Vaskeoplgsning (10 x) 9310-03 0,05% /
Enzymbuffer 9310-04 0,01% /
Kontrolsera (20 x) 9310-06 til -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 9310-09 0,1% /

Ved de anvendte koncentrationer har natriumazid og merthiolat ingen toksikologisk risiko ved kontakt med hud og
slimhinder.

- Stoplgsning 9310-05 (0,5 M K3PO4) er lokalirriterende.

- Den negative, svage positive og positive kontrolsera (9310-06 til -08) er fra kaniner.

- Behandle alle reagenser og prgver som potentielt infektigst materiale.

- Byt ikke reagenser fra forskellige partier eller Bordier ELISA Kkits.

- Brug ikke reagenser fra andre producenter med reagenser i dette kit.

- Brug ikke reagenser efter deres udlgbsdatoe.

- Luk reagensflasker taet straks efter brug, og udskift ikke skrueheetter for at undgéa forurening.

- Brug separate og rene pipetter tips til hver prgve.

- Mikrobrande ma ikke genbruges.

- Undga forringelse af mikrobrgnde ved mekanisk pavirkning (spidser/kegler, dyser).

- Beskrivelser af de anvendte symboler pa etiketterne kan findes p& hjemmesiden www.bordier.ch.

Vedrgrende Bortskaffelse:

Alle materialer, der bliver anvendt i denne test, betragtes generelt som farligt affald. Henvis til nationale og
regionale love og bestemmelser for bortskaffelse af farligt affald.
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Procedure:

Nar du karer analysen, undga at der dannes bobler i brandene.

Trin 1: Blokering:

Fyld brandene helt op med fortyndingsbufferlgsning.

Inkuber i 5 til 15 minutter ved omgivende temperatur.

Fjern fortyndingsbuffer gennem aspiration eller ved at ryste strimlerne over handvasken.

Trin 2: Inkubation med prgver:

Fyld den farste strimmels fgrste brgnd med 100 pl fortyndingsbuffer (ikke-serumblank).

Fyld de efterfglgende tre brgnde med henholdsvis 100 pl fortyndede negative, svagt positive (afskarne) og positive
kontrol serum. Til analyser med mere end 25 prgver anbefaler vi at fylde de tre sidste brande med kontrol sera som
et duplikat.

Fyld de resterende brgnde med fortyndede sera pragver (100 ul hver).

Deaek brgndene med selvklaebende tape, og inkuber i 30 minutter ved 37°C.

Fjern sera, og vask 4 x ~ 250 ul med vaskelgsning.

Trin 3: Inkubation med konjugat:

Fordel 100 pl fortyndet konjugat i hver brgnd. (inklusiv ikke-serumblank).
Deaek brgndene med selvkleebende tape, og inkuber i 30 minutter ved 37°C.
Fjern konjugat, og vask 4 x med ~ 250 ul vaskelgsning.

Trin 4: Inkubation med substrat:

Fordel 100 pl substratlgsning pr. brgnd.

Deaek brgndene med selvklaebende tape, og inkuber i 30 minutter ved 37°C.
Stop reaktionen ved at tilseette 100 pl stoplgsning til hver brgnd.

Trin 5: Maling af absorbanser:
Hvis det er ngdvendig, tar bunden af brgndene af, og fiern bobler, og mal absorbanser ved 405 nm. inden for 1 time
efter tilseetning af stopoplgsning.

Fortolkning:

Traek veerdien af ikke-serumblank fra alle malte veerdier. Nar det er relevant, beregnes de gennemsnitlige
absorbansveerdier for duplikeret serumkontrol. Testen er valid, hvis de fglgende kriterier er opfyldt:

- Absorbans (A) af positiv kontrol > 1,200

- A med svag positiv kontrol > 3% af A med positiv kontrol

- Aaf negativ kontrol < 3% af A af positiv kontrol

- A af ikke-serumblank < 0,350
Kvalitetskontrol af aktuelle partier offentliggares pa vores hjemmeside: www.bordier.ch.

Antistofkoncentrationen af det svagt positive (afskarne) serum 9310-07 er indstillet for optimalt at skelne mellem
sera fra klinisk dokumenterede tilfeelde af alveolar echinococcosis og sunde, humane sera.
Afsnitets afskarne indeks defineres efter subtraktion af det ikke-serumblank som:

absorbans pragve
Absorbans afskaret serum

Indeks =

Resultatet er negativt, nar Indeks af den analyserede prgve er lavere end 1,0. | dette tilfeelde er IgG
antistofkoncentrationen mod Echinococcus multilocularis antigener klinisk ikke signifikant.

Resultatet er positivt, nar Indeks af den analyserede prgve er hgjere end 1,0. | dette tilfeelde anses IgG
antistofkoncentrationen mod Echinococcus multilocularis antigener at veere klinisk signifikant.

Eller negativation af anti-recEm18 serumantistofniveauer indikerer en fuldsteendig Kkirurgisk resektion af
parasitleesionen eller en inaktivering af parasitten ved lsegemiddelbehandlin.

| tilfeelde af et positivt eller tvivisomt resultat, anbefaler vi at udfgre en bekreeftelsestest (oftest med western
blotting), hvis en sadan test er tilgaengelig eller kreeves i henhold til nationale bestemmelser.

Analytisk ydeevne:

Analytisk specificitet:

Der blev fundet en specificitet pA 100 % med 12 sera fra patienter med andre parasiteere infektioner (6 cystisk
echinokokose, 3 udifferentieret echinokokose og 3 alternative diagnoser).

Der blev ikke observeret nogen positiv eller negativ interferens med suprafysiologiske koncentrationer af
haemoglobin, lipider eller bilirubin i sera suppleret med interferenter.
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Preecision:

Repeterbarhed blev bedgmt ved at teste 2 humane serumprgver i 24 brgnde i 1 analyse.

Reproducerbarhed blev vurderet ved at teste de 2 humane serumprgver i 10 forskellige analyser.

Repeterbarhed Reproducerbarhed
Prgve 1 Progve 2 Prgve 1 Prgve 2
Gennemsnit (absorbans) 0,186 1,260 0,157 1,123
Standardafvigelse (absorbans) 0,022 0,072 0,016 0,074
Variationskoefficient (%) 11,8 5,7 10,0 6,5

Falgende praestationer kan ikke evalueres, fordi der ikke er noget certificeret referencemateriale til denne analyse:
- Analytisk fglsomhed (detektions- og kvantificeringsgreenser)
- Ngjagtighed
- Rigtighed
- Maleomrade
- Linearitet

Kliniske praestationer:

Diagnostisk fglsomhed:

Parrede pree- og postoperative serumprgver fra 12 patienter med bekraeftet alveolar echinokokose, som havde
gennemgaet en radikal eller ikke-radikal operation, blev undersgagt. Praekirurgisk havde 9 patienter (75 %) et indeks
>1. Blandt disse patienter havde 5 negative postoperative resultater. Men hos alle 12 patienter faldt Em18-
antistofniveauerne efter operationen og var signifikant lavere end i de praekirurgiske prgver.

Serumprgver fra 25 patienter med bekreeftet alveolar echinokokose uden kirurgi, men med stabil sygdom under
antiparasiteer kemoterapi. 18 (72 %) af dem havde et indeks >1 (medianindeks 6,3). Serumprgver fra 7 patienter
med bekreeftet alveolar echinokokose uden kirurgi, men med progressiv sygdom under antiparasiteer kemoterapi. 6
(86 %) af dem havde et indeks >1 (medianindeks 13,8).

Diagnostisk specificitet:
Der blev fundet en specificitet pa 98 % med 99 sera fra bloddonorer (schweiziske). Der blev fundet en specificitet
pa 94 % med 100 sera fra patienter fra en infektiologisk enhed (schweizisk).

Positiv og negativ preediktiv veerdi:
Der blev fundet en PPV pa 80% og en NPV pa 96% hos de ovenfor naevnte populationer.

Forventede veerdier i normale og bergrte populationer:
| en normal population pa 99 schweiziske bloddonorer og 100 sera fra en schweizisk infektiologisk enhed er den
forventede indeksveerdi 0,33. Der forel& ingen data om den forventede indeksveerdi i en bergart population.

Heendelser:

Enhver alvorlig heendelse, der indtreeffer i forbindelse med udstyret, skal meddeles fabrikanten og den kompetente
myndighed i den medlemsstat, hvor brugeren og/eller patienten er etableret.

Begreensninger:

Diagnose af en smitsom sygdom bgr ikke udarbejdes pa basis af et enkelt testresultat. En preecis diagnose bar
tage hensyn til endemisk situation, Kklinisk historie, symptomatologi, billeddannelse samt serologiske data.
Hos immunkompromitterede patienter og nyfagdte er serologiske data af begraenset veerdi.
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