Acanthocheilonema viteae IgG ELISA

Enzymaticky imunologicky test pro diagnézu filariézy u €lovéka
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Predpokladané pouziti:
Sada Acanthocheilonema viteae IgG ELISA od spole¢nosti Bordier je uréena pro kvantitativni detekci IgG protilatek

proti riznym filiarnim nematodam v lidském séru (bancroftovska a malajska filariéza, loadza, onchocerkéza a
mansonel6za. Sérologie je pomuckou k diagnéze a nesmi byt pouzivana jako jedina metoda diagnézy.

Pozadi:

Filariéza je zplsobena dospélymi Sroubovicovymi ¢ervy, ktefi neustale produkuji mikroskopicky drobné potomstvo.
Vétsina infekci na celém svété je zplUsobena vilasovci Wuchereria bancrofti, Brugia malayi a Brugia timori. Lidé
mohou byt infikovani z osoby na osobu bodnutim komara. Dospély Cerv Zije pfevazné v lymfatickych cévach a
samicky produkuji po spareni miliony mikrofilarii, které cirkuluji krevnim obéhem a tim umozniuji nakazu komara po
bodnuti. VétSina infikovanych lidi nevykazuje jednoznacéné symptomy. AvSak v nékterych pfipadech se u
nakazenych lidi vytvofi lymfedém, elefantidza nebo otok. Diagnéza aktivni infekce je zalozena na identifikaci
mikrofilarii v krvi mikroskopickou zkouskou a pozitivnim vysledku sérologického testu.

Princip a prezentace:

Sada obsahuje veSkery materidl nutny k provedeni 96 enzymovych imunosorbentnich analyz (ELISA)
prerusovanou mikrotitraci na destickach zcitlivénych somatickymi antigeny Acanthocheilonema viteae od
dospélych Zen. Specifické protilatky ve vzorku se vazou na tyto antigeny a omytim se odstrani nespecifické
protilatky. PFitomnost konkrétnich protilatek parazita v séru se zjiStuje pomoci konjugatu alkalické fosfatazy
proteinu A. Druhy krok myvani odstrani nenavazany konjugat. Navazané protilatky odhalime pfidanim substratu
pNPP, ktery se zbarvi v pfitomnosti alkalické fosfatadzy doZluta. Intenzita zbarveni je pfimo Umérna mnozZstvi
specifickych protilatek proti Acanthocheilonema viteae ve vzorku. K zastaveni reakce se pfidava
dihydrogenfosfore€nan draselny. Absorbance na vinové délce 405 nm je z mikrodesticky odecétena prostfednictvim
analyzéatoru ELISA.

Test mohou provadét i automatické systémy, vysledky vSak musi byt ovéfeny uzivatelem.

Materialy obsazené v sadé (96 test):

WELL 9400-01 Oddélitelné prouzky ELISA destickach zcitlivénych 96  desticek
somatickymi antigeny Acanthocheilonema viteae
DILB 9400 -02  Koncentrat tlumiciho roztoku na fedéni (10 x), zbarven nachové 50 ml
WASH 9400-03 Koncentrat vyplachovaciho roztoku (10 x) 50 ml
ENZB 9400-04 Enzymaticky tlumici roztok 50 ml
STOP 9400-05 Zastavovaci roztok (0,5M KsPOa) 25 ml
CONTROL | - | 9400-06 Negativni kontrolni sérum (20 x), zelené vicko 200
CONTROL [-/+[ 9400-07 Slabé pozitivni kontrolni sérum (s mezni hodnotou, 20 x), Zluté vicko 200 pul
CONTROL | +| 9400-08 Positivni kontrolni sérum (20 x), Cervené vicko 200
CONJ 9400-09 Protein A — konjugét alkalické fosfatazy (50 x), nachové vicko 300
SUBS 9400-10 Substrét fosfatazy (para-nitrofenylfosfat) 20 tablet
Nadoba s nékolika pipetami, 25 ml 1 kus
Stojan pro drZ4k 8 destiCek ELISA 1 kus

Datum spotieby a skladovani:

Sadu skladujte pfi teploté 2 az 8°C (pfeprava za teploty okolniho prostfedi), chrante pfed dlouhodobym vystavenim
jejich soucasti pfimému svétlu. Datum spotfeby a &islo Sarze na sadé jsou vytistény na boku krabice. Pokud jsou
pak skladovany pfi teploté 2-8°C, jsou po otevieni originalniho baleni v8echna ¢inidla stabilni az do uvedeného
data spotreby.

Nezbytné vybaveni, které neni soucasti sady:

Pipety (ml a pl). Bariky. Zkumavky pro fedéni séra. Lepici paska k zakryti destiCek b&hem inkubace. Destilovana
voda. Inkubator nastaveny na 37°C. Cte¢ka ELISA nastavena na 405 nm. Manualni nebo automatické zafizeni pro
oplachovani desti¢ek. Vifivy mixer. Casovag.
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Priprava €inidel pred pouzitim:

Zahtejte vSechna ¢&inidla na pokojovou teplotu a pfed pouzitim je protfepejte.

Desticky ELISA: Oteviete bok hlinikové tasky 9400-01 a vyjméte pozadovany pocet desti¢ek (jednu prazdnou, tfi
pro kontrolu plus pocet vzork(l). Umistéte desti¢ky citlivé na danou latku do drzakd 8 desti¢ek. V pfipadé potfeby
zaplite prazdné pozice v drzaku pomoci pouzitych desti€ek. Vlozte drzak do ramecCku ve spravném sméru. Znovu
uzaviete bali¢ek a utésnéte jej polstarkem proti vihkosti.

Tlumici roztok na fedéni: Zfedte koncentrat (10 x) tlumiciho roztoku na Fedéni 9400-02 v destilované vodé
v poméru 1/10. To se pouziva k fedéni kontrolnich destic¢ek, vzork(l a konjugatu. Nafedény tlumici roztok je stabilni
po dobu 2 mésicu, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Vyplachovaci roztok: Zfedte koncentrat (10 x) vyplachovaciho roztoku 9400-03 v destilované vodé v poméru
1/10. Mlzete také pouzit vlastni vyplachovaci roztok. Vyhnéte se tlumicim roztok(im obsahujicim fosfaty, které
mohou potladit enzymatickou Cinnost alkalické fosfatazy. Nafedény vyplachovaci roztok je stabilni po dobu
2 mésicl, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Kontrolni sérum: Zfedte 10 pl kontrolniho séra 9400-06 az -08 ve 2,0 ml tlumiciho roztoku na Fedéni (konecné
zfedéni 1/201). Nafedéné kontrolni sérum je stabilni po dobu 2 mésictll, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Konjugéat: Zfedte konjugat 9400-09 v tlumicim roztoku na fedéni (konecné zfedéni 1/50). Zfedte konjugat téhoz
dne, kdy provadite testy. Nafedény konjugat neuchovavejte.

Roztok substratu: rozpustte tabletu substratu fosfatazy 9400-10 v nezfedéném tlumicim enzymu 9400-04 (1
tabletu ve 2,5 ml tlumiciho roztoku). Mixujte az do UpIného rozpusténi tablet(-y). Nafedte substrat téhoz dne, kdy
provadite testy, a chrante zkumavku pfed pfimym svétlem. Tablety a roztoky substratu by mély byt bezbarvé,
pouze se slabym nazloutlym nadechem. Pokud se tableta nebo substrat zbarvi dozluta, mohou byt &aste¢né
hydrolyzovany a mély by byt vyfazeny. Roztok substratu neuchovavejte.

Zastavovaci roztok: Pouzijte nefedéné cinidlo 9400-05.

Odebirani a priprava vzorki:

Pouzijte lidské sérum. Sérum by mélo byt uchovavano pfi teplotach 2-8°C, pokud se analyza uskute¢ni do nékolika
dni, vjiném pfipadé je uchovavejte pfi teploté -20°C nebo nizSi. Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a
rozmrazovani.

Rozmixujte vzorky a nafedte je 1/201 ve zfedéném tlumicim roztoku (napfiklad 5 pl vzorku v 1,0 ml).

Varovani a bezpeénostni opatieni:

Toxické slouc¢eniny se vyskytuji v nasledujicich koncentracich:

Sloucenina Odkaz Nitrid sodny (NaNs) Merthiolat
Tlumici roztok (10 x) 9400-02 0,1% 0,02%
Vyplachovaci roztok (10 x) 9400-03 0,05% /
Tlumici enzym 9400-04 0,01% /
Kontrolni sérum (20 x) 9400-06 az -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 9400-09 0,1% /

VSechny pouZivané koncentraty, nitrid sodny a merthiolat nepfedstavuji zadné toxikologické riziko pfi styku s
pokozkou a se slizni€énimi membranami.

- Zastavovaci roztok 9400-05 (0,5 M KsPOQu) je drazdivy.

- Negativni, slabé pozitivni a pozitivni kontrolni sérum (9400-06 az -08) pochézi z kraliku.

- Zachazejte se vSemi Cinidly a vzorky jako s potencialné infekénim materialem.

- Nezaméniujte Cinidla raznych Sarzi nebo z riznych sad Bordier ELISA.

- Nepouzivejte ¢inidla od jinych vyrobct spole¢né s Cinidly z této sady.

- Nepouzivejte ¢inidla po uplynuti doby jejich zivotnosti.

- Zavfete a utésnéte lahvicky s Cinidly bezprostfedné po jejich pouziti a nezaménujte jejich vicka, abyste
zabranili kontaminaci.

- Pro kazdy vzorek pouzivejte zvlastni a Cisté pipetové nastavce.

- Nepouzivejte mikrodesticky opakované.

- Zabrarte poSkozeni mikrojamek mechanickym plsobenim (Spicky/kuzele, trysky).

- Popisy symboll pouzitych na etiketach naleznete na webovych strankach www.bordier.ch.

Pokyny k likvidaci odpadu:

VSechny materialy pouzivané pfi tomto testu jsou v8eobecn& povaZovany za nebezpeény odpad. Pfi likvidaci
nebezpecného odpadu dodrzujte pfislusné statni a regionalni zakony a predpisy.
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Postup:

Kdyz test bézi, zabrarite tvorbé bublin na desti¢kach.

Krok 1: Blokovani:

Desti¢ky zcela naplfite tlumicim roztokem pro Fedéni.

Nechte inkubovat po dobu 5 az 15 minut pfi okolni teploté (blokovani).

Vyjméte tlumici roztok pro fedéni odsatim nebo zaklepanim s prouzky nad vylevkou.

Krok 2: Inkubace se vzorky séra:

Nejprve napliite prvni desti¢ku prvniho prouzku pomoci 100 ul samotného tlumiciho roztoku pro fedéni (vzorku bez
séra).

Naplite nasledujici tfi desticky samostatné pomoci 100 pl zfedéného negativniho, slabé pozitivniho (s mezni
hodnotou) a pozitivniho kontrolniho séra (po 100 pl). Pro testy s vice nez 25 vzorky doporu€ujeme naplnit tfi
posledni desti¢ky kontrolnim sérem ve funkci zdvojeni (duplikace).

Naplnte zbylé desticky zfedénymi vzorky (po 100 pl).

Zakryjte desticky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté 37°C.

Vyjméte sérum a 4 x omyijte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 3: Inkubace s konjugatem:

Rozdélte 100 ul rozpusténého konjugatu na kazdou desticku (v€etné destiCky vzorku bez séra).
Zakryjte destiCky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté 37°C.

Vyjméte sérum a 4 x omyjte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 4: Inkubace pomoci substratu:

Rozdélte 100 pl rozpusténého substratu na kazdou desticku.

Zakryjte desti¢ky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi 37°C.
Zastavte reakci pfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku do kazdé desticky.

Krok 5: Méfreni absorbanci:
Pokud je to zapotiebi, otfete spodni ¢ast destiCek a odstrarite bubliny. Méfte absorbance pfi vinové délce 405 nm
po dobu jedné hodiny po pfidani zastavovaciho roztoku.

Interpretace:

Odectéte hodnotu prazdnych destiCek vzorku bez séra ode vSech méfenych hodnot. Pokud je to vhodné,
vypoditejte stfedni hodnoty absorbance duplikovaného kontrolniho séra. Test je pokladan za platny, jestlize jsou
dodrzena nasledujici kritéria:

- absorbance (A) pozitivniho kontrolniho vzorku > 1,200

- Aslabé pozitivniho kontrolniho vzorku > 19% A pozitivniho kontrolniho vzorku

- Anegativniho kontrolniho vzorku < 10% A pozitivniho kontrolniho vzorku

- Avzorku bez séra < 0,350

Kontrola jakosti pfisluSnych SarzZi je uvedena na nasich webovych strankach: www.bordier.ch.

Koncentrace protilatek slabé pozitivniho séra (s mezni hodnotou) 9400-07 byla nastavena k optimalnimu rozliSeni
mezi sérem Kklinicky dokumentovanych pfipadu filatiozy a sérem zdravych lidi. Index mezni hodnoty vzorku je
definovan po odecteni Cistého vzorku bez séra jako:

Absorbance vzorku
Absorbance séra s mezni hodnotou

Index =

Vysledek je negativni, kdyz je absorbance analyzovaného vzorku nizsi nez 1,0. V tomto pfipadé je koncentrace
protilatek 1gG proti antigenu Acanthocheilonema viteae klinicky nevyznamna.

Vysledek je pozitivni, kdyz je absorbance analyzovaného vzorku vyssi nez 1,0. V tomto pFipadé je koncentrace
protilatek IgG proti antigenu Acanthocheilonema viteae povazovana za klinicky vyznamnou. Svéd¢i to o tom, ze
pacient mél kontakt s parazitem.

Seda z6na by mohla byt definovana kazdou laboratoFi v zavislosti na celkovém poé&tu pacientd. V meznich &i
pochybnych pfipadech doporu¢ujeme zopakovat test jesté jednou po uplynuti 2-4 tydn( s cerstvymi vzorky.

V pfipadé pozitivniho nebo nejasného vysledku doporucujeme provést potvrzovaci test (nejastéji metodou
Western blot), pokud je takovy test k dispozici nebo ho vyzaduji vnitrostatni predpisy.
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Analytické vykony:

Analyticka specifi€nost:

Specificita 69 % byla zjiSténa u 75 sér pacientd s jinymi parazitarnimi infekcemi. Kfizova reaktivita se vétSinou
vyskytuje u pacientl s askariozou, trichinelézou, ankylostomé6zou, fasciol6zou a cystickou echinokokézou.

U suprafyziologickych koncentraci hemoglobinu, lipidd nebo bilirubinu v séru doplnénych interferenty nebyla
pozorovana zadna pozitivni ani negativni interference.

Presnost:
Opakovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzorku lidského séra na 24 desti¢kach v 1 analyze.
Reprodukovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzork( lidského séra na 10 rGznych analyzach.

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 1 Vzorek 2
Pramér (absorbance) 0,525 1,535 0,764 1,905
Standardni odchylka (absorbance) 0,026 0,070 0,068 0,112
Koeficient odchylky (%) 50 4,5 8,9 59

Nasledujici hodnoty nelze stanovit, protoze pro tuto analyzu neni k dispozici zadny certifikovany referencni
material:

- Analyticka citlivost (meze detekce a kvantifikace)

- Presnost

- Pravdivost

- Rozsah méreni

- Linearita

Klinické vykony:

Diagnosticka citlivost:
Citlivost 95% byla zjiSténa u 22 sér pacientt trpicich filariozami (u pacienttd s mikrofilariemii a/nebo s pozitivni
sérologii jinymi technikami a s epidemiologickym a klinickym pozadim filari6z).

Diagnosticka specificnost: 3
Specificita 98% byla zjiSténa u 180 sér darcl krve (Svycarsko).

Pozitivni a negativni prediktivni hodnota:
U vy8e uvedenych populaci byly zjistény hodnoty PPV 98% a NPV 99%.

Ocekavané hodnoty u normalni a postizené populace:
V bézné populaci 99 Svycarskych darcu krve a ve 100 sérech ze Svycarského infekéniho oddéleni &ini oéekavana
hodnota indexu 0,38. V zasazené populaci 12 sér pacient( trpicich filari6zami ¢ini o¢ekavana hodnota indexu 1,87.

Incidenty:

Kazdy zavazny incident, k némuz v souvislosti s timto prostfedkem dojde, je nutné oznamit vyrobci a pfFislusnému
organu Clenského statu, v némz je uzivatel anebo pacient usazen.

Omezeni:

Diagnéza infekéniho onemocnéni by neméla byt stanovovana na zakladé jediného vysledku testu. Presna
diagnéza by méla brat v Gvahu endemickou situaci, klinickou historii, symptomatologii, zobrazovani a také
sérologické udaje.

U imunokompromitovanych pacientu a u novorozencli maji sérologické udaje omezenou vypovidaci hodnotu.
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