TRICHINELLA SPIRALIS

Enzymaticky imunologicky test pro diagnézu trichineléza u €lovéka

96 testovacich vzorku v individualnim baleni pro diagnostické pouziti in vitro a k profesionalnimu
laboratornimu pouziti

Navod k pouziti pro produkt &. 9750 c €
EC reg. &.: CH-202002-0011

Predpokladané pouziti:
Sada ELISA Trichinella spiralis od spole¢nosti Bordier je ur€ena ke kvantitativni detekci protilatek 1gG

proti larvam Trichinella spiralis v lidském séru. Sérologie je pomuckou k diagn6éze a nesmi byt pouzivana
jako jedina metoda diagndzy.

Pozadi:

Trichineléza je zoondza vyskytujici se na celém svété zpusobena Trichinellou spiralis, parazitickou
hlistici Zijici u prasat, koni a divoké zvéfe. Lidé mohou byt infikovani konzumaci syrového nebo
nedostateéné uvafeného masa infekénich zvifat. Epidemie se mohou vyskytovat v prostfedi, kde vice
lidi konzumuje stejné maso nakazené Trichinellou. Larvy se vylihnou z cyst, kdyZz se nachazeji v
prostfedi Zaludku, a pak pronikaji do sliznice tenkého stfeva. V této tkani dospivaji larvy v dospélé
hlistice. Ve stfevni sténé produkuji samicky hlistice ,novorozené larvy“, které migruji do pFicné
pruhovaného svalstva, kde se zapouzdfi, jakmile proniknou do svalovych bunék. VétSina infikovanych
lidi nevykazuje zadné symptomy. V nékterych pfipadech se vSak symptomy projevi v pribéhu stfevni
faze (prdjmem a bolesti bficha) i v prubéhu svalové faze (svalovymi bolestmi, horeCkou, otokem).
Diagnéza je zaloZzena na znamkach a symptomech a na historii expozice a pozitivnim vysledku
sérologického vysetreni.

Princip a prezentace:

Sada obsahuje veSkery material nutny k provedeni 96 enzymovych imunosorbentnich analyz (ELISA)
preruSovanou mikrotitraci na desti¢kach obsahujicich vylu¢ované/vymésované (E/S) larvalni antigeny
Trichinella spiralis. 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 fosfatazy dozZluta. Intenzita
zbarveni je pfimo umérna mnozZstvi specifickych protilatek proti Trichinella spiralis ve vzorku.
K zastaveni reakce se pfidava dihydrogenfosfore¢nan draselny. Absorbance na vinové délce 405 nm je
z mikrodesti¢ky odectena prostfednictvim analyzatoru ELISA.

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

Materialy obsazené v sadé (96 testu):

9750-01 Oddélitelné prouzky ELISA obsahujici 96 destitek
E/S antigeny Trichinella spiralis
DILB 9750-02 Koncentrat tlumiciho roztoku na fedéni (10 x), zbarven nachové 50 ml
WASH 9750-03 Koncentrat vyplachovaciho roztoku (10 x) 50 ml
ENZB 9750-04 Enzymaticky tlumici roztok 50 ml
STOP 9750-05 Zastavovaci roztok (0,5M K3PO4) 25 mil
CONTROL | . [ 9750-06 Negativni kontrolni sérum (20 x), zelené vi¢ko 200 ul
CONTROL |-/+| 9750-07 Slabé pozitivni kontrolni sérum (s mezni hodnotou, 20 x), Zluté 200 pl
vicko
CONTROL [ +] 9750-08 Positivni kontrolni sérum (20 x), Eervené vicko 200 ul
CONJ 9750-09 Protein A — konjugat alkalické fosfatazy (50 x), nachové vicko 300 ul
SUBS 9750-10 Substrat fosfatazy (para-nitrofenylfosfat) 20 tablet
Nadoba s nékolika pipetami, 25 ml 1 kus
Stojan pro drzak 8 desti¢ek ELISA 1 kus
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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 Cislo SarZe na sadé jsou vytistény na boku
krabice. Pokud jsou pak skladovany pfi teploté 2-8°C, jsou po otevieni originalniho baleni vSechna
¢inidla stabilni az do uvedeného data spotieby.

Nezbytné vybaveni, které neni soucasti sady:

Pipety (ml a pl). Banky. Zkumavky pro redéni séra. Lepici paska k zakryti destiCek beéhem inkubace.
Destilovana voda. Inkubator nastaveny na 37°C. CteCka ELISA nastavena na 405 nm. Manualni nebo
automatické zafizeni pro oplachovani desticek. Vifivy mixer. Casovac.

Priprava €inidel pred pouzitim:

Zahfejte vSechna &inidla na pokojovou teplotu a pfed pouZzitim je protiepejte.

Desti€ky ELISA: Oteviete bok hlinikové tasky 9750-01 a vyjméte pozadovany pocet destiCek (jednu
prazdnou, tfi pro kontrolu plus pocet vzorkl). Umistéte destiCky citlivé na danou latku do drzakd 8
destiCek. V pfipadé potfeby zaplite prazdné pozice v drzaku pomoci pouzitych desti¢ek. VlozZte 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 9750-02
v destilované vodé v poméru 1/10. To se pouziva k fedéni kontrolnich desti¢ek, vzork(l a konjugatu.
Naredény tlumici roztok je stabilni po dobu 2 mésicu, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Vyplachovaci roztok: Zfedte koncentrat (10 x) vyplachovaciho roztoku 9750-03 v destilované vodé
vpomeéru 1/10. Mlzete také pouzit vlastni vyplachovaci roztok. Vyhnéte se tlumicim roztokim
obsahujicim fosfaty, které mohou potladit enzymatickou ¢&innost alkalické fosfatazy. Naredény
vyplachovaci roztok je stabilni po dobu 2 mésicu, pokud je uchovavan pfi teplotach 2-8°C.

Kontrolni sérum: Zredte 10 yl kontrolniho séra 9750-06 na -08 ve 2,0 ml tlumiciho roztoku na fedéni
(konecné zifedéni 1/201). Nafedéné kontrolni sérum je stabilni po dobu 2 mésicl, pokud je uchovavan
pfi teplotach 2-8°C.

Konjugat: Ziedte konjugat 9750-09 v tlumicim roztoku na fedéni (konecné ziedéni 1/50). Zredte
konjugat téhoz dne, kdy provadite testy. Nafedény konjugat neuchovavejte.

Roztok substratu: rozpustte tabletu substratu fosfatazy 9750-10 v nezfedéném tlumicim enzymu 9750-
04 (1 tabletu ve 2,5 ml tlumiciho roztoku). Mixujte az do uplného rozpusténi tablet(-y). Nafedte substrat
téhoz dne, kdy provadite testy, a chrarite zkumavku pfed pfimym svétlem. Tablety a roztoky substratu by
mély byt bezbarvé, pouze se slabym nazZloutlym 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 9750-05.

Odebirani a priprava vzorku:

Pouzijte lidské sérum. Sérum by mélo byt uchovavano pfi teplotach 2-8°C, pokud se analyza uskute¢ni
do nékolika dni, v jiném 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 ul vzorku v 1,0 ml).

Varovani a bezpec¢nostni opatreni:

Toxické slou€eniny se vyskytuji v nasledujicich koncentracich:

Slouéenina Odkaz Nitrid sodny (NaNs) Merthiolat
Tlumici roztok (10 x) 9750-02 0,1 % 0,02 %
Vyplachovaci roztok (10 x) 9750-03 0,05 % /
Tlumici enzym 9750-04 0,01 % /
Kontrolni sérum (20 x) 9750-06 az -08 0,1 % 0,02 %
Konjugat (50 x) 9750-09 0,1% /
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VSechny pouzivané koncentraty, nitrid sodny a merthiolat nepfedstavuji Zadné toxikologické riziko pfi
styku s pokozkou a se slizni¢nimi membranami.

- Zastavovaci roztok 9750-05 (0,5 M K3PO4) je drazdivy.

- Negativni, slabé pozitivni a pozitivni kontrolni sérum (9750-06 az -08) pochazi z kralikd.

- Zachazejte se vSemi Cinidly a vzorky jako s potencialné infek&nim materialem.

- Nezamérnujte Cinidla rlznych Sarzi nebo z riznych sad Bordier ELISA.

- Nepouzivejte Cinidla od jinych vyrobcl spole¢né s Cinidly z této sady.

- Nepouzivejte €inidla po uplynuti doby jejich Zivotnosti.

- Zaviete a utésnéte lahvicky s Cinidly bezprostifedné po jejich pouzZiti a nezamériujte jejich vicka,
abyste zabranili kontaminaci.

- Pro kazdy vzorek pouZivejte zvlastni a Cisté pipetové nastavce.

- Nepouzivejte mikrodestiCky opakované.

Pokyny k likvidaci odpadu:

VSechny materialy pouzZivané pfi tomto testu jsou vSeobecné povaZovany za nebezpelny odpad. Pri
likvidaci nebezpecného odpadu dodrzujte pfislusné statni a regionalni zakony a pfedpisy.

Postup:

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

Krok 1: Blokovani:

Desti¢ky zcela naplnte 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 yl samotného tlumiciho roztoku pro fedéni
(bez séra, prazdna).

Naplnte nasledujici tfi desticky samostatné pomoci 100 ul zfedéného negativniho, slabé pozitivniho (s
mezni hodnotou) a pozitivniho kontrolniho séra (po 100 pl). Pro testy s vice nez 25 vzorky doporuCujeme
naplnit tfi posledni destiCky 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 omyjte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 3: Inkubace s konjugatem:

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

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

Krok 4: Inkubace pomoci substratu:

Rozdélte 100 pl rozpusténého substratu na kazdou desti¢ku.

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

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

Interpretace:

Odectéte hodnotu prazdnych destiCek bez séra ode v3ech méfenych hodnot. Pokud je to vhodné,
vypocitejte stfedni hodnoty absorbance duplikovaného kontrolniho séra. Test je pokladan za platny,
jestlize jsou dodrZzena nasleduijici kritéria:

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

- A negativniho kontrolniho vzorku < 10 % A pozitivniho kontrolniho vzorku

- A prazdného vzorku proti vzduchu < 0,350

Kontrola jakosti pfisludnych Sarzi je uvedena na nasich webovych strankach: www.bordier.ch.
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Koncentrace protilatek slabé pozitivniho séra (s mezni hodnotou) 9750-07 byla nastavena k optimalnimu
rozliSeni mezi sérem klinicky dokumentovanych pfipadl trichinel6za 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 niz§i nez 1,0. V tomto pfipadé je
koncentrace protilatek IgG proti antigenu E/S Trichinella spiralis klinicky nevyznamna.

Vysledek je pozitivni, kdyZ je absorbance analyzovaného vzorku vy$Si nez 1,0. V tomto pfipadé je
koncentrace protilatek 1gG proti antigenu E/S Trichinella spiralis povazovana za klinicky vyznamnou.
Svédci to o tom, ze pacient mél kontakt s parazitem.

Seda zo6na by mohla byt definovana kazdou laboratofi v zavislosti na celkovém poétu pacienttl. V
meznich ¢i pochybnych pfipadech doporu€ujeme zopakovat test jesté jednou po uplynuti 2-4 tydna s
Cerstvymi vzorky.

Citlivost a specificita:

Citlivost testu byla vypoc¢tena na 95% u 55 sér od pacientl trpicich trichinel6zou. Specificita 98% byla
zjiSténa u 149 sér od (Svycarskych) darclt krve. Specificita o hodnoté 98% byla zjisténa u 100 sér od
pacientd infekéni jednotky (Svycarsko). Specificita 90% je pozorovana u 62 sér od pacientld s
podezfenim na trichinel6zou, kde bylo toto onemocnéni s jistotou vylou¢eno.

Interference:

Interni vyhodnoceni ukazalo, Ze hemoragické, lipemické nebo ikterické sérum nenarusuje vysledky
testu.

Upiesnéni:

Opakovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzorku lidského séra na 24 desti¢kach v 1 analyze.
Reprodukovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzorkd lidského séra na 10 riznych analyzach.

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 1 Vzorek 2
Primeér (absorbance) 0.176 2.052 0.222 2.577
Standardni odchylka (absorbance) 0.015 0.078 0.015 0.107
Koeficient odchylky (%) 8.6 3.8 6.9 4.2

Omezeni:

Specificita 93% byla zjisténa u 44 sér pacientd s jinymi parazitarnimi infekcemi. Kfizova reaktivita se
vyskytuje povétsinou u pacientl s leishmaniézou, amébiazou a anisakiddzou.

Diagnoza infekéniho onemocnéni by neméla byt stanovovana na zakladé jediného vysledku testu.
Pfesna diagnéza by meéla brat v uvahu endemickou situaci, klinickou historii, symptomatologii,
zobrazovani a také sérologické udaje.

U imunokompromitovanych pacientd a u novorozencl maji sérologické udaje omezenou vypovidaci
hodnotu.

Reference:

Gomez-Morales, M.A., Ludovisi, A., Amati, M., Cherchi, S., Pezzotti, P. and Pozio, E. (2008) Validation of an Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay for Diagnosis of Human Trichinellosis. Clin. Vaccine. Immunol. 15, 1723-1729.

Gottstein, B., Pozio, E. and Nockler, K. (2009) Epidemiology, Diagnosis, Treatment and Control of Trichinellosis. Clin.
Microbiol. Rev. 22, 127-145.

Yong Yang, Ya Nan Cai, Ming Wei Tong, Na Sun, Yin Hua Xuan, Yan Jun Kang, Vallée, l., Boireau, P., Shi peng Cheng
and Ming Yuan Liu. (2016) Serological tools for detection of Trichinella infection in animals and humans. One Health 2, 25-30.

Biokema building, Chatanerie 2, CH-1023 Crissier, Switzerland.

I BORDIER AFFINITY PRODUCTS SA
Phone: + 41 21 633 31 67, Fax : + 41 21 633 31 78, www.bordier.ch

51539_01 9750 Tch 02.2020



