ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

Enzymkoblet immunadsorberende analyse til diagnose af humane ekinokokker

C€

96 analyser pa seerskilte brgnde

Instruktioner for anvendelse af artikel N° 9350
EC reg. N°: H-CH/CAQ01/IVD/01757

Tilsigtet anvendelse:

Serologisk diagnostik (IgG) af human cystisk hydatid sygdom (forarsaget af Echinococcus
granulosus). Denne analyse kan ogsa anvendes til alveoleaer hydatid sygdom (forarsaget af
Echinococcus multilocularis). Positive and tvivisomme tilfeelde ber gentestes med
Echinococcus multilocularis - specifikt Em2-Em18 (Bordier Affinity Products, article N° 9300)
for at identificere de inficerende Echinococcus arter.

Princip og prasentation

Kittet giver det materiale, som er ngdvendigt for at udfare 96 Enzymkoblet immunadsorberende
analyse (ELISA) pa mikrotitreringsbrgnde sensibiliserede med Echinococcus granulosus
hydatid vaeske antigen. Forekomsten af parasit-specifikke serum antistoffer pavises med en
Protein A - alkalisk fosfatase-konjugat. Sensibiiiserede brgnde er vedlagt som delbare strimler
til omkostningsbesparende analyse af mindre proveserier.

Materiale, som indgar i kittet (96 prover):
9350-01 Delbare ELISA strimler sensibiliserede med
Echinococcus granulosus antigen (hydatid 96 brgnde
veeske)
9350-02 Fertyndingsbuffer (10 x) koncentrat 50 ml
9350-03 Vaskelgsning (10 x) koncentrat 50 ml
9350-04 Enzymbuffer 50 mi
9350-05 Stoplgsning (KsPO,) 25 ml
9350-06 Negativt kontrolserum 200l
9350-07 Svagt positivt serum (afskaret) 200 pl
9350-08 Positivt kontrolserum 200 l
9350-09 Protein A - alkalisk fosfatase-konjugat 300 ul
9350-10 Fosfatase-substrat 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). Kittets udlgbsdato og

partinummer er trykt pa siden af kassen.
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Nodvendigt udstyr, som ikke falger med kittet:

Pipetter (ml and pl). Kolber. Rer til fortynding af sera. Selvkleebende tape til at deekke brendene
under inkubationen. Destilleret vand. Inkubator indstillet pa 37° C. ELISA laeser indstillet pa 405 nm.

Klargering af reagens inden anvendelse:

Elisa brende: abn siden af aluminiumstasken 9350-01, og tag det nadvendige antal brende. Saet
sensibiliserede brgnde i 8-brgnd holder(e). Hvis ngdvendigt, udfyld de tomme pladser i holderen
med brugte brgnde. Indsaet holder(e) i rammen i den rigtige retning. Luk den abne pakke igen med
tarrepude.

Fortyndingsbuffer: fortynd fortyndingsbuffer (10 x) koncentrat 9350-02, 1/10 i destilleret vand.

Vaskelgsning: fortynd vaskelgsning (10 x) koncentrat 9350-03, 1/10 i destilleret vand. Du kan ogsa
veelge din egen vaskelgsning. Undga buffere med indhold af fosfat, som kan hindre enzymatisk
aktivitet af den alkaliske fosfatase.

Negative, svagt positive (afskarne) og positive kontrolsera: fortynd 10 ul kontrolsera 9350-06 til -08
i 190 pl fortyndingsbufferlgsning (endelig fortynding 1/20).

Sera, som skal testes: fortynd 10 pl serum i 2,0 ml fortyndingsbuiterlgsning (endelig fortynding
1/201).

Protein A - alkalisk fosfatase-konjugat: fortynd konjugat 9350-09, i fortyndingsbufferlasning (endelig
fortynding 1/51).

Substratlesning: forvarm enzymbuffer 9350-04 ved omgivende temperatur. Far tilseetningen af
substrat til Elisa brendene, oplgs tablet(ter) af fosfatase-substrat 9350-10 i ufortyndet buffer 9350-
04 (1 tablet i 2,5 ml buffer). Ryst, indtil tabletterne er fuldsteendigt opl@st.

Stoplesning: anvend reagens 9350-05 ufortyndet.

_o Advarsler og sikkerhedshensyn: Lgsninger 9350-02, 9350-03, 9350-04 og 9350-09
indeholder hhv. 0,1%, 0,05%, 0,01% og 0,1% natriumazid (N.N;). Lasning 9350-02
indeholder 0,02% mertiolat. Disse stoffer er toksiske. Stoplgsningen 9350-05 (0,5 M
Ks;PO,) er iokalirriterende.

De negative, svagt positive og positive kontrolsera (9350-06 til -8) er fra kaniner.

Volumener, som skal klarggres:

Det totale antal brende, som skal anvendes:
3-4 5-6 7-8 9-10
Fortyndingsbuffer (10 x) 9350-02 + H,0O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4 + 36
Vaskelgsning (10 x) 9350-03 + H,0O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4 + 36
Konjugat 9350-09 + ul + pl 10+500 15+750 20+ 1000 25+ 1250
fortyndingsbuffer
Kontrolsera 9350-06 til -8 + ul + pl 10+190 10+190 10+190 10+ 190
fortyndingsbuffer
Sera, som skal testes Serum + pl + pl 10 + 2000 10 + 2000 10+ 2000 10+ 2000
fortyndingsbuffer
Substratlgsning 9350-10 + 9350-04 tabl. + ml 1+25 1+25 1+25 1+25
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Procedure:

Trin 1: Blokering:

Fyld brgndene helt op med fortynderbufferlasning.
Inkuber i 5 til 15 minutter ved omgivende temperatur.

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

Trin 2: Inkubation med serumprgver:

Fyld den farste strimmels fgrste brand med 100 ul fortyndingsbuffer (no-serum blank).

Fyld de efterfalgende tre brande med 100 ul fortyndede negative, svagt positive (afskarne) og
positive kontrolsera (100 pl hver).

Fyld de resterende brgnde med fortyndede sera, som skal testes (100 pi hver).
Daek brgndene med selvkleebende tape, og inkuber i 30 minutter ved 37° C.

Fjern sera, og vask 4 x med vaskelgsning.

Trin 3: Inkubation med konjugat:

Fordel 100 pl fortyndet protein A - alkalisk fosfatase-konjugat i hver brgnd.
Daek brgndene med selvkleebende tape, og inkuber i 30 minutter ved 37° C.

Fjern konjugat, og vask 4 x med vaskelgsning.

Trin 4: Inkubaticn med substrat:

Fordel 100 pl substratlgsning pr. brgnd.
Daek brgndene med selvkleebende tape, og inkuber i 30 minutter ved 37° C.

Stop reaktionen ved at tilsaette 100 ul stoplgsning til hver brgnd.

Trin 5: Maling af absorbanser:

Tar bunden af brgndene af, fijern bobler, og mal absorbanser ved 405 nm.
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Fortolkning:

Treek veerdien af intet serum (no-serum blank) fra alle malte veerdier. Testen er valid, hvis de fglgende
kriterier er opfyldt: absorbans (A) af positiv kontrol > 1,200, A af negativ kontrol < 12 % af A af positiv
kontrol, A af blank mod luft < 0,350.

Antistofkoncentrationen af det svagt positive (afskarne) serum 9350-07 er indstillet for at skelne
optimalt mellem sera fra klinisk dokumenterede tilfeelde af cystisk hydatid sygdom og sunde, humane
sera.

Resultatet er negativt, nar absorbansen af den analyserede prove er lavere end absorbansen af det
svagt positive serum 9350-07. | dette tilfeelde er IgG antistofkoncentrationen mod Echinococcus
granulosus antigener klinisk ikke-signifikant.

Resultatet er positivt, nar absorbansen af den analyserede prgve er hgjere end absorbansen af det
svagt positive serum 9350-07. | dette tilfeelde anses IgG antistofkoncentrationen mod Echinococcus
granulosus antigen for at vaere klinisk signifikant.

Analysens sensitivitet og specificitet:

En diagnostisk sensitivitet pa 96% blev fundet i en gruppe pa 24 patienter med cystisk hydatid sygdom
(Echinococcus granulosus). De fleste patienter (90%) med alveolzer hydatid sygdom (Echinococcus
multilocularis) blev ogsa fundet positive med denne analyse.

Specificiteten af analysen med sera fra patienter med andre parasitoser blev testet. Resultaterne var
negative med 82% af patienterne med andre helminthiasis (n=51) og 83% med protozooses (n = 23).
150 sera fra bloddonorer (schweiziske) var negative pa 97%. Intern evaluering viste, at hemorragisk,
lipemia eller icterus sera ikke forstyrrede resultateterne af testen.

Indenfor det seedvanlige omrade for pragver anaiyseret i et europaeisk laboratorium er den preediktive
veerdi af et negativt resultat teet pa 100%. | kontrast hertil skal et positivt resultat bekraeftes i alle sager
med mere specifikke analyser (Em2-Em18 og segning efter anti-8 Kd antistoffer med immunoblot).

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
Prove 1 Prove 2 Prove 1 Prove 2
Gennemsnit (absorbans) 0,586 1,416 0,684 1,654
Standardafvige!se (abscrbans) 0,027 0,064 0,024 0,079
Variationskoefficient (%) 4,6 4,5 3,5 4,8
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