Acanthocheilonema viteae 1gG ELISA

Enzymkoblet immunadsorberende analyse til diagnose af human filariasis
96 analyser pa seerskilte brande til in vitro diagnostisk brug og til professionel laboratoriebrug

BORDIER Instruktioner for anvendelse af artikel N°® 9400
AFFINITY UDI-DI: 07640158219409 0459

PRODUCTS

Tilsigtet anvendelse:

Bordier Acanthocheilonema viteae IgG ELISA kit er beregnet til kvalitativ pavisning af IgG antistoffer mod
forskellige filarial nematoder i humant serum (Bancroftian og Malayan filariasis, Loaosis, Onchocercosis og
Mansonellosis). Serologi er en hjaelp til diagnose og kan ikke bruges som eneste diagnosemetode.

Baggrund:

Filariasis er forarsaget af en tradlignende rund voksenorm, der kontinuerligt producerer mikroskopisk lille
mikrofilariaseske afkom. De fleste infektioner over hele verden er forarsaget af Wuchereria bancrofti, Brugia malayi
og Brugia timori. Mennesker kan inficeres af person til person af myggestik. Den voksne orm lever hovedsagelig i
humane lymfekar, og orme af hunkgn kan efter parring producere millioner af mikrofilariae, som cirkulerer i blodet
og dermed tillader at inficere myg ved stikning. De fleste inficerede mennesker viser ikke klare symptomer. | nogle
tilfaelde vil inficerede mennesker udvikle lymfedem, elefantiasis eller haevelse. Diagnose af aktiv infektion er
baseret pa identifikation af mikrofilariae i blodet ved mikroskopisk undersggelse og et positivt resultat ved
serologisk testning.

Princip og praesentation:

Kittet giver alt det materiale som er ngdvendigt for at udfare 96 Enzymkoblet immunadsorberende analyse (ELISA),
pa skrebelige mikrotitreringsbrande sensibiliserede med Acanthocheilonema viteae somatiske antigener fra
voksne kvinder. 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 naerveer af alkalisk phosphatase. Farveintensitet er proportional med meengden af Acanthocheilonema
viteae-specifikke antistoffer i prgven. Kaliumphosphat tilseettes for at stoppe reaktionen. Absorbans ved 405 nm
lzeses ved anvendelse af en ELISA mikroplade leeser.

Pragven er manuel, men kan udfgres med automatiske systemer, som skal valideres af brugeren.

Materiale, som indgar i kittet (96 prover):

9400-01 Delbare ELISA strimler sensibiliserede med 96  brgnde
Acanthocheilonema viteae somatiske antigener
DILB 9400-02 Fortyndingsbuffer (10 x) koncentrat farvet lilla 50 ml
WASH 9400-03 Vaskelgsning (10 x) koncentrat 50 ml
ENZB 9400-04 Enzym buffer 50 ml
STOP 9400-05 Stopl@sning (0.5M K3PO4) 25 ml
CONTROL | - | 9400-06 Negativt kontrolserum (20 x), grgn haette 200
CONTROL |-/+| 9400-07 Svagt positivt kontrolserum (afskaret, 20 x), gul haette 200 ul
CONTROL | +| 9400-08 Positivt kontrolserum (20 x), rad haette 200 ul
CONJ 9400-09 Protein A - alkalisk fosfatase-konjugat (50 x), lilla heette 300 ul
SUBS 9400-10 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 mellem +2°C og +8°C (transport valideret mellem -20°C og +37°C i 21 dage), undga langsigtet
eksponering af komponenterne i direkte lys. Kittets udlgbsdato og partinummer er trykt pa siden af kassen. Efter
forste abning er alle reagenser stabile indtil udigbsdatoen, dette er om de opbevares mellem +2°C og +8°C.

Ngdvendigt udstyr, som ikke falger med kittet:

Pipetter (ml and ul). Kolber. Rer til fortynding af sera. Selvklaebende tape til at deekke brgndene under
inkubationen. Destilleret vand. Inkubator indstillet pa +37°C. ELISA laeser indstillet pa4 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 brende: abn siden af aluminiumstasken 9400-01, og tag det ngdvendige antal brgnde. (en for blankt, tre for
kontroller plus antal prgver). Saet sensibiliserede brgnde i 8-brand 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 9400-02, 1/10 i destilleret vand. Dette anvendes til
fortynding af kontroller, prever og konjugater. Den fortyndede buffer er stabil i 2 maneder mellem +2°C og +8°C.

Vaskelgsning: fortynd vaskelgsning (10 x) koncentrat 9400-03, 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. Den fortyndede vaskeoplgsning er stabil i 2 maneder mellem +2°C og +8°C.

Kontrolsera: fortynd 10 pl kontrolsera 9400-06 til -08 i 190 pl fortyndingsbufferlasning (endelig fortynding 1/20).
Den fortyndede kontrolsera er stabil i 2 maneder mellem +2°C og +8°C.

Konjugat: fortyndet konjugat 9400-09 i fortyndingsbufferoplgsning (slutfortynding 1/50). Fortynd konjugat pa
analysedagen. Opbevar ikke fortyndet konjugat.

Substratlesning: oplgs tablet(ter) af fosfatase-substrat 9400-10 i ufortyndet enzym buffer 9400-04 (1 tablet i 2,5
ml buffer). Ryst, indtil tabletterne er fuldsteendigt oplest. Fortynd substratet pa analysedagen og beskyt raret fra
direkte lys. Tabletter og substratoplasninger bgr vaere 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.

Stoplesning: anvend reagens 9400-05 ufortyndet.

Prgveudtagning og forberedelse:

Brug humant serum. Opbevares mellem +2°C og +8°C, hvis analysen foretages inden for 7 dage, ellers opbevares
ved -20°C eller lavere. Undgad at gentage frysning og optening. Vortex prever og fortynd 1/201 i
fortyndingsbufferoplasning (fx 5 ul prave i 1,0 ml). Opbevar ikke den fortyndede pragve.

Advarsler og sikkerhedshensyn:

Giftige stoffer findes i fglgende koncentration:

Komponent Reference Natriumazid (N.N3) Merthiolat
Fortyndingsbuffer (10 x) 9400-02 0,1% 0,02%
Vaskeoplgsning (10 x) 9400-03 0,05% /
Enzymbuffer 9400-04 0,01% /
Kontrolsera (20 x) 9400-06 til -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 9400-09 0,1% /

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

Komponent kortn?)glr?ent Fare-piktogram | Faresaetning Forsigtighedserklaering
Stoplgsning | kaliumfosfat, Forarsager Baer gjenbeskyttelse.
trebasisk alvorlige VED KONTAKT MED @JNENE: Skyl forsigtigt med
gjenskader |vand i flere minutter. Fjern eventuelle kontaktlinser,
hvis dette kan ggres let. Fortsaet skylning.

- Den negative, svage positive og positive kontrolsera (9400-06 til -08) er af animalsk oprindelse (kaniner) og
skal handteres med forsigtighed.
- Behandle alle reagenser og prgver som potentielt infektigst materiale.
- Byt ikke reagenser fra forskellige partier eller Bordier ELISA kits.
- Brug ikke reagenser fra andre producenter med reagenser i dette kit.
- Brug ikke reagenser efter deres udlgbsdatoe.
- Luk reagensflasker teet straks efter brug, og udskift ikke skruehaetter for at undga forurening.
- Brug separate og rene pipetter tips til hver prgve.
- Mikrobrgnde ma ikke genbruges.
- Undga forringelse af mikrobrende ved mekanisk pavirkning (spidser/kegler, dyser).
- Beskrivelser af de anvendte symboler pa etiketterne kan findes pa hjemmesiden www.bordier.ch.
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Vedrogrende 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.

Procedure:

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

Trin 1: Praeinkubation:

Fyld brendene med 250 pl 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 prover:

Fyld den farste strimmels fagrste brgand med 100 pl fortyndingsbuffer (ikke-serumblank).

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

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

Daek brgndene med selvkleebende tape, og inkuber i 30 minutter ved +37°C.

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

Trin 3: Inkubation med konjugat:

Fordel 100 pl fortyndet konjugat i hver brgnd. (inklusiv ikke-serumblank).
Dezek brgndene med selvklaebende 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 ul substratlgsning pr. brgnd.

Daek brgndene med selvkleebende tape, og inkuber i 30 minutter ved +37°C.
Stop reaktionen ved at tilsaette 100 pl stoplagsning til hver brand.

Trin 5: Maling af absorbanser:
Hvis det er nadvendig, ter bunden af brandene af, og fijern bobler, og mal absorbanser ved 405 nm. inden for 1 time
efter tilsaetning af stopoplgsning.

Fortolkning:

Treek 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 > 19% af A med positiv kontrol

- A af negativ kontrol < 10% af A af positiv kontrol

- A af ikke-serumblank < 0,350

Hvis pragven leverer et signal, der overskrider mikropladelaeserens maleomrade, skal den veerdi, der svarer til
leeserens gvre maleomrade, tilskrives.

Kvalitetskontrol af aktuelle partier offentligg@res pa vores hjemmeside: www.bordier.ch.

Antistofkoncentrationen af det svagt positive (afskarne) serum 9400-07 er indstillet for optimalt at skelne mellem
sera fra klinisk dokumenterede tilfeelde af filariasis og sunde, humane sera.
Afsnitets afskarne indeks defineres efter subtraktion af det ikke-serumblank som:

Absorbans prgve
Absorbans afskaret serum

Indeks =

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

Resultatet er positivt, nar Indeks af den analyserede prave er hgjere eller lig med 1,0. | dette tilfeelde anses IgG
antistofkoncentrationen mod Acanthocheilonema viteae antigener at veere klinisk signifikant. Det indikerer, at
patienten har haft kontakt med parasitten.

En gra zone kan defineres af hvert laboratorium i overensstemmelse med dets patientpopulation. | tilfeelde af
graenseoverskridende eller tvivisomme resultater anbefaler vi at gentage testen igen 2-4 uger senere med en frisk
prove.

| tilfeelde af et positivt eller tvivisomt resultat, anbefaler vi at udfgre en bekrzeftelsestest (oftest med western
blotting), hvis en sadan test er tilgeengelig eller kraeves i henhold til nationale bestemmelser.
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Analytisk ydeevne:

Analytisk specificitet:

Der blev fundet en specificitet pa 69 % hos 75 sera fra patienter med andre parasiteere infektioner. Krydsreaktivitet
forekommer hovedsageligt hos patienter med ascariasis, trichinellose, ancylostomiasis, fascioliasis og cystisk
echinokokose.

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

Praecision:
Repeterbarhed blev bedgmt ved at teste 2 humane serumpraver i 24 brgnde i 1 analyse.
Reproducerbarhed blev vurderet ved at teste de 2 humane serumpraver i to eksemplarer i 10 forskellige analyser.

Repeterbarhed Reproducerbarhed
Prove 1 Prove 2 Prove 1 Prove 2
Gennemsnit (absorbans) 0,525 1,535 0,764 1,905
Standardafvigelse (absorbans) 0,026 0,070 0,068 0,117
Variationskoefficient (%) 50 4,5 9,0 6,2

Kliniske praestationer:

Diagnostisk felsomhed:
Der blev fundet en fglsomhed pa 95 % med 22 sera fra patienter, der led af filarioser (patienter med mikrofilaremi
og/eller med positiv serologi med andre teknikker og med en epidemiologisk og klinisk baggrund af filarioser).

Diagnostisk specificitet:
Der blev fundet en specificitet pa 98 % med 180 sera fra bloddonorer (schweiziske).

Positiv og negativ pradiktiv vaerdi:
Der blev fundet en PPV pa 98% og en NPV pa 99% hos de ovenfor naevnte populationer.

Forventede vardier i normale og bergrte populationer:

| en normal population pa 99 schweiziske bloddonorer og 100 sera fra en schweizisk infektiologisk enhed er den
forventede indeksveerdi 0,38. | en pavirket population pa 12 sera fra patienter, der lider af filarioser, er den
forventede indeksveerdi 1,87.

Haendelser:

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

Begraensninger:

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