Leishmania infantum IgG ELISA

Enzymovy imunotest na diagnézu ludskej leishmaniézy

96 testov v individualnych diagnostickych testovacich jamkach a na profesionalne laboratérne pouzitie
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Planované pouzitie:

Suprava Bordier Leishmania infantum IgG ELISA je uréena na kvalitativhu detekciu I1gG protilatok proti Leishmania
infantum v ludskom sére. Serolégia je pomdcka pre diagnostiku a nemdze byt pouzita ako jediny spdsob
diagnostiky.

Pozadie:

Leishmaniéza je bacilonosi¢na choroba prenasana kuatovkami. Infekcia sa vyskytuje u réznych druhov povinnych
intracelularnych protozoi rodu Leishmania. Ludska infekcia je spdsobena asi 21 z 30 druhov, o ktorych je zname,
Ze infikuju cicavce. Naj¢astejSimi chorobami su kozna leishmanidza, ktora spdsobuje kozné ochorenia a visceralnu
leishmaniézu, ktora postihuje zvy€ajne slezinu, peCef a kostnu drefi. Medzi hlavné priznaky patri horucka,
zvacsend slezina a kozné ochorenia. Diagndza visceralnej leishmaniozy je zaloZzena na pozitivhom vysledku
sérologickych testov a pozitivnej PCR na aspiratoch kostnej drene alebo biopsii koze.

Princip a prezentacia:

V suUprave sa nachadza vsetok material potrebny na vykonanie 96 testov ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assays) na rozbitnych mikrotitraCnych platniCkach senzitizovanych antigénmi somatickych promastigotov
Leishmania infantum. Specifické protilatky vo vzorke sa viaZu na tieto antigény a premytie odstrani ne$pecifické
protilatky. Pritomnost séra protilatok Specifickych pre parazity je detekovana proteinom A - konjugatom alkalickej
fosfatazy. Druhy premyvaci krok odstrani nenaviazany konjugat. Odhalenie naviazanych protilatok sa uskuto¢nuje
pridanim substratu pNPP, ktory v pritomnosti alkalickej fosfatazy zoZltne. Intenzita farby je umerna mnozstvu
Specifickych protilatok proti Leishmania infantum vo vzorke. K zastaveniu reakcie sa prida fosforeénan draselny.
Absorbancia pri 405 nm sa od¢&ita pomocou snimaca mikrodosti¢iek ELISA.

Test je manualny, ale je m6zné vykonat s automatickymi systémami, ktoré musi byt overeny pouzivatelom.

Material obsiahnuty v sade (96 testovacich jamiek):

9500-01 Odlucitelné ELISA prizky senzitizované antigénmi 96  jamky
somatickych promastigotov Leishmania infantum
DILB 9500-02 Koncentrat timivého riediaceho roztoku (10 x), fialova farba 50 mi
WASH 9500-03 Koncentrat premyvacieho roztoku (10 x) 50 ml
ENZB 9500-04 Enzymovy timivy roztok 50 ml
STOP 9500-05 Zastavovaci roztok (0,5M KsPOs) 25 ml
CONTROL/| _ | 9500-06 Negativne kontrolné sérum (20 x), zeleny uzaver 200 i
CONTROL [-/+| 9500-07 Slabé pozitivne kontrolné sérum (s medznou hodnotou, 20 x), Zity 200 pl
uzaver
CONTROL| + | 9500-08 Pozitivne kontrolné sérum (20 x), Cerveny uzaver 200 i
CONJ 9500-09 Protein A - konjugat alkalickej fosfatazy (50 x), fialovy uzaver 300 pl
SUBS 9500-10 Substrat fosfatazy (para-nitrofenylfosfat) 20  tabliet
Zasobnik na pipety, 25 ml 1 Kus
Podstavec na 8-jamkovy drziak ELISA 1 Kus

Trvanlivost’ a uskladnenie:

Ulozte supravu medzi +2°C a +8°C (transport validovany medzi -20°C a +37°C pocas 21 dni), zabrante
dlhodobému vystaveniu komponentov priamemu svetlu. Datum expiracie a Cislo Sarze sady su uvedené na boku
Skatule. Po pociatoénom otvoreni su vSetky reagenty stabilné az do datumu spotreby, ked su skladované pri
teplote +2°C az +8°C.

Potrebné vybavenie, ktoré nie je dodané spolu so sadou:

Pipety (ml and pl). Banky. Riediace skimavky. Lepiaca paska na zakrytie jamiek v priebehu inkubacie. Destilovana
voda. Inkubator nastaveny na teplotu +37°C. Pristroj ELISA nastaveny na 405 nm. Manualne alebo automatické
zariadenia na oplachovanie jamiek. Vortex mixér. Casovac.
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Priprava reagentov pred pouzitim:

VSetky reagenty dostante na izbovu teplotu a pred pouZzitim ich premie3ajte.

Jamky ELISA: otvorte hlinikovu tasku 9500-01 po strane a vyberte potrebny pocet jamiek (jedna vzorka bez séra,
tri pre kontroly plus pocet vzoriek). Umiestnite senzitizované jamky do 8-jamkového drziaka. Ak je to potrebné,
zaplnite prazdne miesta v drziaku pouzitymi jamkami. Vlozte drziak(y) do podstavca v spravnom smere. Znovu
uzavrite otvorené balenie s pouzitim vysusacieho vankusika.

TImivy riediaci roztok: rozriedte koncentrat timivého riediaceho roztoku (10 x) 9500-02, v destilovanej vode v
pomere 1/10. Toto sa pouziva na riedenie kontrol, vzoriek a konjugatu. TImivy riediaci roztok je stabilny 2 mesiace
pri teplote +2°C az +8°C.

Premyvaci roztok: rozriedte koncentrat premyvacieho roztoku (10 x) 9500-03, v destilovanej vode v pomere 1/10.
Mo6zte pouzit aj vas vlastny premyvaci roztok. Vyhnite sa roztokom obsahujucim fosfaty, ktoré by mohli branit
enzymatickej aktivite alkalickej fosfatazy. Zriedeny premyvaci roztok je stabilny 2 mesiace pri teplote +2°C az
+8°C.

Kontrolné séra: rozriedte 10 pl kontrolnych sér 9500-06 az -08 v 190 pl timivého roztoku (finalne zriedenie 1/20).
Zriedené kontrolné séra su stabilné 2 mesiace pri teplote +2°C az +8°C.

Konjugat: rozriedte konjugat 9500-09 v timivom roztoku (finalne zriedenie 1/50). Zriedte konjugat v den testu.
Neuchovavaijte zriedeny konjugat.

Roztok substratu: rozpustite tablety substratu fosfatazy 9500-10 v neriedenom enzymovom timivom roztoku
9500-04 (1 tableta v 2,5 ml roztoku). MieSajte pokym sa tableta Uplne nerozpusti. Rozriedte substrat v den testu a
chrante skimavku pred priamym svetlom. Tablety a roztoky substratu by mali byt bezfarebné alebo by mali mat
iba slaby ZIty nadych. Ak sa tableta alebo roztok substratu zmeni na zltu, mohli sa €iasto¢ne hydrolyzovat a musia
sa zlikvidovat. TImivy riediaci roztok substratu neskladujte.

Zastavovaci roztok: pouzite reagent 9500-05, nezriedeny.

Odber a priprava vzoriek:

Pouzite ludské sérum. Ulozte medzi +2°C az +8°C, ak je analyzovana do 7 dni, inak sa skladujte pri teplote -20°C
alebo menej. Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu. Vzorky vortexujte a zriedte 1/201 v roztoku
zriedovacieho timivého roztoku (napriklad 5 pl vzorky v 1,0 ml). Zriedenu vzorku neskladujte.

Upozornenie a prevencia:

Toxické zlu€eniny sa nachadzaju v nasledujucej koncentracii:

Zlozka Referencia Azid sodny (NaN3) | Merthiolat
TImivy riediaci roztok (10 x) 9500-02 0,1% 0,02%
Premyvaci roztok (10 x) 9500-03 0,05% /
Premyvaci roztok 9500-04 0,01% /
Kontrolné séra (20 x) 9500-06 az -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 9500-09 0,1% /

Pri pouzitych koncentraciach nema azid sodny a merthiolat pri styku s kozou a sliznicami ziadne toxikologické
riziko.

Zlozka Nebez!:) ecna Nebez!:) ecna Vyhlés?nie 0 Preventivne vyhlasenie
zlozka zlozka nebezpecenstve
Zastavovaci | fosforeCnan Spodsobuje vazne | Noste ochranné okuliare.
roztok draselny poskodenie o&i | PO ZASIAHNUTI OCI: Opatrne niekolko
trojzlozkovy minut oplachujte vodou. Ak pouzivate
kontaktné So3ovky a ak je to mozné,
odstranite ich. Pokraéuijte vo vyplachovani.

- Negativne, slabé pozitivne a pozitivhe kontrolné séra (9500-06 az -08) su Zivo&isneho pdvodu (psi) a musi
sa s nimi zaobchadzat opatrne.

- Zaobchadzajte so vSetkymi reagentmi a vzorkami ako s potencialne infekénymi latkami.

- Nepouzivajte reagenty od inych vyrobcov so supravami Bordier ELISA.

- Nepouzivajte reagenty od inych vyrobcov s reagentmi tejto stpravy.

- Nepouzivajte reagenty po datume spotreby.

- Bezprostredne po pouziti ihned zatvorte liekovky s reagenciami a nevymienajte skrutkové uzavery, aby ste
zabranili kontaminacii.

- Pre kazdu vzorku pouzite oddelené a Cisté Spicky pipiet.

- Jamky nepouzivajte opakovane.

- Zabrarte znehodnoteniu mikrojamiek mechanickym pdsobenim (Spicky/kuzele, dyzy).

- Popisy symbolov pouzitych na etiketach najdete na webovej strdnke www.bordier.ch.
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Pokyny pre likvidaciu:

VSetky materialy pouzité na tento test sa vo v8eobecnosti povazuju za nebezpeény odpad. Pozrite si narodné a
regionalne zakony a nariadenia na likvidaciu nebezpecného odpadu.

Postup:

Pri vykonavani testu zabrarte tvorbe bublin v jamkach.

Krok 1: Predinkubacia:

Naplrite jamky 250 pl timivym roztokom.

Inkubujte po dobu 5 az 15 minut pri teplote okolia.

Odstrarite timivy roztok bud odsavanim alebo vytrasenim prdzkov nad umyvadlom.

Krok 2: Inkubéacia vzoriek séra:

Naplite prvid jamku prvého prizku 100 pl timivého roztoku (vzorky bez séra).

Naplite nasledujuce tri jamky v danom poradi 100 ul zriedeného negativneho, slabého pozitivheho (s medznou
hodnotou) a pozitivneho kontrolného séra. Pri testoch s viac ako 25 vzorkami odporu¢ame vyplnit tri posledné
jamky s kontrolnymi sérami ako duplikat.

Naplite ostavajuce jamky zriedenymi vzorkami (100 pl kazda).

Prikryte jamky samolepiacou paskou a inkubujte po dobu 30 minut pri +37°C.

Odstrarite séra a 4 x oplachnite s priblizne 250 ul premyvacieho roztoku.

Krok 3: Inkubacia s konjugatom:

Rozdelte 100 pl zriedeného konjugatu do kazdej jamky (vratane vzorky bez séra).
Prikryte jamky samolepiacou paskou a inkubujte po dobu 30 minut pri +37°C.
Odstrarnite séra a 4 x oplachnite 250 pl premyvacieho roztoku.

Krok 4: Inkubacia so substratom:

Rozdelte 100 pl roztoku substratu do kazdej jamky.

Prikryte jamky samolepiacou paskou a inkubujte po dobu 30 minut pri +37°C.
Inhibujte reakciu pridanim 100 ul zastavovacieho roztoku do kazdej jamky.

Krok 5: Meranie absorbancie:
V pripade potreby utrite dna jamiek a odstrarite bubliny. Merajte absorbanciu pri 405 nm do 1 hodiny po pridani
zastavovacieho roztoku.

Vyhodnotenie:

Odpocitajte hodnotu vzorky bez séra od vSetkych meranych hodnét. Ak je to vhodné, vypoditajte priemerné hodnoty
absorbancie duplikovanych sérovych kontrol. Test je platny pokial su splnené nasledovné kritéria:

- absorbancia (A) pozitivnej kontrolnej vzorky > 1,200

- Aslabej pozitivnej kontrolnej vzorky > 10% A pozitivnej kontrolnej vzorky

- A negativnej kontrolnej vzorky < 8% A pozitivnej kontrolnej vzorky

- Avzorky bez séra < 0.350

V pripade, Ze signal vzorky prekro&i meraci rozsah ¢&itacky mikrotitracnych dostiCiek, mala by sa priradit hodnota
zodpovedajuca hornému meraciemu rozsahu gitacky.

Kontroly kvality su€asnych €asti su uverejnené na nasej webovej stranke: www.bordier.ch.

Koncentracia protildtok slabého pozitivneho séra (s medznou hodnotou) 9500-07 bola nastavena tak, aby
optimalne rozliSovala medzi sérami klinicky zdokumentovanych pripadov leishmanidzy a zdravym ludskym sérom.
Index medznej hodnoty vzorky je definovany, po odpocitani vzorky bez séra, ako:

Absorbéna vzorka
Absorbcia séra s medznou hodnotou

Index =

Vysledok je negativny, ked je index analyzovanej vzorky niz8i ako 1,0. V takomto pripade je koncentracia
protilatok 1gG oproti antigénom Leishmania infantum klinicky zanedbatelna.

Vysledok je pozitivny, ked je index analyzovanej vzorky vacési alebo rovny ako 1,0. V takomto pripade je
koncentracia protilatok 1gG oproti antiggnom Leishmania infantum povazovana za klinicky vyznamnu. Znamena
to, Zze pacient mal kontakt s parazitom.

Kazdé laboratérium méZze definovat sivu zénu podla populacie pacientov. V pripade hrani¢nych alebo pochybnych
vysledkov odporu€ame zopakovat test o 2 az 4 tyzdne s Cerstvou vzorkou.

V pripade pozitivneho alebo pochybného vysledku odporic¢ame vykonat potvrdzovaci test (najCastejSie western
blot), ak je takyto test dostupny alebo je vyzadovany vnutroStatnymi predpismi.
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Analytické vykony:

Analyticka Specifickost’

Presnost s vySkou 100 % sa zistila v 15 sérach pacientov s inymi parazitickymi infekciami. Krizova reaktivita sa
mdbze vyskytnut pri niektorych dalSich parazitickych infekciach, ako su africka trypanozomiaza, Chagasova
choroba a koZzna a mukokutanna leishmaniéza.

Pri suprafyziologickych koncentraciach hemoglobinu, lipidov alebo bilirubinu v sérach doplnenych interferentmi sa
nepozorovala zZiadna pozitivna ani negativna interferencia.

Preciznost:
Opakovatelnost bola uréend testovanim 2 vzoriek ludského séra v 24 jamkach pocas 1 testu.
Reprodukovatefnost bola uréena testovanim 2 vzoriek fudského séra v duplikate 10 réznych testov.

Opakovatelnost’ Reprodukovatelnost’
Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 1 Vzorka 2
Priemer (absorbancia) 1,005 1,766 1,381 2,187
Standardna odchylka (absorbancia) 0,061 0,086 0,097 0,117
Variaény koeficient (%) 6,1 4,9 7,0 53

Klinické vykony:

Diagnosticka citlivost’

Citlivost 93 % sa zistila v 29 sérach imunokompetentnych pacientov (HIV-) trpiacich visceralnou leishmaniézou,
ktoru spésobilo L. infantum. Citlivost 67 % sa zistila v 21 sérach pacientov subezne infikovanych HIV a parazitmi
Leishmania. Negativha sérolégia a pozitivna kultivacia sa u tychto pacientov mdze vyskytnut, ak su
imunosupresivni alebo infikovani inymi druhmi parazitov Leishmania, ako napr. L. major alebo L. braziliensis.

Diagnosticka Specifickost
Presnost s vySkou 100 % sa zistila v 99 sérach darcov krvi (Svaj€iarskych).

Pozitivna a negativna prediktivha hodnota:
PPV 100 % a NPV 98 % sa zistili u vy$sie uvedenej populacie s HIV- a 100 % a 93 % u vysSie uvedenej populacie
s HIV+,

Ocakavané hodnoty u normalnej a postihnutej populacie:
V normalnej populacii 99 Svaj€iarskych darcov krvi je o€akavana hodnota Indexu 0,39. V postihnutej populacii 13
sér od pacientov trpiacich visceralnou leishmaniézou je o€akavana hodnota indexu 2,64.

Incidenty:

Kazdy vazny incident, ktory sa vyskytne v suvislosti s poméckou, sa ozndmi vyrobcovi a prislusnému organu
¢lenského statu, v ktorom ma pouzivatel alebo pacient sidlo.

Obmedzenia:

Diagnéza infek&nej choroby by sa nemala stanovit’' na zaklade jediného vysledku testu. Presna diagn6za by mala
brat’ do uvahy endemicku situaciu, klinick anamnézu, symptomatolégiu, zobrazovanie ako aj sérologické udaje.
U imunokompromitovanych pacientov a novorodencov maju sérologické udaje obmedzenu hodnotu.
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