Entamoeba histolytica IgG ELISA

Imunologiniai fermenty tyrimai zmogaus invaziné amebiazei nustatyti

96 individualGs in vitro testai, skirti diagnostiniam ir profesionaliam laboratoriniam naudojimui

BORDIER Naudojimo instrukcija produktui N° 9550
A F TY EC reg. N°: CH-201202-0033 - UDI-DI: 07640158219553
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Naudojimo paskirtis:
Bordier Entamoeba histolytica IgG ELISA rinkinys yra skirtas kiekybiniam 1gG antikiny prie Entamoeba histolytica

Zzmogaus kraujo serume nustatymui. Serologija yra diagnozés priemoné ir negali bdti naudojama kaip vienintelis
diagnozés metodas.

Kilmé:

Amebiaze sukelia Entamoeba histolytica protozojai, patogeniné ameba. Zmonés gali uZsikrésti atsitiktinai nurije
amebines cistas per uzter$tg maistg ar vandenj. Dazniausiai simptomai pasireiSkia Zarnyno stadijoje (pilvo
skausmas ir viduriavimas). Taciau, kai kuriais atvejais, parazitas tampa ypac invazinis zarnyne ir sukelia absceso
formavimg, daugiausia kepenyse. Pacientai dazniausiai kencia nuo karsCiavimo ir pilvo skausmo. Papildomos
Zarnyno amebiozés diagnozavimas nustatomas naudojant vaizdines techmologijas, tikias kaip kompiuteriné
tomografija, ultrasonografija ir MRT, kurios padeda nustatyti kepeny pazeidima, ir su teigiamais serologinio tyrimo
rezultatais. Serologija taip pat naudojama diagnozuojant amoebaze diferencijuojamoje diagnozéje su kitomis
kepeny ligomis.

Principas ir pateikimas:

Rinkinyje yra visos med, iagos, reikalingos 96 imunofermentiniy tyrimy (ELISA) lau,omuose mikrotitravimo
Sulinéliuose, kuriy sienelés padengtos Entamoeba histolytica tirpiais trofozoido antigenais, atlikimui. Specifiniai
antiklinai méginyje prisijungs prie iy antigeny, o plovimas pa alins nespecifinius antikiinus. Specifiniy parazitiniy
antikiny buvimas nustatomas su Baltymu A - alkalino fosfatazés konjugatu. Antrojo, plovimo etapo metu bus
pasalintas nesuriStas konjugatas. Suristi antikGnai atlaisvinami pridedant pNPP substrato, kuris pagelsta dél
arminés fosfatazés. Spalvos intensyvumas yra proporcingas Entamoeba histolytica specifiniy antikiiny kiekiui
méginyje. Kalio fosfatas yra pridedamas reakcijos sustabdymui. Absorbcija esant 405 nm nuskaitoma naudojant
ELISA mikroplokstelés skaitytuva.

Testas gali biti atliekamas automatinémis sistemomis, taciau naudotojas privalo jj patvirtinti.

Med, iagos, esancios rinkinyje (96 testai):

9550-01 Lau,omos ELISA juostelés su 96 ulinéliai
Entamoeba histolytica tirpiais trofozoido antigenais
DILB 9550-02 Koncentruotas skiedimo buferis (10 x), violetinés spalvos 50 ml
WASH 9550-03 Koncentruotas plovimo tirpalas (10 x) 50 ml
ENZB 9550-04 Fermento buferis 50 ml
STOP 9550-05 Stabdomasis tirpalas (0,5M K3PQOs4) 25 ml
CONTROL | - | 9550-06 Neigiamas kontrolinis serumas (20 x), zZalias dangtelis 200
CONTROL | -/+| 9550-07 Silpnai teigiamas kontrolinis serumas (ribiné kontrolé, 20 x), geltonas 200
dangtelis
CONTROL | +| 9550-08 Teigiamas kontrolinis serumas (20 x), raudonas dangtelis 200
CONJ 9550-09 Baltymo A - alkalino fosfatazés konjugatas (50 x), violetinis dangtelis 300 pl
SUBS 9550-10 Fosfatazés substratas (para-nitrofenilfosfatas) 20 tableciy
Multipipetés rezervuaras, 25 ml 1 vienetas
Rémelis - ELISA 8- Sulinéliy laikikliams 1 vienetas

Galiojimo terminas ir laikymo salygos:

Rinkinj reikia laikyti 2°-8°C temperatiroje (transportuoti kambario temperatiroje), vengti ilgalaikio poveikio su
tiesiogine viesa. Galiojimo data ir partijos numeris yra atspausdintas ant dé_ utés ono. Po pirminio atidarymo, visi
reagentai yra stabilus iki galiojimo termino datos, laikant 2°-8°C temperatdroje.

Reikalinga jranga, kuri néra pateikiama su rinkiniu:

Pipetés (ml ir pl). Kolbos. Mégintuvéliai skiedimams. Lipni juosta, kuria yra u,dengiami ulinéliai inkubacijos metu.
Distiliuotas vanduo. Inkubatorius (37°C). ELISA skaitytuvas (405 nm). Rankiné ar automatiné ulinéliy sklalavimo
jranga. Sdkurinis mai ytuvas. Laikmatis.
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Reagenty paruo imas prie naudojima:

Prie naudojimag, visi reagentai laikomi kambario temperatdroje ir i mai omi.

ELISA ulinéliai: atidaryti folinio mai elio 9550-01 ong ir paimti reikalingg skai€iy ulinéliy (vieng tu €iam, tris
kontroliniams meéginiams ir kiekj priklausomai nuo méginiy skaiciaus). |déti paruo tus ulinélius j 8-ulinéliy laikiklj(-
ius). Jei reikia, u_ pildyti tu Cias laikiklio vietas jau panaudotais ulinéliais. Jdéti ulinéliy laikiklj(-ius) j rémelj teisinga
kryptimi. | naujo sandariai u,daryti foline pakuote.

Skiedimo buferis: praskiesti koncentruotg skiedimo buferj (10 x) 9550-02 distiliuotu vandeniu santykiu 1/10. Tai
naudojama kontroliniy méginiy, méginiy ir konjugaty praskiedimui. Skiestas buferis yra stabilus 2 ménesius, esant
2-8°C temperatdrai.

Plovimo tirpalas: praskiesti koncentruotg plovimo tirpalg (10 x) 9550-03 distiliuotu vandeniu santykiu 1/10. Galite
naudoti savo plovimo tirpalg. Nenaudoti buferio, kuriame baty fosfato, kuris gali inhibituoti fermentinj akalino
fosfatazés aktyvumg. Skiestas plovimo tirpalas yra stabilus 2 ménesius, esant 2-8°C temperatirai.

Kontroliniai serumai: praskiesti 10 pl kontrolinio serumo 9550-06 iki -08 190 ul skiedimo buferio tirpalu (galutinis
skiedimas 1/20). Skiesti kontroliniai serumai yra stabilds 2 ménesius, esant 2-8°C temperatirai.

Konjugatas: praskiesti konjugatg 9550-09 skiedimo buferio tirpalu (galutinis skiedimas 1/50). Konjugatg skiesti
tyrimo dieng. Negalima laikyti atskiesto konjugato.

Substrato tirpalas: istirpinti fosfatazés substrato tablete(es) 9550-10 neskiestame fermento buferyje 9550-04 (1
tableté 2,5 ml buferio). Mai yti tol, kol tableté(és) visi kai i tirps. Substratg skiesti tyrimo dieng ir saugoti mégintuvélj
nuo tiesioginés viesos. Tabletés ir substrato tirpalai turi bati bespalviai arba gali turéti tik iek tiek geltong atspalvj.
Jei tableté ar substrato tirpalas pageltonuoja, jis galéjo bati i dalies hidrolizuotas, todél reikia i mesti. Negalima
laikyti atskiesto substrato tirpalo.

Stabdomasis tirpalas: reagentg 9550-05 naudoti neskiesta.

Méginiy surinkimas ir paruo imas:

Naudoti ;mogaus seruma. Serumas turéty biti laikomas 2-8°C temperatiroje (jei tyrimas atliekamas per kelias
dienas), kitu atveju, laikyti -20°C ar ,emesnéje temperatiroje. Neu, aldykite ir neat ildykite bandiniy pakartotinai.
Sumai yti méginius ir skiesti su 1/201 buferio tirpalu (pav., 5 yl méginys su 1,0 ml).

Ispéjimai ir atsargumo priemonés:

Toksi ki junginiai atsiranda naudojant ig koncentracija:

Komponentas Numeris Natrio azidas (NaN3) Mertiolatas
Skiedimo buferis (10 x) 9550-02 0,1% 0,02%
Plovimo tirpalas (10 x) 9550-03 0,05% /

Fermento buferis 9550-04 0,01% /
Kontroliniai serumai (20 x) 9550-06 iki -08 0,1% 0,02%
Konjugatas (50 x) 9550-09 0,1% /

Naudojamoje koncentracijoje natrio azidas ir mertiolatas nekelia jokios toksikologinés rizikos salytyje su oda ir
gleivinémis.

- Stabdomasis tirpalas 9550-05 (0,5 M KsPOa) yra dirglus.

- Neigiamas, silpnai teigiamas ir teigiamas kontroliniai serumai (9550-06 iki -08) yra i$ triuSiy.
- Visus reagentus ir méginius naudoti kaip galimai infekcine med,iaga.

- Nemai yti skirtingy partijy reagenty su Bordier ELISA komplektu.

- Nenaudoti kity gamintojy reagenty kartu su io rinkinio reagentais.

- Nenaudoti reagenty pasibaigus jy galiojimo laikui.

- Tvirtai u sukti reagento buteliukg po naudojimo, nekaitalioti dangteliy, kad baty i vengta u, ter imo.
- Kiekvienam meéginiui naudoti naujg ir vary pipetés antgalj.

- Negalima pakartotinai naudoti mikroskopiniy ulinéliy.

- Venkite mikroSulinéliy sugadinimo dél mechaninio poveikio (antgaliukai / kagiai, purkStukai).
- Etiketése naudojamy simboliy apraSymus galima rasti svetainéje www.bordier.ch.

Atlieky alinimas:

Visos, iame bandyme naudojamos med iagos yra laikomos pavojingomis atliekomis. Remtis alies ir regioniniais
jstatymais ir nuostatomis dél pavojingy atlieky alinimo.
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Procediira:

Tyrimo metu, vengti burbuliuky susidarymo ulinéliuose.

1 Zingsnis: Blokavimas:

Ulinélius pilnai u_pildyti skiedimo buferio tirpalu.

Inkubuoti 5 - 15 minu€iy kambario temperatiroje (blokavimas).

Pasalinti skiedimo buferj i siurbiant arba pakratant juosteles vir kriauklés.

2 zingsnis: Inkubacija su méginiais:

Jpilti 100 pl skiedimo buferio j pirmg pirmos juostelés ulinélj (meginj be serumo).

] kitus tris i eilés einancius ulinélius atitinkamai jpilti po 100 pl praskiesto neigiamo, silpnai teigiamo (ribinis) ir
teigiamo kontrolinio serumo. Atliekant tyrimg su daugiau nei 25 méginiais, rekomenduojame u_pildyti tris
paskutinius ulinélius su kontroliniais serumais kaip dublikata.

] likusius ulinélius jpilti praskiestus méginius (po 100 pl).

U, dengti ulinélius lipnia juosta ir inkubuoti 30 minué&iy 37°C temperatiroje.

Pa alinti serumg ir praplauti 4 x su ~ 250 pl plovimo tirpalu.

3 zingsnis: Inkubacija su konjugatu:

Jpilti po 100 pl praskiesto konjugato | kiekvieng ulinélj (jskaitant méginj be serumo).
U, dengti ulinélius lipnia juosta ir inkubuoti 30 minuéiy 37°C temperatroje.

Pa alinti konjugatg ir praplauti 4 x su ~ 250 pl plovimo tirpalu.

4 zingsnis: Inkubacija su substratu:

Jpilti po 100 pl substrato tirpalo j kiekvieng ulinélj.

U, dengti ulinélius lipnia juosta ir inkubuoti 30 minué&iy 37°C temperatiroje.
Sustabdyti reakcijg j kiekvieng ulinélj jpilant po 100 ul stabdomojo tirpalo.

5 zingsnis: Absorbacijos matavimai:
Jei reikia, nuvalyti ulinéliy apacig ir pa alinti burbuliukus. Matuoti absorbcijg prie 405 nm per 1 val. nuo stabdymo
tirpalo jpilimo.

Interpretacija:

Atimkite tusCio kontrolinio (méginj be serumo) méginio reikSme iSvisy iSmatuoty reikSmiy. Jei reikia, apskaiciuoti
dubliuotas kontrolinio serumo vidutines absorbcijos reikSmes. Testas yra galiojantis, jei atitinka Siuos kriterijus:

- Teigiamos kontrolés absorbcija (A) > 1,200

- Asilpnos teigiamos kontrolés > 17% A teigiamos kontrolés

- A neigiamos kontrolés < 12% nuo A teigiamos kontrolés

- A méginj be serumo < 0,350

Esamy partijy kokybés patikras galima rasti mdsy interneto svetainéje: www.bordier.ch.

Silpnai teigiamo (ribinio) serumo 9550-07 antiklny koncentracija buvo nustatyta tam, kad bty galima diferencijuoti
(optimaliai diskriminuoti) klini kai dokumentuotus serumo atvejus nuo invaziné amebiazei ir sveiko ,mogaus
serumy. Ribinis méginio indeksas, atémus meéginj be serumo, yra nustatomas:

Méginio absorbcija
Ribiné serumo absorbcija

Indeksas =

Rezultatas yra neigiamas, kai analizuojamo méginio indeksas yra .emesnis nei 1,0. Tokiu atveju, IgG antikiny
koncentracija prie Entamoeba histolytica antigenus yra klinikikai nereikSminga.

Rezultatas yra teigiamas, kai analizuojamo méginio indeksas yra aukstesnis nei 1,0. Tokiu atveju, 19G antikiny
koncentracija prie Entamoeba histolytica antigenus yra laikoma klinikiSkai reik minga. Tai rodo, kad pacientas
turéjo kontaktg su parazitu.

Kiekvienoje laboratorijoje gali bati apibré ta pilkoji zona priklausomai nuo pacienty populiacijos. Jei rezultatai yra
tarpiniai ar keliantys abejoniy, rekomenduojame pakartotinai atlikti testg po 2-4 savai€iy su nauju meéginiu.

Jei rezultatas yra teigiamas arba abejotinas, rekomenduojame atlikti patvirtinimo testg (dazniausiai Western Blot
metodu), jei toks tyrimas yra prieinamas arba reikalaujama pagal nacionalinius teisés aktus.
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Analitiniai pasirodymai:

Analitinis specifiSkumas:

88,5% specifiSkumas nustatytas 139 pacienty, serganciy kitomis parazitinémis infekcijomis, serumuose. KryZminis
reaktyvumas dazniausiai pasireiSkia pacientams, sergantiems kriptosporidiozé, giardiaze, filariozés ir cistiné
echinokokozé.

Nebuvo pastebéta jokiy teigiamy ar neigiamy trukdziy, susijusiy su suprafiziologinémis hemoglobino, lipidy ar
bilirubino koncentracijomis serumuose, papildytuose interferencinémis medziagomis.

Tikslumas:
Atsikartojamumas buvo vertinamas testuojant 2 ,moniy serumy méginius 24 ulinéliuose vieno tyrimo metu.
Atkuriamumas buvo vertinamas testuojant 2 ; moniy serumy méginius atliekant 10 skirtingy tyrimy.

Atsikartojamumas Atkuriamumas
Méginys 1 Méginys 2 Méginys 1 Méginys 2
Vidurkis (absorbcija) 0,612 2,394 0,649 2,449
Standartinis nuokrypis (absorbcijos) 0,040 0,162 0,041 0,162
Pokycio koeficientas (%) 6,5 6,8 6,3 6,6

Siy rezultaty negalima jvertinti, nes néra sertifikuotos $ios analizés etaloninés medziagos:
- Analitinis jautrumas (aptikimo ir kiekybinio jvertinimo ribos)
- Tikslumas
- Tikrumas
- Matavimo diapazonas
- Linijiskumas
Klinikiniai pasirodymai:
Diagnostinis jautrumas:
100% jautrumas 83 pacienty, serganciy invazine amebiaze, serumuose.
71,4% jautrumas 14 pacienty, serganciy zarnyno amebiaze, serumuose.

Diagnostikos specifiSkumas:

95,3% specifiSkumas buvo nustatytas naudojant 80 kraujo donory serumus (Prancizija), 18 serumy iSmaty donory,
skirty iSmaty transplantacijai, 60 serumy serganciy disimumu ir 33 serumais pacienty, serganciy kitomis kepeny
ligomis.

Teigiama ir neigiama nuspéjamoji verté:
Auksciau paminétose populiacijose nustatytas 90,3% PPV ir 100% NPV (nejskaitant zarnyno amebiazés).

Numatomos vertés normaliose ir paveiktose populiacijose:
Numatyta, kad normalios populiacijos indekso verté buvo 0,35, o paveikioje populiacijoje — 4,19 (nejskaitant
Zarnyno amebiazés).

Incidentai:
Apie bet kokj rimtg incidentg, susijusj su prietaisu, turi bati praneSama gamintojui ir valstybés narés, kurioje yra
jsisteiges naudotojas ir (arba) pacientas, kompetentingai institucijai.

Apribojimai:

Infekcinés ligos diagnozé neturéty bati nustatyta remiantis vieno testo rezultatais. Tikslios diagnozés nustatymui
reikéty atsi velgti j endemine situacija, ligos istorijg, simptomus, vizualizacijg ir serologinius duomenis. Sutrikusios
imuninés sistemos pacienty ir naujagimiy serologiniai duomenys yra riboti.
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