SCHISTOSOMA MANSONI

Enzymovy imunotest na diagnézu 'udskej schistosomiazy

Planované pouzitie:

Sérologicka diagnodza (IgG) schistosomiazy, najma pocCas invazivnej fazy, ked je vylu€ovanych
malo vajiCok alebo nie su vyluCované Ziadne, detekciou Specifickych protilatok u cestovatelov
vracajucich sa z endemickych oblasti, kde Casto prisli do kontaktu s Cerstvou vodou. Kontrola
spolucestovatefov pri potvrdenych pripadoch. Kontrolné programy v endemickych oblastiach.

96 testov v individualnych testovacich jamkach

Navod na pouzitie pre artikel ¢. 9600
EC reg. zn.: H-CH/CA01/1IVD/17983

Post-terapeutické kontroly.

Princip a prezentacia:

V suprave sa nachadza material potrebny na vykcnanie 96 testov ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assays) na mikrotitracnych platnickach senzitizovanych rozpustnymi antigénmi
Schistosoma mansoni. Pritomnost séra protilatok Specifickych pre parazity je detekovana
proteinom A — konjugatom alkalickej fosfatazy. Senzitizované platnicky su dodavané v podobe

odlucitefnych pruzkov pre usporné testovanie malych sérii vzoriek.

Material obsiahnuty v sade (96 testovacich jamiek):

9600-01
9600-02
9600-03
9600-04
9600-05
[CoNTROL[ .| 9600-06
9600-07
9600-08
9600-09
9600-10

Odluciteiné ELISA pruzky senzitizované
rozpustnymi antigénmi Schistosoma mansoni

Koncentrat timivého riediaceho roztoku (10 x)
Koncentrat premyvacieho roztoku (10 x)
Enzymovy timivy roztok

Zastavovaci roztok (K3POQOy)

Negativne kontrolné sérum

Slabé pozitivhe sérum (s medznou hodnotou)
Pozitivne kontrolné sérum

Protein A — konjugat alkalickej fosfatazy
Substrat fosfatazy

Zasobnik na pipety, 25 ml

Podstavec na 8-jamkovy drziak ELISA

Trvanlivost’ a uskladnenie:

96

50
50
50
25
200
200
200
300
20

C€

jamky

tabliet
kus
Kus

Supravu skladujte pri teplote 2° az 8° C (preprava pri teplote okolia). Datum expiracie a Cislo
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Potrebné vybavenie, ktoré nie je dodané spolu so sadou:

Pipety (ml and pl). Banky. Skumavky na riedenie séra. Lepiaca paska na zakrytie jamiek v priebehu
inkubacie. Destilovana voda. Inkubator nastaveny na teplotu 37° C. Pristroj ELISA nastaveny na
405 nm.

Priprava reagentov pred pouzitim:

Jamky ELISA: otvorte hlinikovu tasku 9600-01 po strane a vyberte potrebny pocet jamiek.
Umiestnite senzitizované jamky do 8-jamkového drziaka. Ak je to potrebné, zapliite prazdne miesta
v drziaku pouzitymi jamkami. Vlozte drziak(y) do podstavca v spravnom smere. Znovu uzavrite
otvorené balenie s pouZzitim vysusacieho vankusika.

TImivy riediaci roztok: rozriedte koncentrat timivého riediaceho roztoku (10 x) 9600-02, v
destilovanej vode v pomere 1/10.

Premyvaci roztok: rozriedte koncentrat premyvacieho roztoku (10 x) 9600-03, v destilovanej vode
v pomere 1/10. Mézte pouzit' aj vas vlastny premyvaci roztok. Vyhnite sa roztokom obsahujucim
fosfaty, ktoré by mohli branit’ enzymatickej aktivite alkalickej fosfatazy.

Negativne, slabé pozitivne (s medznou hodnotou) a pozitivnhe kontirolné séra: rozriedte 10 pl
kontrolnych sér 9600-06 az -08 v 190 pl timivého roztoku (finalne zriedenie 1/20).

Séra, ktoré budu testované: rozriedte 10 pl séra v 2.0 ml timiveno roztoku (finalne zriedenie
1/201).

Protein A — konjugat alkalickej fosfatazy: rozriedte konjugat 9600-09 v timivom roztoku (finalne
zriedenie 1/51).

Roztok substratu: predhrejte enzymovy tlmivy roziok 9600-04 na teplotu okolia. Predtym nez
nalejete substrat do ELISA jamiek, rozpustiie tablety substratu fosfatazy 9600-10 v neriedenom
timivom roztoku 9600-04 (1 tableta v 2.5 ml roztcku). MieSajte pokym sa tableta Uplne nerozpusti.
Zastavovaci roztok: pouzite reagent 9600-05, nezriedeny.

danom poradi 0.1%, 0.05%, 0.01% a 0.1% azidu sodného (N.N;). Roztok 9600-02

obsahuje 0.02% merthiolatu. Tieto latky su toxické. Zastavovaci roztok 9600-05 (0.5 M

: Upozornenie a prevencia: Roztoky 9600-02, 9600-03, 9600-04 a 9600-09 obsahuju v
Ks;PO,) je drazdivy.

Negativne, slabé pozitivhe a pozitivhe kontrolné séra (9600-06 az -08) su z kralikov.

Objemy potrebné pripravit’

Celkovy pocet jamiek, ktoré budu pouzité

34 5-6 7-8 9-10
Timivy roztok (10 x) 9600-02 + H,0O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4+ 36
Premyvaci roztok (10 x) 9600-03 + H,O ml + ml 1+9 2+18 3+27 4+ 36
Konjugat 9600-09 + timivy roztok | pl + ul 10+500 15+750 20+ 1000 25+ 1250
Kontrolné séra 9600-06 az -08 + timivy | ul + pl 10+190 10+190 10+190 10+ 190

roztok
Séra, ktoré budu testované | Sérum + timivy roztok wl+ul |10+ 2000 10+ 2000 10+ 2000 10+ 2000

Roztok substratu 9600-10 + 9600-04 tabl. + ml 1+25 1+25 1+25 1+25
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Postup:

Krok 1: Blokacia:

Jamky kompletne naplnte timivym roztokom.

Inkubujte po dobu 5 az 15 minut pri teplote okolia (blokacia).

Odstrante timivy roztok bud odsavanim alebo vytrasenim pruzkov nad umyvadiom.

Krok 2: Inkubacia vzoriek séra:

Naplrite prvu jamku prvého pruzku 100 pl timivého roztoku (vzorka bez séra).

Naplrite nasledujuce tri jamky 100 yl zriedeného negativneho, slabého pozitivneho (s medznou
hodnotou) a pozitivneho kontrolného séra v danom poradi (100 ul kazda).

Naplrite ostavajuce jamky zriedenymi sérami, ktoré budu testované (100 ul kazda).

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

Odstrante séra a 4 x oplachnite premyvacim roztokom.

Krok 3: Inkubacia s konjugatom:

Rozdelte 100 pl zriedeného proteinu A - konjugatu alkalickej fosfatazy do kazdej jamky.
Prikryte jamky samolepiacou paskou a inkubujte po dobu 30 minut pri 37° C.

Odstrarite séra a 4 x oplachnite premyvacim roztokom.

Krok 4: Inkubacia so substiratom:

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 pl zastavovacieho roztoku do kazdej jamky.

Krok 5: Meranie absorbancie:

Utrite dna jamiek, odstrante bubliny a merajte absorbanciu pri 405 nm.
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Vyhodnotenie:

Odpocitajte hodnotu vzorky bez séra od vSetkych meranych hodnét. Test je platny pokial su splnené
nasledovné kritéria: absorbancia (A) pozitivnej kontrolnej vzorky > 1.200, A negativnej kontrolnej vzorky
< 8 % A pozitivnej kontrolnej vzorky, A vzorky bez séra proti vzduchu < 0.350.

Koncentracia protilatok slabého pozitivneho séra (s medznou hodnotou) 9600-07 bola nastavena tak,
aby optimalne rozliSovala medzi sérami klinicky zdokumentovanych pripadov schistosomiazy a zdravym
f[udskym sérom.

Vysledok je negativny, ked je absorbancia analyzovanej vzorky nizSia nez absorbancia slabého
pozitivneho séra 9600-07. V takomto pripade je koncentracia protilatok 1gG oproti rozpustnym
antigénom Schistosoma mansoni klinicky zanedbatelna.

Vysledok je pozitivny, ked je absorbancia analyzovanej vzorky vys$Sia nez absorbancia slabého
pozitivneho séra 9600-07. V takomto pripade je koncentracia protilatok IgG oproti antigénom
rozpustnym antigénom Schistosoma mansoni povazovana za klinicky vyznamnu. Pri vyhodnoteni
vysledku tohto testu treba zohladnit’ skrizenu reaktivitu inych parazitickych infekcii (uvedené nizsie),
endemicku situaciu a klinické symptomy.

Citlivost’ a presnost’ testu:

Tento test vie tiez rozpoznat' pacientov infikovanych Schistosoma haemaiobium.

Diagnosticka citlivost’ 94 % bola spozorovana pri 80 sérach pacientov s parazitologicky potvrdenou
schistosomiazou (34/37 Schistosoma mansoni, 26/27 Schistosoma haematobium a 2/3 zmieSané
infekcie) alebo pri pozitivnej sérologii pomocou Western Blot.

Presnost’ vo vyske 99 % bola spozorovana pri 122 sérach darcov krvi (Svajciarskych).

Test 141 pacientov s inymi parazitarnymi infekciami preukazai presnost’ vo vyske 94% - amebidza
(0/8), cysticerkoza (0/3), fascioloza (0/5), filarioza (3/21), hydatidéza (1/27), leishmaniéza (3/11),
strongyloiddza (0/13), trichineldza (1/9), toxokardza (0/5), toxoplazmdza (1/20) a malaria (0/19).
Vnutorné zhodnotenie ukazalo, Ze hemoragické, lipemické, €i ikterické séra nemaju ruSivy vplyv na
vysledky testu.

Opakovatelnost bola uréena testovanim 2 vzoriek ludského séra v 24 jamkach pocas 1 testu.
Reprodukovatelnost bola ur€ena testovanim 2 vzoriek fludského séra pocas 10 réznych testov.

Opakovatelnost’ Reprodukovatelnost’
Vzorka 1 Vzorka 2 Vzorka 1 Vzorka 2
Priemer (absorbancia) 0.412 1.249 0.407 1.246
Standardna odchylka (absorbancia) 0.031 0.067 0.029 0.076
Variaény koeficient (%) 7.6 5.3 7.1 6.1
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