Echinococcus multilocularis (Em2-Em18) IgG ELISA

Enzymaticky imunologicky test pro diagnézu alveolarni echinokokézy u ¢lovéka

96 testovacich vzork( v individualnim baleni pro diagnostické pouziti in vitro a k profesionalnimu laboratornimu
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PRODUCTS

Predpokladané pouziti:

Sada Echinococcus multilocularis (Em2-Em18) IgG ELISA od spole€nosti Bordier je uréena ke kvalitativni detekci
protilatek IgG proti larvam Echinococcus multilocularis v lidském séru. Sérologie je pomuckou k diagnéze a nesmi
byt pouzivana jako jedina metoda diagnozy.

Pozadi:

Alveolarni echinokokoza (AE) je zplUsobena larvalnim stadiem tasemnice Echinococcus multilocularis, druhu, ktery
se vyskytuje u liSek, kojotd, pst a u nékterych dalSich psovitych Selem. Lidé mohou byt infikovani neamysinym
pozitim vaji¢ka tasemnice prostfednictvim kontaminované potraviny nebo vody. Larvalni forma E. multilocularis
nedospéje v ¢lovéku pIiné do podoby plodnych dospélcl, ale v dusledku nepretrzitého bujeni ¢lankd, které pronikaji
jako napfiklad do plic a do mozku. Hlavnimi symptomy jsou bolesti v bfiSe, astenie, hepatomegalie a Zloutenka.
Diagndza vychazi z technik zobrazeni jako napfiklad CT, na nichz Ize vizualné& pozorovat parazitickou hmotu a
prislusné rozptylené struktury podobné cystam. Ke screeningu ohrozeného obyvatelstva se pouzivaji sérologické
testy a také jako nasledné testy pro pacienty s alveolarni echinokokézou po [é¢bé.

Princip a prezentace:

Sada obsahuje veSkery materidl nutny k provedeni 96 enzymovych imunosorbentnich analyz (ELISA)
prerusovanou mikrotitraci jamkach senzibilizovanych antigeny Echinococcus multilocularis Em2-Em18.
Specifické protilatky ve vzorku se vazou na tyto antigeny a omytim se odstrani nespecifické protilatky. Pfitomnost
konkrétnich protilatek parazita v séru se zjiStuje pomoci konjugatu alkalické fosfatazy proteinu A. Druhy krok
myvani odstrani nenavazany konjugat. Navazané protilatky odhalime pfidanim substratu pNPP, ktery se zbarvi v
pritomnosti alkalické fosfatazy dozluta. Intenzita zbarveni je pfimo Umérna mnozstvi specifickych protilatek proti
Echinococcus multilocularis ve vzorku. K zastaveni reakce se pfidava dihydrogenfosfore¢nan draselny.
Absorbance na vinové délce 405 nm je z mikrodestiCky odectena prostfednictvim analyzatoru ELISA.

Test je manualni, ale Ize jej provést i automatickymi systémy, které musi byt validovany uzivatelem.

Materialy obsazené v sadé (96 test):

|WELL| 9300-01 Oddélitelné prouzky ELISA senzibilizované s 96  destiCek
antigeny Echinococcus multilocularis (Em2-Em18)
DILB 9300-02 Koncentrat tlumiciho roztoku na fedéni (10 x), zbarven nachové 50 ml
WASH 9300-03 Koncentrat vyplachovaciho roztoku (10 x) 50 ml
ENZB 9300-04 Enzymaticky tlumici roztok 50 ml
STOP 9300-05 Zastavovaci roztok (0,5M K3PO4) 25 ml
CONTROL | - | 9300-06 Negativni kontrolni sérum (20 x), zelené vi¢ko 200 i
CONTROL [-/+] 9300-07  Slabé pozitivni kontrolni sérum (s mezni hodnotou, 20 x), Zluté vicko 200 pl
CONTROL | +| 9300-08 Positivni kontrolni sérum (20 x), ¢ervené vicko 200 i
CONJ 9300-09 Protein A — konjugat alkalické fosfatazy (50 x), nachové vicko 300 ul
SUBS 9300-10 Substrat fosfatazy (para-nitrofenylfosfat) 20 tablety
Nadoba s nékolika pipetami, 25 ml 1 kus
Stojan pro drzak 8 desti¢ek ELISA 1 kus

Datum spotieby a skladovani:

Soupravu skladujte pfi teploté mezi +2°C az +8°C (pfeprava validovana mezi -20 °C a +37 °C po dobu 21 dnu),
chrante pfed dlouhodobym vystavenim jejich soucasti pfimému svétlu. Datum spotfeby a Cislo Sarze na sadé jsou
vytistény na boku krabice. Pokud jsou pak skladovany pfi teploté mezi +2°C az +8°C, jsou po otevreni originalniho
baleni v8echna ¢inidla stabilni az do uvedeného data spotieby.

Nezbytné vybaveni, které neni soucéasti sady:

Pipety (ml a pl). Banky. Zkumavky pro fedéni séra. Lepici paska k zakryti desticek béhem inkubace. Destilovana
voda. Inkubator nastaveny na +37°C. CteCka ELISA nastavena na 405 nm. Manuaini nebo automatické zarizeni
pro oplachovani desti¢ek. Vifivy mixer. Casovac.
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Priprava cinidel pred pouzitim:

VSechny &inidla nechte alespor 1 hodinu zahfat v rozmezi +20°C az +30°C a pfed pouzitim promichejte.

Desticky ELISA: Oteviete bok hlinikové tasky 9300-01 a vyjméte pozadovany pocet desti¢ek (jednu prazdnou, tfi
pro kontrolu plus pocet vzork(l). Umistéte desti¢ky citlivé na danou latku do drzaku 8 desti¢ek. V pfipadé potfeby
zaplite prazdné pozice v drzaku pomoci pouzitych destiCek. Viozte drzak do ramecku ve spravném sméru. Znovu
uzaviete baliCek a utésnéte jej polstarkem proti vihkosti.

Tlumici roztok na fedéni: Ziedte koncentrat (10 x) tlumiciho roztoku na fedéni 9300-02 v destilované vodé
v poméru 1/10. To se pouziva k fedéni kontrolnich desticek, vzork( a konjugatu. Nafedény tlumici roztok je stabilni
po dobu 2 mésicl, pokud je uchovavan pfi teplotach mezi +2°C az +8°C.

Vyplachovaci roztok: Zfedte koncentrat (10 x) vyplachovaciho roztoku 9300-03 v destilované vodé v poméru
1/10. Muzete také pouzit vlastni vyplachovaci roztok. Vyhnéte se tlumicim roztokim obsahujicim fosfaty, které
mohou potlacit enzymatickou ¢innost alkalické fosfatazy. Nafedény vyplachovaci roztok je stabilni po dobu
2 mésicu, pokud je uchovavan pfi teplotach mezi +2°C az +8°C.

Kontrolni séra: Zfedte 10 pl kontrolniho séra 9300-06 az -08 ve 190 pl tlumiciho roztoku na fedéni (konecné
zfedéni 1/20). Nafedéné kontrolni séra je stabilni po dobu 2 mésicl, pokud je uchovavan pfi teplotach mezi +2°C
az +8°C.

Konjugat: Zfedte konjugat 9300-09 v tlumicim roztoku na fedéni (konecné zfedéni 1/50). Zfedte konjugat téhoz
dne, kdy provadite testy. Nafedény konjugat neuchovavejte.

Roztok substratu: rozpustte tabletu(-y) substratu fosfatazy 9300-10 v nezfedéném tlumicim enzymu 9300-04 (1
tabletu ve 2,5 ml tlumiciho roztoku). Mixujte az do UpIného rozpusténi tablet(-y). Nafedte substrat téhoz dne, kdy
provadite testy, a chrante zkumavku pfed pfimym svétlem. Tablety a roztoky substratu by mély byt bezbarvé,
pouze se slabym nazloutlym nadechem. Pokud se tableta nebo substrat zbarvi dozluta, mohou byt Castec¢né
hydrolyzovany a mély by byt vyfazeny. Roztok substratu neuchovaveijte.

Zastavovaci roztok: Pouzijte nefedéné ¢inidlo 9300-05.

Odebirani a priprava vzorku:

Pouzijte lidské sérum. Pokud je test proveden do 7 dnu, skladujte sérum pfi teploté mezi +2°C az +8°C, v jiném
pfipadé je uchovavejte pfi teploté -20°C nebo niZ8i. Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.
Rozmixujte vzorky a nafedte je 1/201 ve zfedéném tlumicim roztoku (napfiklad 5 ul vzorku v 1,0 ml). Nafedéné
vzorky neuchovavejte.

Varovani a bezpeénostni opatieni:
Toxické slou€eniny se vyskytuji v nasledujicich koncentracich:

Slozka Odkaz Nitrid sodny (NaN3) Merthiolat
Tlumici roztok (10 x) 9300-02 0,1% 0,02%
Vyplachovaci roztok (10 x) 9300-03 0,05% /
Tlumici enzym 9300-04 0,01% /
Kontrolni séra (20 x) 9300-06 az -08 0,1% 0,02%
Konjugat (50 x) 9300-09 0,1% /

VSechny pouZivané koncentraty, nitrid sodny a merthioldt nepfedstavuji zadné toxikologické riziko pfi styku s
pokozZkou a se slizni€énimi membranami.

Slozka Nebezpecna Nebezpedci Prohlaseni o Preventivni prohlaseni
slozka piktogram nebezpecnosti
Zastavovaci | Tribasovy Zpusobuje Pouzivejte ochranné bryle.
roztok fosforeénan vazné PRI ZASAZENI OCI: Nékolik minut opatrné
draselny poskozeni o¢i | oplachujte vodou. Vyjméte kontakini Cocky,
jsou-li nasazeny a pokud je Ize vyjmout
snadno. Pokracujte ve vyplachovani.

- Negativni, slabé pozitivni a pozitivni kontrolni séra (9300-06 az -08) jsou zvifeciho plivodu (kralici) a musi se s
nimi zachazet opatrné.

- Zachazejte se vSemi Cinidly a vzorky jako s potencialné infekénim materialem.

- Nezaménuijte ¢inidla raznych $arzi nebo z rlznych sad Bordier ELISA.

- Nepouzivejte ¢inidla od jinych vyrobcu spole¢né s Cinidly z této sady.

- Nepouzivejte €inidla po uplynuti doby jejich Zivotnosti.

- Zavfete a utésnéte lahvi¢ky s Cinidly bezprostfedné po jejich pouZiti a nezamérujte jejich vi¢ka, abyste
zabranili kontaminaci.

- Pro kazdy vzorek pouzivejte zvlastni a Cisté pipetové nastavce.

- Nepouzivejte mikrodesticky opakované.
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- Zabrarite poSkozeni mikrojamek mechanickym plisobenim (Spic¢ky/kuzele, trysky).
- Popisy symboll pouzitych na etiketach naleznete na webovych strankach www.bordier.ch.

Pokyny k likvidaci odpadu:

V38echny materialy pouzivané pfi tomto testu jsou vSeobecné povazovany za nebezpelny odpad. Pfi likvidaci
nebezpeéného odpadu dodrzujte pfislusné statni a regionalni zakony a predpisy.

Postup:

Kdyz test bézi, zabrarite tvorbé bublin na destickach.

Krok 1: Predinkubace:

Naplite jamky 250 pl fediciho pufru.

Inkubujte 5 az 15 minut pfi teploté +20°C az +30°C.

Vyjméte tlumici roztok pro Fedéni odsatim nebo zaklepanim s prouzky nad vylevkou.

Krok 2: Inkubace se vzorky séra:

Nejprve naplite prvni desti¢ku prvniho prouzku pomoci 100 yl samotného tlumiciho roztoku pro fedéni (vzorku bez
séra).

Naplite nasledujici tfi desticky samostatné pomoci 100 ul zfedéného negativniho, slabé pozitivnhiho (s mezni
hodnotou) a pozitivniho kontrolniho séra (po 100 pl). Pro testy s vice nez 25 vzorky, doporu€ujeme naplnit tfi
posledni desticky kontrolnim sérem ve funkci zdvojeni (duplikace).

Naplrite zbylé desticky zfedénymi vzorky (po 100 pl).

Zakryjte desticky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté +37°C.

Vyjméte sérum a 4 x omyjte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 3: Inkubace s konjugatem:

Rozdélte 100 ul rozpusténého konjugatu na kazdou desticku (véetné destiCky vzorku bez séra).
Zakryjte desticky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté +37°C.
Vyjméte sérum a 4 x omyijte vyplachovacim roztokem ~ 250 pl.

Krok 4: Inkubace pomoci substratu:

Rozdélte 100 pl rozpusténého substratu na kazdou desticku.

Zakryjte desti¢ky lepici paskou a nechte inkubovat po dobu 30 minut pfi teploté +37°C.
Zastavte reakci pfidanim 100 ul zastavovaciho roztoku do kazdé desticky.

Krok 5: Méreni absorbanci:
Pokud je to zapotfebi, otfete spodni ¢ast destiCek a odstrarite bubliny. Méfte absorbance pfi vinové délce 405 nm
po dobu jedné hodiny po pfidani zastavovaciho roztoku.

Interpretace:

Odectéte hodnotu prazdnych destiCek vzorku bez séra ode vSech méfenych hodnot. Pokud je to vhodné,
vypocitejte stfedni hodnoty absorbance duplikovaného kontrolniho séra. Test je pokladan za platny, jestlize jsou
dodrZena nasledujici kritéria:

- absorbance (A) pozitivniho kontrolniho vzorku > 1,200

- A slabé pozitivhiho kontrolniho vzorku > 14% A pozitivniho kontrolniho vzorku

- A negativniho kontrolniho vzorku < 6% A pozitivhiho kontrolniho vzorku

- Avzorku bez séra < 0,350

V pfipadé, ze signal vzorku prekraCuje meéfici rozsah CteCky mikrodestiCek, méla by byt pfifazena hodnota
odpovidajici hornimu méficimu rozsahu ctecky.
Kontrola jakosti pfisluSnych Sarzi je uvedena na naSich webovych strankach: www.bordier.ch.

Koncentrace protilatek slabé pozitivniho séra (s mezni hodnotou) 9300-07 byla nastavena k optimalnimu rozliSeni
mezi sérem klinicky dokumentovanych pfipad(i alveolarni echinokokézy a sérem zdravych lidi. Index mezni
hodnoty vzorku je definovan po odecteni Cistého vzorku bez séra jako:
Absorbance vzorku

Absorbance séra s mezni hodnotou
Vysledek je negativni, kdyZ je absorbance analyzovaného vzorku niz8i nez 1,0. V tomto pfipadé, je koncentrace
protilatek 1gG proti antigenu Echinococcus multilocularis klinicky nevyznamna.
Vysledek je pozitivni, kdyZ je absorbance analyzovaného vzorku vyS3i nebo rovné se 1,0. V tomto pfipadé, je
koncentrace protilatek 1gG proti antigenu Echinococcus multilocularis povazovana za klinicky vyznamnou.
Svédci to o tom, Ze pacient mél kontakt s parazitem.
Sed4 zéna by mohla byt definovana kazdou laboratofi v zavislosti na celkovém po&tu pacientl. V meznich &i
pochybnych pfipadech, doporucujeme zopakovat test jesté jednou po uplynuti 2-4 tydnu s Cerstvymi vzorky.
V pfipadé pozitivniho nebo nejasného vysledku, doporucujeme provést potvrzovaci test (nejCastéji metodou
Western blot), pokud je takovy test k dispozici nebo ho vyzaduji vnitrostatni predpisy.

Index =
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Analytické vykony:

Analyticka specifi€nost:

Specificita 84% byla zjiSt€na u 63 sér pacientl trpicich cystickou echinokokézou. Specificita 93% byla zjiSténa
u 46 sér pacientll sjinymi parazitarnimi infekcemi. KFfizova reaktivita se vétSinou vyskytuje u pacientl
s trichinelozou, fasciol6zou a cysticerkézou.

U suprafyziologickych koncentraci hemoglobinu, lipidd nebo bilirubinu v séru doplnénych interferenty nebyla
pozorovana zadna pozitivni ani negativni interference.

Presnost:
Opakovatelnost byla hodnocena testovanim 2 vzork( lidského séra na 24 destickach v 1 analyze.
Reprodukovatelnost byla hodnocena testovanim 2 duplicitni vzorku lidského séra na 10 rGznych analyzach.

Opakovatelnost Reprodukovatelnost
Vzorek 1 Vzorek 2 Vzorek 1 Vzorek 2
Pramér (absorbance) 0,580 1,407 0,647 1,518
Standardni odchylka (absorbance) 0,026 0,064 0,034 0,069
Koeficient odchylky (%) 4,5 4,6 53 4,5

Klinické vykony:

Diagnosticka citlivost:
Citlivost 83% byla zjisténa u 151 sér pacientd trpicich alveolarni echinokokézou.

Diagnosticka specificnost: 3 }
Specificita 98% byla zjisténa u 114 sér darcl krve (Svycarsko), 100 sér pacientt infekéniho oddéleni (Svycarsko) a
52 sér pacientll s podezienim na alveolarni echinokokoézu, u nichz vsak bylo toto onemocnéni s jistotou vylouéeno.

Pozitivni a negativni prediktivni hodnota:
U vySe uvedenych populaci byly zjistény hodnoty PPV 95% a NPV 91%.

Ocekavané hodnoty u normalni a postizené populace:

V bézné populaci 114 Svycarskych darcu krve, 100 sér ze Svycarského infekéniho oddéleni a 52 sér od pacientd
s podezienim na alveolarni echinokokézu, u nichz v8ak bylo toto onemocnéni s jistotou vylou€eno, Cini oekavana
hodnota indexu 0,19. V zasaZzené populaci 151 sér pacientl trpicich alveolarni echinokokézou ¢ini ocekavana
hodnota indexu 2,76.

Incidenty:

Kazdy zavazny incident, k némuz v souvislosti s timto prostfedkem dojde, je nutné oznamit vyrobci a pfislusnému
organu Clenského statu, v némz je uzivatel anebo pacient usazen.

Omezeni:

Diagnéza infek&niho onemocnéni by neméla byt stanovovana na zakladé jediného vysledku testu. Presna
diagn6za by méla brat v uvahu endemickou situaci, klinickou historii, symptomatologii, zobrazovani a také
sérologické udaje.

U imunokompromitovanych pacient(l a u novorozencl maiji sérologické udaje omezenou vypovidaci hodnotu.

Reference:

Gottstein, B., Jacquier, P., Bresson-Hadni, S. and Eckert, J. (1993) Improved primary immunodiagnosis of alveolar Echinococcosis in
humans by an enzyme-linked immunosorbent assay using the Em2°"s antigen. J. Clin. Microbiol. 31 : 373-376.

Miiller, N., Frei, E., Nufez, S. and Gottstein, B. (2006) Improved serodiagnosis of alveolar echinococcosis of humans using an in vitro-
produced Echinococcus multilocularis antigen. Parasitology. 134 : 1-10.

Knapp, J., Sako, Y., Grenouillet, F. Bresson-Hadni, S. Richou, C., Gbaguidi-Haore, H., Ito, A., Millon, L. (2014) Comparison of the
serological tests ICT and ELISA for the diagnosis of alveolar echinococcosis in France. Parasite. 21.

@ Rue de Morges 22, 1023 Crissier, Switzerland.

BORDIER AFFINITY PRODUCTS S.A.
‘ Re+4121566 17 18 cb@bordier.ch @ www.bordier.ch

50339_05 9300 CZE 07.2026 4/4




