Anisakidae IgG ELISA

Imunoenzimski test za dijagnozu humane digestivne anisakidoze
96 testova na pojedinacnim jamiicama za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu i profesionalnu laboratorijsku upotrebu

BORDIER Uputstvo za upotrebu za proizvod N° 9800
AFFINTITY UDI-DI: 07640158219805 0459

PRODUCTS

Predvidena upotreba:

Bordier Anisakidae 1gG ELISA kit je namenjen za kvalitativhu detekciju 1gG antitela protiv parazita porodice
Anisakidae u humanom serumu. Serologija je pomo¢ u dijagnostici i ne moze se koristiti kao jedina metoda za
postavljanje dijagnoze.

Pozadina:

Anisakidoza je svetska gelmintska zoonoza koju izazivaju neki nematodi morskih riba iz porodice Anisakidae. Ljudi
se mogu zaraziti unoSenjem sirovog ili nedovoljno kuvanog kontaminiranog riblieg mesa. Zreli crvi anisakidnih
nematoda naseljavaju se u probavnom traktu morskih sisara (konacarni domacini). Nakon embrionacije u vodi, jaja
oslobadaju infektivne L3 larve u vodu, koje unosi planktonski rak (medudomacin). Nakon konzumacije od strane riba
ili cefalopoda (parateni¢ni domacini), larve migriraju u unutrasnje organe i peritonealnu Supljinu, gde viSe ne
nastavljaju razvoj. Nakon unosa od strane morskih sisara, larve se razvijaju u zrele crve. Covek, sluéajni domacin,
predstavlja parazitski slepu ulicu. Veéina inficiranih osoba ne pokazuje nikakve simptome. Medutim, u nekim
slu¢ajevima simptomi se javljaju u gastri¢noj fazi (epigastri¢ni bol, mu¢nina i povrac¢anje), crevnoj fazi (bol u stomaku,
mucnina, povracanje i dijareja) ili u alergijskoj fazi (koprivnjaca, svrab, angioedem i bronhospazam). Dijagnoza se
zasniva na znakovima i simptomima, uz istoriju izloZenosti i pozitivan rezultat seroloSkog testiranja.

Princip i prezentacija:

Komplet obezbeduje sav materijal potreban za izvodenje 96 imunoenzimskih testova (ELISA) na deljivim
mikrotitracionim jamiicama senzibilizovanim antigenima larvi Anisakidae izlu¢enim/sekretovanim (E/S). Specificna
antitela u uzorku ¢e se vezati za ove antigene, dok ¢e se ispiranjem ukloniti nespecificna antitela. Prisustvo specifi¢nih
antitela detektuje se konjugatom Proteina A i alkalne fosfataze. Drugim korakom isipranja uklanjanju se nevezani
konjugati. Detekcija vezanih antitela se postize dodavanjem pNPP supstrata koji postaje zut u prisustvu alkalne
fosfataze. Intenzitet boje je proporcionalan koli€ini specifiCnih antitela na Anisakidae u uzorku. Kalijum fosfat se
dodaje da bi se zaustavila reakcija. Apsorbancija na 405 nm se ocitava pomocu ELISA ¢itaca mikroploca.

Test je manuelan, ali se moze izvesti sa automatskim sistemima, koji moraju biti validirani od strane korisnika.

Materijal sadrzan u kompletu (96 testova):

WELL 9800-01 !I)eljvive_ELISA trake sgnzibilisane antigenima larvi Anisakidae 96  udublienja
izlu€¢enim/sekretovanim (E/S)
DILB 9800-02 Pufer za razblazivanje, koncentrat (10 x), ljubi¢asto obojen 50 ml
WASH 9800-03 Rastvor za ispiranje, koncentrat (10 x) 50 ml
ENZB 9800-04 Enzimski pufer 50 mil
STOP 9800-05 Rastvor za zaustavljanje reakcije (0.5M K3PO4) 25 ml
CONTROL [ .| 9800-06 Negativan kontrolni serum (20 x), zeleni ¢ep 200 i
CONTROL [./+ 9800-07 Slabo pozitivan kontrolni serum (cut off, 20 x), Zuti ep 200 l
CONTROL | + | 9800-08 Pozitivan kontrolni serum (20 x), crveni &ep 200
CONJ 9800-09 Konjugat Proteina A i alkalne fosfataze (50 x), ljubiCasti Cep 300
SUBS 9800-10 Supstrat fosfataze (para-nitrofenilfosfat) 20 tableta
Rezervoar za Multipipette, 25 ml 1 komad
Okvir za drza¢ za 8 ELISA udubljenja 1 komad

Rok upotrebe i ¢uvanje:
Cuvati komplet izmedu +2 °C i +8 °C (potvrden je transport izmedu -20 °C i +37 °C 21 dan), izbegavati dugotrajno
izlaganje komponenti direktnoj svetlosti. Datum isteka roka upotrebe i lot broj kompleta odStampani su na bo¢noj

strani kutije. Nakon prvog otvaranja, svi reagensi su stabilni do isteka roka upotrebe kada se Cuvaju na temperaturi
od +2 °C do +8 °C.

Oprema koja je potrebna, ali nije obezbedena sa kompletom:

Pipete (ml i pl). Tikvice. Epruvete za razblazivanje. Adhezivna traka za pokrivanje jamiica tokom inkubacije.
Destilovana voda. Inkubator postavljen na +37 °C. ELISA ¢itaC postavljen na 405 nm. Rué¢na ili automatska oprema za
ispiranje jamiica. Vorteks mikser. Tajmer.
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Priprema reagensa pre upotrebe:

Dovesti sve reagense na sobnu temperaturu i izmesati sadrzaj pre upotrebe.

ELISA jamiice: otvoriti stranu aluminijumske kesice 9800-01 i ukloniti broj potrebnih jamiica (jedno za slepu probu,
tri za kontrole plus broj uzoraka). Senzibilizovane jamiice staviti u drza¢ sa 8 jamiica. Ako je potrebno, popuniti prazne
pozicije u drzacu kori§¢enim jamiicama. Staviti drza¢(e) u okvir u pravilnoj orijentaciji. Zatvoriti otvoreno pakovanje
sa kesicom desikanta.

Pufer za razblazivanje: razblaziti pufer za razblazivanje (10 x) koncentrat 9800-02, destilovanom vodom u odnosu
1/10. Koristi se za razblazivanje kontrola, uzoraka i konjugata. Razblazeni pufer je stabilan 2 meseca na temperaturi
izmedu +2 °C i +8 °C.

Rastvor za ispiranje: razblaziti rastvor za ispiranje (10 x) koncentrat 9800-03, destilovanom vodom u odnosu 1/10.
Izbegavati pufere koji sadrze fosfate jer mogu inhibirati enzimsku aktivnost alkalne fosfataze. Razblazeni rastvor za
ispiranje je stabilan 2 meseca na temperaturi izmedu +2 °C i +8 °C.

Kontrolni serumi: razblaziti 10 ul kontrolne serume 9800-06 do -08 u 190 ul rastvora pufera za razblazivanje
(konacéno razblazenje 1/20). Razblazeni kontrolni serumi su stabilni 2 meseca na temperaturi izmedu +2 °C i +8 °C.

Konjugat: razblaziti konjugat 9800-09 u rastvoru pufera za razblazivanje (konaéno razblazenje 1/50). Razblaziti
konjugat na dan testiranja. Ne Cuvati razblazeni konjugat.

Rastvor supstrata: rastvoriti tabletu(e) supstrata fosfataze 9800-10 u nerazblazenom enzimskom puferu 9800-04 (1
tableta u 2.5 ml pufera). Vorteksirati do potpunog rastvaranja tablete. Razblaziti supstrat na dan testiranja i zastititi
epruvetu od direktne svetlosti. Tablete i rastvori supstrata treba da budu bezbojni ili da imaju samo blagu Zutu nijansu.
Ako tableta ili rastvor supstrata pozute, mozda su delimi¢no hidrolizovani i treba ih odloziti u otpad. Ne Cuvati rastvor
supstrata.

Rastvor za zaustavljanje reakcije: Koristiti nerazblazen reagens 9800-05.

Uzimanje i priprema uzoraka:

Koristiti humani serum. Cuvati na temperaturi izmedu +2 °C i +8 °C ako ¢e se analizirati u roku od 7 dana, u suprotnom
¢uvati na -20 °C ili nize. Izbegavati ponavljano zamrzavanje i odmrzavanje. Uzorke vorteksirati i razblaziti u odnosu
1/201 u rastvoru pufera za razblazivanje (npr. 5 pl uzorka u 1,0 ml). Ne Cuvati razblazene uzorke.

Upozorenja i mere predostroznosti:

Toksi¢na jedinjenja se nalaze u sledec¢im koncentracijama:

Komponenta Referenca Natrijum-azid (NaNs) Mertiolat

Pufer za razblaZivanje (10 x) 9800-02 0,1 % 0,02 %
Rastvor za ispiranje (10 x) 9800-03 0,05 % /
Enzimski pufer 9800-04 0,01 % /

Kontrolni serumi (20 x) 9800-06 do -08 0,1 % 0,02 %
Konjugat (50 x) 9800-09 0,1 % /

Pri upotrebljenim koncentracijama, natrijum-azid i mertiolat nemaju nikakav toksikoloski rizik u kontaktu sa kozom i
sluzokozom.

Komponenta | Opasna Piktogram Obavestenje Obavestenje o merama
komponenta | opasnosti 0 opasnosti predostroznosti

Rastvor za Kalijum- Dovodi do Nositi zastitu za oci.

zaustavljanje | fosfat, teSkogosteé AKO DOSPE U OCI: Pazljivo ispirati

reakcije trobazni enja oka vodom nekoliko minuta. Ukloniti
kontaktna sociva, ukoliko postoje i
ukoliko je to moguce uciniti. Nastaviti
sa ispiranjem.

- Negativni, granic ni (cut-off) i pozitivni kontrolni serumi (9800-06 do -08) su animalnog porekla (zec) i njima
treba rukovati sa oprezom.
- Svereagense i uzorke tretirati kao potencijalno infektivan materijal.
- Ne kombinovati reagense razli€itih lotova ili Bordier ELISA kompleta.
- Ne koristiti reagense drugih proizvodaca sa reagensima ovog kompleta.
- Ne koristiti reagense nakon isteka roka upotrebe.
- Odmah nakon upotrebe &vrsto zatvoriti boCice reagenasa i ne menjati Cepove kako bi se izbegla kontaminacija.
- Koristiti posebne i Ciste nastavke za pipete za svaki uzorak.
- Ne Koristiti mikrojamiice ponovo.
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- Spreciti oSte¢enje mikrojamiica mehani¢kim delovanjem (nastavci, mlaznice).
- Opisi simbola koji se koriste na etiketama mogu se naci na sajtu www.bordier.ch.

Razmatranja odlaganja:

Svi materijali koji se koriste za ovaj test se generalno smatraju opasnim otpadom. Pogledati nacionalne i regionalne
zakone i propise za odlaganje opasnog otpada.

Procedura:

Prilikom testiranja izbegavati stvaranje mehuri¢a u jamiicama.

Korak 1: Preinkubacija:

Napuniti jamiice sa 250 pl rastvora pufera za razblazivanje.

Inkubirati 5 do 15 minuta na sobnoj temperaturi.

Ukloniti pufer za razblazivanje aspiracijom ili treSenjem jamiica preko sudopera.

Korak 2: Inkubacija sa uzorcima:

Prvu jamiicu prvog stripa napuniti samo sa 100 pl pufera za razblazivanje (slepa proba bez seruma).

Naredne tri jamiice napuniti sa 100 ul razblazenog negativnog, slabo pozitivhog (cut-off) i pozitivhog kontrolnog
seruma. Za testove viSe od 25 uzoraka, preporuCujemo da se poslednje tri jamiice ispune kontrolnim serumima u
duplikatu.

Preostale jamiice ispuniti razblazenim uzorcima (po 100 pl).

Pokriti jamiice adhezivhom trakom i inkubirati 30 minuta na +37°C.

Ukloniti serum i isprati 4 x sa priblizno 250 pl rastvora za ispiranje.

Korak 3: Inkubacija sa konjugatom:

Distribuirati 100 pl razblazenog konjugata u svaku jamiicu (uklju€ujuéi slepu probu bez seruma).
Pokriti jamiice adhezivnom trakom i inkubirati 30 minuta na +37°C.

Ukloniti konjugat i isprati 4 x sa priblizno 250 ul rastvora za ispiranje.

Korak 4: Inkubacija sa supstratom:

Distribuirati 100 pl rastvora supstrata po jamiici.

Pokriti jamiice adhezivhom trakom i inkubirati 30 minuta na +37°C.

Zaustaviti reakciju dodavanjem 100 ul rastvora za zaustavljanje reakcije u svaku jamiicu.

Korak 5: Merenje apsorbancija:
Ako je potrebno, obrisati dno jamiica i ukloniti mehuri¢e. Izmeriti apsorbanciju na 405 nm u roku od 1 sata nakon
dodavanja rastvora za zaustavljanje reakcije.

Tumacenje:

Oduzeti vrednost slepe probe bez seruma od svih izmerenih vrednosti. Kada je primenjivo, izraCunati srednje
vrednosti apsorbancije dupliranih kontrola u serumu. Test je validan ako su ispunjeni sledeci kriterijumi:

- Apsorbancija pozitivne kontrole > 1,200

- Apsorbancija slabe pozitivne kontrole > 9% apsorbancije pozitivhe kontrole

- Apsorbancija negativne kontrole < 8% apsorbancije pozitivhe kontrole

- Apsorbancija slepe probe bez seruma < 0,350

U slu€aju da uzorak daje signal koji prelazi merni opseg ¢itata mikroploCe, treba dodeliti vrednost koja odgovara
gornjem mernom opsegu Citaca.
Kontrole kvaliteta tekucih lotova objavljene su na nasoj veb stranici: www.bordier.ch.

Koncentracija antitela u slabo pozitivnom (cut-off) serumu 9800-07 podeSena je tako da optimalno razlikuje serume
klinicki dokumentovanih sluajeva anisakidoze i seruma zdravih osoba. Indeks graniéne vrednosti (cut-off index)
uzorka definisan je, nakon oduzimanja vrednosti slepe probe bez seruma, kao:

Apsorbancija uzorka
Apsorbancija cut-off seruma

Indeks =

Rezultat je negativan kada je indeks analiziranog uzorka maniji od 1,0. U ovom sluc¢aju, koncentracija IgG antitela
na Anisakidae antigene je klini¢ki bez znacaja.

Rezultat je pozitivan kada je indeks analiziranog uzorka vecdi ili jednak 1,0. U ovom slu€aju, koncentracija IgG antitela
na Anisakidae antigene se smatra klini¢ki zna¢ajnom. To ukazuje da je pacijent bio u kontaktu sa parazitom.

Siva zona moZe biti definisana od strane svake laboratorije prema populaciji pacijenata. U slu€aju grani¢nih ili
sumnjivih rezultata, preporu¢ujemo da ponovite test posle 2-4 nedelje sa svezim uzorkom.

U slu€aju pozitivnog ili sumnjivog rezultata, preporu¢ujemo da izvrsite potvrdni test (najéeSc¢e Western blot) ako je
takav test dostupan ili propisan nacionalnim propisima.
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AnalitiCke performanse:

Analiticka specificnost:

Specificnost od 81% utvrdena je kod 47 seruma pacijenata sa drugim parazitskim infekcijama. UkrStena reaktivnost se
uglavnom javlja kod pacijenata sa toksokaroza, filarijaza i strongiloidijaza.

Nije primecena pozitivna ili negativna interferencija sa suprafizioloSkim koncentracijama hemoglobina, lipida ili
bilirubina u serumu sa dodatkom interferenta.

Preciznost:
Ponovljivost je procenjena testiranjem 2 uzorka humanog seruma u 24 jamiice na 1 testu.
Reproducibilnost je procenjena testiranjem 2 uzorka humanog seruma u duplikatu na 10 razligitih testova.

Ponovljivost Reproducibilnost
Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 1 Uzorak 2
Prosek (apsorbancija) 0,108 1,584 0,121 1,754
Standardna devijacija (apsorbancija) 0,008 0,082 0,020 0,111
Koeficijent varijacije (%) 7,4 52 16,7 6,3

Klinicke performanse:

Dijagnosticka senzitivnost:
Senzitivhost od 97% utvrdena je kod 38 seruma pacijenata obolelih od digestivne i/ili alergijske anisakidoze.

Dijagnosti¢ka specificnost:

Specifiénost od 97% utvrdena je kod 180 seruma davalaca krvi (Svajcarska). Specifi¢nost od 96% utvrdena je kod 98
seruma pacijenata iz infektiolodke jedinice (Svajcarska). Specifiénost od 86% utvrdena je kod 43 seruma od
pacijenata sa sumnjom na anisakidozu, ali kod kojih je bolest sa sigurnoséu iskljucena.

Pozitivna i negativna prediktivha vrednost:
PPV od 77% i NPV od 99% pronadeni su kod gore navedenih populacija.

Ocekivane vrednosti u normalnoj i pogodenoj populaciji:

U normalnoj populaciji 180 Svajcarskih davalaca krvii 98 seruma iz Svajcarske infektioloSke jedinice, o¢ekivana
vrednost indeksa je 0,34. U pogodenoj populaciji od 47 seruma pacijenata obolelih od anisakidoze, oCekivana
vrednost indeksa iznosi 3,71.

Incidenti:

Svaki ozbiljan incident koji se dogodi u vezi sa proizvodom mora se prijaviti proizvodacu i nadleznom organu drzave
Clanice u kojoj korisnik i/ili pacijent ima sediste.

Ograni€enja:

Dijagnoza infektivne bolesti ne sme se postaviti na osnovu rezultata jednog testa. Precizno postavljanje dijagnoze
treba da uzme u obzir endemsku situaciju, klini€ku anamnezu, simptomatologiju, rezultate snimanja, kao i seroloske
podatke.

Kod imunokompromitovanih pacijenata i novorodencadi, seroloski podaci imaju ograni¢enu vrednost.
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