
Ferment- imunosorbentinis testas nustatymui žmogaus serume IgG antikūnių prieš


ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

Ekskretorinius/ sekretorinius lervinius antigenus


Technikinis lapas ir instrukcijos straipsniui No 9350

Reikiamas panaudojimas:

Cistinės  ligos serologinei diagnostikai ( sukeltos Echinococcus granulosus ). 

Šis testas taip pat gali būti naudojamas serologinei alveolinės ligos dianostikai (sukeltos Echinococcus multilocularis). Teigiami ir įtartini atvejai turėtų būti ištirti pakartotinai su E. multilocularis- specifiniu Em2plus –ELISA (Bordier Affinity Products, No 9300).
Principas ir pateikimas:

Rinkinyje esančios medžiagos užtenka 96 imunofermentinių testų (ELISA) atlikimui mikrotitravimo plokštelėje su Echinococcus granulosus antigenu. IgG antikūniai serume yra aptinkami su šarminės fosfatazės konjugatu prieš žmogaus imunoglobuliną G. ELISA plokštelės gali būti laužomos, taip galima sutaupyti reagentus kitiems tyrimams prieš Echinokokozę.

Medžiagos ęsančios rinkinyje (96 testai):
1. Laužomi ELISA stripukai, su

                    
96 duobelės

Echinococcus granulosus antigenu (hydatid fluid)

2. TBS - Tween ( 10 x koncentruotas )



50 ml

3. Praplovimo tirpalas ( 10x koncentruotas )



50 ml

4. Enziminis buferis






50 ml

5. Stop tirpalas (K3PO4)





25 ml

6. Neigiamas kontrolinis serumas ( žmogaus )


200 (l

7. Silpnai teigiamas ribinės vertės (cut off) serumas (žmogaus)
200 (l

8. Teigiamas kontrolinis serumas (žmogaus)



200 (l

9. Šarminės fosfatazės konjugatas prieš žmogaus IgG

400 (l

10. Fosfatazės substratas





20 tablečių

11. 25 ml rezervuaras multipipetei




1 vnt

12. Rėmelis-laikiklis ELISA 8 duobelių stripukams


1 vnt

13. Technikinis lapas ir instrukcijos

Galiojimo trukmė ir laikymas:

Rinkinį laikykite 2-8 (C temperatūroje. Rinkinio galiojimo baigties data yra atspausdinta ant dėžutės šono.

Reikalinga papildoma įranga, bet nesanti rinkinyje:

Pipetės (ml ir (l). Buteliukai serumo praskiedimui. Lipni juosta duobelių uždengimui inkubacijos metu. Distiliuotas vanduo. Termostatas 37(-iems C laipsniams. ELISA skaitytuvas su 405 nm ilgio banga.

Reagentų paruošimas naudojimui:

ELISA duobelės: aliuminės folgos pakuotę atidarykite iš vieno krašto ir išsiimkite jums reikiamą duobelių kiekį. Sensitizuotas duobeles įsidėkite į 8-ių duobelių laikiklį. Jeigu reikalinga, į tuščias vietas laikiklyje įdėkite nesensitizuotas ar panaudotas duobeles. Laikiklius reikalinga kryptimi sudėkite į rėmelį. Atidarytą pakuotę uždarykite.

TBS-Tween tirpalas (TBS- Tw): TBS-Tw 10x koncentruotą No2, praskieskite su distiliuotu vandeniu santykiu 1:10.

Praplovimo tirpalas: Praplovimo tirpalą 10x koncentruotą No3, praskieskite su distiliuotu vandeniu santykiu 1:10. Jūs taip pat galite naudoti savo praplovimo tirpalą. Tačiau šiame tirpale neturi būti buferių, turinčių fosfatų.

Šarminės fosfatazės konjugatas prieš žmogaus IgG: TBS-Tw tirpale konjugatą No9 praskieskite santykiu 1:51.

Neigiamas, silpnai teigiams ir teigiamas kontroliniai serumai: 10 (l kontrolinius serumus nuo No6 iki No8 praskieskite 190 (l TBS-Tw tirpale (praskiedimas 1:20).

Mėginiai ištyrimui: 10 (l serumo praskieskite 2,0 ml TBS-Tw tirpale (praskiedimas 1:201).

Substrato tirpalas: tegul nepraskiestas enziminis buferis No4 sušyla iki supančios temperatūros.

Prieš pridėdami substratą į ELISA duobeles, buferyje No4 išsitirpinkite reikiamą kiekį fosfatazės substrato tablečių No10 ( 1 tabletė- 2,5ml buferio ). Po tablečių ištirpinimo gerai sumaišykite.

Stop tirpalas: naudokite nepraskiestą reagentą No5.

Atsargumo priemonės: K3PO4 tirpalas gali būti erzinantis: naudokitės atsargiai.

E. granulosus neigiamas, silpnai teigiamas ir teigiamas kontroliniai serumai ( nuo No 6 iki No 8 ) yra neigiami dėl HIV1 ir HIV2 ir HBs antigenui (įrodyta testavimo būdu).

Tirpalų kiekiai paruošimui:

Šioje lentelėje Jūs matote rekomenduojamus reagentų ir praskiedėjų kiekius esant atitinkamam analičių kiekiui.



Žemiau esanti lentelė nurodo rekomenduojamus reagentų ir



Praskiedėjų tūrius, kai reikia ištirti nuo 1 iki 6 nežinomus serumus.

Serumų kiekis, kurį reikia ištirti

	
	
	
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Duobelių skaičius
	
	
	5
	6
	7
	8
	9
	10

	TBS- Tw
	No2+H2O
	ml+ml
	2+18
	2+18
	3+27
	3+27
	4+36
	4+36

	Praplovimo tirpalas (10x)
	No3+H2O
	ml+ml
	2+18
	2+18
	3+27
	3+27
	4+36
	4+36

	Negatyvus kontrolinis serumas
	No6+TBS-Tw
	(l+(l
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190

	Silpnai teigiamas serumas
	No7+TBS-Tw
	(l+(l
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190

	Teigiams kontrolinis 

serumas
	No8+TBS-Tw
	(l+(l
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190
	10+190

	Mėginių serumas
	   +TBS-Tw
	(l+(l
	10+2000
	10+2000
	10+2000
	10+2000
	10+2000
	10+2000

	Anti-IgG konjugatas
	No9+TBS-Tw
	(l+(l
	15+750
	15+750
	20+1000
	20+1000
	25+1250
	25+1250

	Substratas No 10+
	+Enz. Buferis No4
	tab.+ ml
	1+2,5
	1+2,5
	1+2,5
	1+2,5
	1+2,5
	1+2,5

	
	
	
	
	
	
	
	
	


Procedūra:

1 Žingsnis: Blokingas

Duobeles pilnai užpildykite su TBS-Tween (TBS-Tw).





Aplinkos temperatūroje inkubuokite 15 minučių (blokingas).




TBS-Tw pašalinkite aspiruodami ar kratydami stripelius virš kriauklės.



2 Žingsnis: Inkubacija su seruminiais mėginiais:

Pirmojo stripuko pirmąją duobelę užpildykite tiktai su 100 (l TBS-Tw (jokio serumo kaip blanko).

Sekančias tris duobeles atitinkamai užpildykite su praskiestais negatyviu, silpnai teigiamu (cut off) ir teigiamu kontroliniais serumais (100 (l kiekvienoje).

Likusias duobeles užpildykite su praskiestais ištyrimui serumais (100 (l kiekvienoje).

Duobeles uždengite su lipnia juosta ir 30 minučių inkubuokite prie 37(C temperatūros.

Serumą pašalinkite ir 4x praplaukite su praplovimo tirpalu.

3 Žingsnis: Inkubacija su konjugatu:

Į kiekvieną duobelę sulašinkite 100 (l praskiesto šarminės fosfatazės konjugato prieš žmogaus IgG.

Duobeles uždengite su lipnia juosta ir inkubuokite 30 minučių  prie 37(C temperatūros.

Konjugatą pašalinkite ir 4x praplaukite su praplovimo tirpalu.

4 Žingsnis: Inkubacija su substratu:

Į kiekvieną duobelę sulašinkite 100 (l substrato.

Duobeles uždengite su lipnia juosta ir inkubuokite 30 minučių prie 37(C temperatūros arba kol duobelės su teigiamu kontroliniu serumu absorbcija bus apie 1,2.

Reakciją sustabdykite į kiekvieną duobelę pridėdami 100 (l stop tirpalo.

5 Žingsnis: Absorbcijų išmatavimas:

Nuvalykite duobelių dugnus, pašalinkite burbuliukus ir išmatuokite absorbcijas prie 405 nm.

Rezultatai:

Testo įvertinimas:

Iš visų išmatuotų verčių atimkite neseruminio blanko vertę. Teigiamo kontrolinio serumo absorbcijos vertė turėtų tilpti nuo 0,800 iki 2,000.  Paprastai silpnai teigiamos kontrolės absorbcijos vertė yra daugiau kaip 4 kartus didesnė už neigiamą kontrolę.

Rezultatų interpretavimas:

Silpnai teigiamo kontrolinio serumo No7 titras yra padarytas toks, kad optimaliai atsiskirti Cistinės ligos atvejų serumus nuo normalaus žmogaus serumo.

Rezultatas yra neigiamas, kuomet analizuojamo mėginio absorbcija yra mažesnė už ribinės vertės (cut off) serumo absorbciją. Šiuo atveju antikūnių IgG titras prieš E. granulosus antigeną klinikiniu požiūriu yra nesvarbus.

Rezultatas yra teigiamas, kuomet analizuojamo mėginio absorbcija yra didesnė už ribinės vertės (cut off) serumo absorbciją. Šiuo atveju antikūnių IgG titras prieš klinikiniu požiūriu yra svarbus.

Testo jautrumas ir specifiškumas:

Testo 95% jautrumas buvo nustatytas tiriant 200 žmonių, sergančių cistine liga (Echinococcus granulosus), grupę. Daugiau kaip 95% pacientų, sergančių alveolarine liga (Echinococcus multilocularis), buvo kostatuoti kaip teigiami, atliekant šį testą. Esant teigiamiems rezultatams , atlikimas Em2 plus- ELISA (No 9300) ir ieškojimas specifinio Arc-5 yra , yra rekomenduotini.

Buvo testuoti 200 ligonių, sergančių kitomis parazitinėmis ligomis (daugiausia helmintais), serumai. Rezultatai: 68% neigiami dėl tropinių helmintozių (filariasis, schistosomiasis, strongyloidiasis), 88% dėl autohtoninės helmintozės (ascariasis, fasciolosis, toxocarosis ir trichinosis) ir 98% dėl protozoa (amebiasis, leishmaniasis, malaria ir toxoplasmosis). Kaip kontrastas cysticercosis davė 73%teigiamą rezultatą (11 serumų).

50 ligonių serumų, sergančių kepenų ligomis (vėžys, hapatitas, cirozė), visi buvo neigiami.

500 kraujo donorų serumų (Šveicarija) buvo neigiami 98%.

Įprastiniame mėginių kiekyje, testuojamame Europinėse laboratorijose, pranašaujamas neigiamų rezultatų kiekis yra artimas 100%. Kaip kontrastas, visais atvejais teigiamas rezultatas turi būti patvirtinamas su daugiau specifiniais testais (Em2plus- ELISA ir ieškant Arc-5).
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