
Ferment- imunosorbentinis testas nustatymui žmogaus serume IgG antikūnių prieš


ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS

Em2 plus antigeną




96 tyrimai individualiose duobelėse


Technikinis lapas ir instrukcijos straipsniui No 9300

Reikiamas panaudojimas:

Alveolinės ligos serologinei diagnostikai ( alveolinė echinokokozė ) serologinei diagnostikai (IgG) ir įtartinų klinikinių atvejų patvirtinimui. 

Sero- epidemiologinėms apžvalgoms ir asmens, esant infekcijos grėsmei, ištyrimui.

Vėlesnei veiksmingai kontrolei.

Principas ir pateikimas:

Rinkinyje ęsančios medžiagos užtenka 96 ferment- imunosorbentinių testų (ELISA) atlikimui mikrotitravimo plokštelėje sensitizuotoje su Echinococcus multilocularis Em2 plus antigenu. IgG antikūniai serume yra aptinkami su šarminės fosfatazės konjugatu prieš žmogaus IgG. Mažesnio mėginių skaičiaus ekonomiškesniam ištyrimui sensitizuotos duobelės yra laužomų stripelių pavidalu.

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


96 duobelės

Echinococcus multilocularis Em2 plus antigenu

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:

Kiekiai yra nurodyti 5 duobelėms (viena analitė plus kontrolės).

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. Likiklius reikalinga kryptimi sudėkite į rėmelį. Atidarytą pakuotę uždarykite.

TBS-Tween tirpalas (TBS- Tw): 2ml TBS-Tw 10x koncentruotą No2, praskieskite 18ml distiliuoto vandens.
Praplovimo tirpalas: 2ml praplovimo tirpalą 10x koncentruotą No3, praskieskite 18ml distiliuoto vandens. Jūs taip pat galite naudoti savo praplovimo tirpalą. Tačiau šiame tirpale neturi būti buferių, turinčių fosfatų.

Šarminės fosfatazės konjugatas prieš žmogaus IgG: 15ml TBS-Tw tirpale konjugatą No9 praskieskite 750 (l TBS-Tw tirpale (praskiedimas 1:51).
Negatyvus, 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 vieną fosfatazės substrato tabletę No10 šio buferio 2,5ml-uose. Po tablečių ištirpinimo gerai sumaišykite.

Stop tirpalas: naudokite nepraskiestą reagentą No5.

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

E. multilocularis 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 ).

Procedūra:

1 Žingsnis: Blokingas

Duobeles pilnai užpildykite su TBS-Tween (TBS-Tw) ir aplinkos temperatūroje inkubuokite nuo 10 iki 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 100 (l 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.

Tarp duobelių ir inkubatoriaus patikrinkite terminį kontaktą.

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.

Duomenis patikrinkite vizualiai.

Rezultatų interpretavimas:

Iš visų išmatuotų verčių atimkite neseruminio blanko vertę. Mėginys, kurio absorbcija yra mažesnė už silpnai teigiamo kontrolinio serumo (cut off), neturi reikšmingo antikūnių titro prieš Echinococcus multilocularis Em2 plus antigeną, todėl serologiškai yra neigiamas. Mėginys, su absorbcija didesne už silpnai teigiamo kontrolinio serumo (cut off), yra serologiškai teigiamas.  

Silpnai teigiamo kontrolinio serumo (cut off) titras yra padarytas toks, kad optimaliai atsiskirti Alveolarinės echinokokozės atvejų serumus nuo normalaus žmogaus serumo.

Testo jautrumas yra didesnis negu 90%. Dėka Em2 plus antigeno, vidutiniškai 25% ligonių mėginių su cistine hidatidoze (Echinococcus granulosus) duoda absorbcijas didesnes negu silpnai teigiamas kontrolinis serumas.
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