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I Antygen Giardia lamblia - ELISA

Zestaw do wykrywania antygenu Giardia lamblia w kale metoda ELISA

Nr kat. GL2-96

Tylko do diagnostyki in vitro CE

96 oznaczen

ZASTOSOWANIE

Zestaw sluzy do wykrywania antvgenu Grardia famblia w kale metoda
immunoenzymatvezny (ELISA).

WSTEP

Grardia lamblia jest pasozytniczym prerwotmakiem odpowicdzialnym za
giardioze. Objawami choroby sa bicgunka, nudnosci, utrata wagi. zaburzenia
wehlamania, skurcze jelit, wedecia araz anemia ' Choroba move przebicgac w
sposob ostry, przewlekly lub  bezobjawowy. Giardioza jest najbardzic)
rozprzestrzeniona. choroba w USA. Notowane jest okolo 100 milionow
tagodnyeh 1 1 milion ostrveh infekei kazdego roku

Glownymu szlakami zakazenia Giardia sa evsty dostajace sie do organizmu
drogami oralno-fekalnymi. Epidemie giardiozy notowano w zlobkach
przedszkolach w wymiku picia zakazonej wody '~ Zlobki 1 preedsskola moga
byve posredmo 1 besposrednio odpowiedzialne za 45% zdiagnozowanveh
zakazen Giardia w USA.' W wyniku badan oszacowano zachorowalnose 54%
dziecr w zlobkach / przedszkolach. '

Kolgjnvm  zrodlem  zakazenia sy kontakty  homoseksualne  migday
mezczyznami. Szacuje sig, ze 5-19% tey populacy jest zakazone ™

Diagnoza zakazemia (hardia odbywa sig przy pomocy licznveh inwazyinych
lub mieimwazvinveh technik. Wsrad techmk  miemwasvinveh  najesgscicy
stosowane Jest badanie mikroskopowe kalu Metoda ta polega jednak w
znacznym stopmu na doswiadezeniu stosujacegzo ja pracowmka laboratorium
W zwigzku 2 obserwowana miska skutecznosciq te) metody 1 sporadyvesnvm
wwalmianiem si¢ pasozvow opracowano mne metody diagnostvezne * !
Dobra alternatvwa okazalo si¢ opracowanie metody immunocnzy maty eznej
(ELISA) do badama  probek kalu Testv ELISA  wykazupg crulose
porownywalng 2 badamem  nukroskopowym  wykonamvm  precs
doswiadcrzonego pracownika laboratonium, sy proste W wvkonamu 1 nie
wymagaja obserwacji cahveh organizmow 7

ZASADAMETODY

Podezas pierwsze) imkubacp antygeny Giardta wyehwylvawane sy z probki
kalu przez preeciwerala zwiazane na dolkach mikrophtki Dotki sa poddane
inkubacyt 1 myciu przed dodaniem przeciweial antv-Ghardia spregzonyeh #
peroksydaza (komugat) Nastepnie konigat wiaze antvgeny praviaczone do
dolkow mukrophviki. Po odplukaniu niczwiazanveh skladnikow dodawany jest
chromogen, ktory reaguje 2 nadtlenkiem wodoru przy udziale peroksvdazy
dajge barwny (nicbieski) produkt. Roztwor hamujacy zatrzvmuje reakeje 1
zmicmia kolor 2 miebieskiego w zolty. Jesh antvgeny nie zostaly zwiazane
badz poziom zwigzanveh antygendw jest miewyvstarczajaey nie zajdzie barwna
reakepa.

SKLAD ZESTAWU

MT PLATE - paski testowe = dolki mikroplvtki (96 sztuk) umieszezone w
uchwycie, oplaszezone monoklonalnymi przeciweialami antv-Cirardia

CONJ — koniugat - | butelka 11 ml zawiergjaea roztwor peroksvdazy
sprz¢zone) z poliklonalnymi przeciweialami anty-Giardia 1 thimerosal
CONTROL / + - Kontrola pozytywna — 1 fiolka zawierajaca 2 ml
formalinowanego supernatantu kalu, z antygenami Grardia

CONTROL / -Kontrola negatywna — 1 liolka zawierajaca 2 ml butoru do
rozeienczen

CHROMOGEN - | butelka 11 ml  zawicrajaca  roziwor
tetrametylobenzydyny (TMB) 1 nadtlenek wodoru

WASIH Concetrate (20x)- Plyn pluczacy — 2 butelki (23ml) 20 x stgronego
buloru, zawierajaee detergenty 1 thimerosal

DILUTION BUFFER - Bufor rozciciczajacy — 4 butelki zawierajaee po 30
ml buforowanego roztworu biatka 1 thimerosalu

STOP Solution- — Roztwir hamujaey reakeje — 1 butelka zawicrajaea 11
ml 3% kwasu fosforowego

OSTRZEZENIA

1 Przestrzegac procedury w trakeie wykonvwania testu. Wszelkie odstepstwa
od przedstawione)  procedury w czasach/temperaturach  inkubacn oraz
plukamiach mogq eddzialywac na czulosé 1 speevficznosé testu

2 Test tvlko do zastosowan diagnostvki in vitro

3 Nie mieszac reagentow pomigdzy zestawami o roznyveh numerach sern

4 Nie uzvwac odezynmikow, po terminie waznosci

5 Dolki, ktore nie sq uzvwane nalezy przechovwywac w szezelnie zamkiigtym
opakowaniu

6. Nie usvwac odezvnmkow metnyeh lub zawiernjaeveh straty Wygatek
stanowt stezony phn pluczacy (WASH CONCENTRATE). w ktonvin po
preechowywaniu w lodowee mogg pojawic sig¢ straty znikajaee po ogrzaniu

7. Nie stosowac azvdkow jako konserwantow zarowno do probek jak
reagentow

8 Kontrole 1 micktore oderynmkt zawieraga thiomerosal juko konserwant,
Koy mose powodowad podrazmienma skorv, oczu 1 blon sluzowych W
prevpadku Kontaktu 2 odezynnikiem nalezy przeplukac oczy 1 skore duza
tlosera wody

9 Wszyvstkie reagenty 1 probki traktowac jako material potencjalnie zakasny
Unika¢ powstawania acrozolu 1 odpowiednio usuwac rozlane probki

10, Roztwor zatrsvmujaey reakeje jest 5% roztworem kwasu fosforowego
Jesh dopdzie do konmtakie ze skorg splukac muggsce kontaktu duzg iloseig
wody W przypadku kontaktu 7 oczanu postapic podobnie 1 skonsultowac sig
7 lekarzem

11 Osobv, ktore me rozpoznaja kolorow lub z  uposledzeniem  ich
rozpoznawania nie moga oderytvwac wizualnie testu. Do odezytu powinny
uzywac czyinika

PRZECHOWYWANIE

Skladmiki zestawu przechowywae wtemp 2-8 °C

Rozetenczony plvn plucracy mosze bye preechowywany w lemperaturze
pokojowe) (13-25°C)

PRZYGOTOWANIE ZESTAWU

Przed uevaiem zestaw nalezy  doprowadzic do temperatury pokojowe a
rostworny dokladme wymieszac,

Preygotowanie plyvnu pluczacegn

Koncentrat roztvoru pluczacego (WASH CONCENTRATE 20X) move
wytracac sic podezas przechowvwama w lodowee, ale natomiast po
doprowadzeniu do temperatury 15-25°C 1 wymieszaniu wraca do pierwotnego
stanu. Przed wzveiem upewni¢ sig czy koncentrat jest dokladnie wymieszany 1
ma postac phvnu. Zawartosc butelky 7 plvnem pluczacym przeniese do butelkr
zawieragace) 475 ml wody dejomizowang) 1 dokladmie wmieszac

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE PROBEK

Pobicranie probek kalu

Stosowae podstawowe techniki pobierania probek kalu do badan na obeenosé
pasozytow. Oznaczenia mozna wykonvwac na probkach nicutrwalonveh, po
zamrozeniu Jak 1 po utrwalenin 10% formaling. odezynnikiem Carv-Blair lub
SAF . Nicutrwalone probki nalezy przechowywac w temp. 2-8 °C 1 oznaczyé
weiagu 24 godzin, Probki. ktore beda oznaczane po diuzszym okresie, nalezy
zamrozic 1 preechowywac wtemp. -20°C lub mizsze). Zamrozenie nie wplywa
na wyvnik testu Probki utrwalone w formabinie lub SAF moga bvé
przechowywane w temp. 15-25°C [ub 2-8°C 1 oznaczone w czasic 18 miesigey
od momentu pobrama Nie nalezv zamrazac utrwalonveh probek. Unikac
wiclokrotnego zamrazania 1 rozmrazama probek. Probki przechowvwane w
Carv-Blair nalezy trevmae w 2-8°C lub w -20°C 1 oznaczve w ciagu |
tygodni od pobranir. Unikac rozmrazama 1 ponownego zamrazania probek
Rozcienczenia nicutrwitlonego kalu wykonywaé przy pomocy buforu
rozcicnczajyeege (Dilution Buffer). Nie uzywaé buforéw z zestawu o
innym numerze serii,

WYKONANIE OZNACZENIA

Materialy dostarczone

Patrz punkt SKLAD ZESTAWLU

Dodatkowe materialy i wyposazenie

Pipety. trvskawka, evhinder miarowy . woda dejonizowana. wymazowki do
pobrama matenalu oraz probowky do jego rozeienczenia,

Zaleca sig stosowanmie cavtmka (2 filtram 4301 620-630 nm) 1 pluczkn ELISA
Temperatura inkubacji

Wszvstkie inkubacje nalezy przeprowadzic w temperaturze pokojowe) (15-
25%C)

Procedura wykonania

Uwagi
- Upewnic si¢. ze wszystkie reagenty 1 probki sa doprowadzone do temp
pokojowe) 13-25°C. Zamrozone probki ghyszg zosta¢ kompletnie rozmrozone.
- Jezeh jest potrzeba , probki moga bycf firowane pray 2000-3000 g prees 5-
10 nmn. Nalezy upewnic sig, e superngfant jest przejravsty

= Unikae tworrema sie pecherzvkpn /powietrza w o dolkach  podezas

h
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wykonvwama oznacrzenma co moze wplywac na wymki testu. Dokladme
wytrzasngé reszikn plynu pluczacego z dolkow odeiskajac pivike w oreczmk
papicrowy, c¢o  pozwala  zminimalizowac  tworzenie  sic pecherzyvkow
powietrsa

= W kazdym oznaczemu nalezy uwzglednic kontrole Kontrole sg gotowe
douzyeia 1 nie nalezy ich rozeienczac

- Calos¢ oznaczenia wykonvwac w temperaturze pokojowey (13-25°C)
Rozcieiczenie w dotkach:

Nalezy wybra¢ odpowicdnia mctodg wykonania rozcienczenia probki
(punkty = 2 - 4) a nastepnie kontynuowaé procedurg od punktu 5 do 13:

1. Odpowiedmig ilos¢ dotkow (plus 2 dla kontroli) umicscic w uchwyeie

2 W probowkach pravgotowac rozeienczenie probek (0 3ml buforu
rozcienczajycego + 0,1 g wiclkoser niewielkiego ziara grochu prabki kalu,
Dokladnie wymieszaé przed uzyciem

- W przypadku uzywania wymazowki nalezy dodac pipeta 6 ml buforu
rozcienczajyeego do probowki a nastepnie zanurzve wymazowke w cienkie)
warstwie kalu 1 przeniesé do probowki z buforem rozcienczajaevm. Dokladnie
wymicszac

3. Wodniste nicutrwalone probki wymieszac dokladnie. 0,1 ml pribki
dodac do 0.3 ml buforu rozcienczajgcego znajdujacego si¢ probowce

4 W przypadku prabek utrwalonych w SAF Iub 10% Formalinie lub
Clary-Blair_wymieszac_doktadme _pojemnik. Dodatkowe cvynnosct nie sa

MyImagane

5 Dodac 100 pl kontroli negatvwnej do dolk
pozrytywnej do dolka #2 uzywajac mikropipety

6. Dodac po 50 pl buforu rozcieficzajycego do kolenveh dolkow  Nie
dodawad buforu do dolkdw z kontrola

7 Doda¢ 50 pl uprzednio przvgotowanej praobki do dolkow z bulorem
rozeienczajacym

8 Inkubowac 60 min, w temp. pokojowej (15-25 °C), a nastepmie odplukac
uzywajac plynu pluczacego* Przepsé do punktu 9

Rozcieiczenie w prohdwkach:

Nalezy wybraé¢ odpowiednia metode wykonania rozciciczenia probki
(punkty - 2 — 4} a nastgpnic kontynuowaé procedure od punktu 5 do 13 ;

1 Odpowiedmia 1los¢ dolkow (plus 2 dla kontroli) umiescic w uchwyeie

2W probowkach prevgotowac rozcienczemie probek (0.7 ml buforn
rozcienczajgeego + L1 g, wielkoser niewielkiego ziama grochu prdbki
kalu). Wymieszac dokladnie przed uzyeiem

- W przypadke uwiywania wymazowki dodac pipeta 1 ml buforu
rozcienczajicego do probowki a nastgpnie zanurzve wymazowke w cienkic)
warstwie kalu 1 przenies do probowki z buforem rozcienczajacym. Dokladnie
WYMICszac.

3 Wodniste nicutrwalone prébki wymieszac 1 0,1 ml prébki dodac do 0,7
ml  bhuforu  rozcienczajypcego  umicszczonego  probowce  Dokladnie
WYMICSZIC

4 W przypadku prabek utrwalonych w SAF lub10% Formalinie czy
Clary-Blair wymiesza¢ dokladnie pojemnik a nastepnic 0,2 ml prébki
wymieszac 2 0.3 ml buforu rozcieiczajgcego w probowce

5 Daodac 100 pl kontroli negatywnej do dolka #1 uzywajac mikropipety

6 Doda¢ 100 pl kontroli pozytywnej do dolka #2 uzyvwajac mikropipety

7 Doda¢ 100 pl uprzednio przygotowanej probki do kazdego dolka

8 Inkubowac 60 min. w temp. pokojowej (15-25 °C). a nastgpnie odplukac
uzywajac plynu pluczacego® Przejsé do punkiu 9

#1 i 100 pl Kontroli

9 Daodac 2 krople (po 100) pl koniugatu do kazdego dotka

10. Inkubowaé¢ 30 minut w temp. pokojowej. a nastgpnic odplukac*

11. Dodac 2 krople (po 100 pl} Chromogenu do kazdego dolka

12 Inkubowa¢ 10 minut w temp. pokojowg)

13. Doda¢ po 100 pl roztworu zatrzymujgcego reakeje do karzdego dolka
Dokladnie  wymieszac zawartos¢ plviki (czas  mieszania 15 sekund)
Odezytac wynik po § min. wizualne lub za pomoca czvtnika do mikroplyvick
przy dlugoser fali 450/620-650 nm

* - Plukanic dolkow mikroplytki wykonac pigciokrotme. przez energicsme
napetnianie kazdego z dotkow az do przelania 1 oprozmame ch Jesh to
mozliwe unikaé tworzenia si¢ pecherzykow w dolkach poniewaz moze 1o
prowadzic do zafalszowama wynikow

INTERPRETACJA WYNIKOW

Kontrola Jakosci

Kontrole pozytywne 1 negatywne nalezy wykonywae w kazdvm oznaczeniu
Stosowanie kontroh pozwala na latwa walidacje stabilnoser testu

- Kontrola negatywna czytana wizualnie powinna byvé bezbarwna natomiast
na czytniku mikroplytek powinna pokazac wartosc < (0,08 OD odezyt prey dl
fali 450 /620-650 nm.

- Kontrola pozytywna czviana wizualnic powinna bvé wyraznie 7ol
czyiniku powinna nuec wartos¢ = 0,5 0.0

S H
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Odezyt wizualny

Wynik pozvtvwny: zabarwienie dolkow 2 probkami wyraznie bardzic)
zoltymi niz kontrola negatvwna

Wynik negatywny zabarwienie dotkow 7 probkami wyraznie mnigj zoltvmi
niz kontrola negatywna

CWAGA" Kontrole negatvwne 1« nicktére prébki moga dawaé lehko zolte
cabarwieme Aby probhe okreslic jako posyivwag must byé ona wyrazme
crenmiesza od kontroli negatavney

Odcezyt prey pomocy czytnika

Covtnik wyzerowac na pusty dolek A1 Wyniki odezyviac przy dlugoser fali:
Nltr glowny - 430 nm. iltr ta - 620-630 nm

Whynik pozvivwny = O D =008 - probka zawiera antvgen Grardia,

Wanik negatvwny — O < 0,08 - probka niec zawiera antvgenu Grardia
na wvkrvwalnym pozionie

OGRANICZENIA METODY

I Wynmiki oznaczemia nalezy traktowac jako pomoc w diagnozie. Uzvskane
wyniki pozvtvane nalesy potwierdzic inna metoda

2. Nie sageszcsuc probek  Zageszezame moze powodowac uzvskanie
nieprawdzivveh wvmkow

3 Prabki, ktore zawieraja antygeny na poztomie nizszym od limitu deteke)i
beda dawaly wa negatywny U choryeh, u Ktornveh istnicje podejrzenie
obeenoser Crardia zaleca sic wykonywanie oznaczama probek pobicranyeh
przez koleme dm

WARTOSCI REFERENCYJINE

U zdrowyveh osob nie stwierdza sig obeenoser Grardia, a test powinien dawag
wymik negatywny  Przy pozvivenvm wviiku  testu stwierdza sie
wystepowanme  antvgenow  Grardia w kale W miektorveh  populacjach
(homoscksuahiser, zlobki / przedszkola) czestothiwose zakazen moze bye
wvzsza (patrz ieratura)

CHARAKTERYSTYKA WYKONANIA

Badania #1

Badamia wykonano w firmice IVD Rescarch, Inc. uzywajae probek swiezych,
zamrozonveh o+ utrwalonyeh w 10% Formahiniey SAF, 7 90 precbadanyveh
probek, 26 okreslono jako pozytyvwne 1 64 jako negatvwine

Uzyskane wyniki prredstawiono w tabeln:

Badania mikroskopowe + | Badama mikroskopowe -

IVD Grardia + 26 0

IV Ghardia - 0 i
Crulose 100% (26/26)
Swonstosc: 100% (6.4/64)
Badania #2
Badana wykonano w firmie IVD Research, Inc. uzvwajae probek $wiczyveh,
zamrozenveh 1 utrwalonyeh w 10% Formalinie 1 SAF. a nastepnie porownano
2 wymikami uzyskanymi 7z zastosowaniem innego komercyme odstepnego
testu Guardia ELISA 7 86 precbadanyeh  probek, 22okreslono  jako
pozytywne 1 64 jako negatywne
Uzyskane wyniki przedstawiono w tabeli

IVD Research. Ine

Inny test ELISA + X 0

Inny test ELISA - (0 64

Pomigdzy tvmi dwoma testami ELISA zgodnosé wymikow pozvivwnych
wyniosla 100% (22/22), a negatvwnych 100%% (64/64)

Powtarzalnosé

CV pomigdzy oznaczeniami poszezegolnvm dolkow obliczono uzywajac 4
pozytywnyveh 14 negatywnych probek 24-krotnie oznaczonyeh w jednym
powtorzeniu. Otrzymano sredmie CV 3, 67% a napwyzsze 6,18%

CV ponigdzy oznaczemami w poszezegolnych seriach obliczono uzyvwajac 4
pozstywnyeh 1+ 4 negatvwnveh probek  oznaczonveh w o powtorzeniach
wyvkonanyeh w ciagu 3 dm. Otrzvmano sredmie CV 4,08%% a najwvzsze
11.61%

Reakeje krzyzowe
Nie stwierdzono reakeji krzvzowveh 7 nastgpujacymi organizmami

Entamocha hartmamu, - Endolimax nana. Emtamocha histolvtica dispar.
Entamocha coli. Blastocvsns hommis, Diemtamocha fragilis. Chifomastiv
mesnaili. Strongvloides stercoralis. Cryptosporidinm. Ascaris fumbricoides.
Enterobius vermicularis.  Diplnvllabothrin
Clonorclus sinensis. Enteromonas lommys,
buetschli, Hookworm,  Schistosoma

species, Hvmenolepis nana,
tehpris trichura. lodamoceba
rotavirus,  Taema epps,
Przetargow
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Fasciola cggs, Isospora betl. Entamoeba polecki. Adenovirus oraz 33 mne
gatunki baktern (hista dostepna na zvezenie)

Rozwigzywanic probleméow

PROBLEM: Kontrola negatywna daje zbyt wysokie OD (jest wyrazme zolta)
PRZYCZYNA: Nicodpowiedmie plukanie

CO POPRAWIC. Nalezy przeplukivaé paski 2 mikrodolkami bardzie)
energicznie 1 usuwac nadmiar plvau z dotkow przez stukanie do gory nogami
plytki na stole z rozlozonym reczmikiem papicrowym. Nie dopuszczac do
wyschnigcia dotkow
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STOSOWANE SYMBOLE GRAFICZNE - OBJASNIENIA

- zawartosé

- numer katalogowy
- przed uzyciem zapoznaé si¢ z instrukejy
wyvrob do diagnostyki in vitro

- temperatura przechowywania

= 3
S
E—( B

- producent

LoT - numer serii
g - data waznosci
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