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TYLKO DO UZYTKU IN VITRO

TYLKO DO PROFESJONALNEGO ZASTOSOWANIA

Numer katalogowy:

C-1018, 25 testéw w opakowaniu

C-1518, 10 testéw pakowanych pojedynczo, materialy  do
przygotowania prébek

C-1218, 20 testéw pakowanych pojedynczo

I. WPROWADZENIE

Na catym $wiecie zakazenia pasozytnicze stanowig bardzo powazny problem
zdrowotny.

Cryptosporidium i Giardia sg rodzajami pasozytniczych pierwotniakéw, ktére
infekujg bardzo liczng grupe kregowcow. Niektére gatunki nalezace do tych
rodzajéw powoduja u ludzi kryptosporidioze lub giardiaze, ktére na catym $wiecie
sg najprawdopodobniej najpopularniejsza przyczyna pierwotniaczych biegunek

i prowadzg do znacznej zachorowalnosci i $miertelnosci zaréwno w krajach
rozwijajgcych sie jak i w rozwinietych. Zakazenie przenosi si¢ droga faecal-oral (kat
— uktad pokarmowy) w nastepstwie bezposredniego lub posredniego kontaktu

z formami zdolnymi do transmisji (oocysty Cryptosporidium, cysty Giardia), w tym
poprzez transmisje z cztowieka na cztowieka, ze zwierzecia na cztowieka, poprzez
zakazong wode lub pokarm.

Giardia lamblia (synonimy Giardia duodenalis, G. intestinalis) jest uznawana w za
jedna z gtéwnych przyczyn uporczywej biegunki wystepujacej w krajach
rozwinietych. Trofozoity sa wydalane z organizmu gtéwnie w czasie krétkotrwatej
ostrej fazy, natomiast cysty pojawiaja sie w kale w ciggu fazy chronicznej.
Typowymi objawami sg biegunka, gazy, skurcze jelit, wzdecia, nudnosci

i spadek wagi.

Mikroskopowe badanie jest ciggle stosowang z wyboru metodg wykrywania lamblii.
Pojawia sie coraz wiecej metod ELISA, zastepujacych, czasochtonng i wymagajaca
wprawy, metode mikroskopowa.

Kryptosporidioza jest w krajach rozwinietych jedng z gtéwnych przyczyn uporczywej
biegunki. Jest ona spowodowana obecnoscia, w odcinku zotagdkowo-jelitowym
przewodu pokarmowego, oocyt Cryptosporidium parvum. Pasozyt ten jest
uznawany za wysoce patogenny, a do zakazen dochodzi drogg faecal-oral poprzez
kontakt z jego zdolnymi do transmisji formami. Jest on rowniez zarazkiem
oportunistycznym wystepujacym u pacjentéw z obnizong odpornoécig. Objawamy
kryptosporidiozy sa: wodnista biegunka, kurcze zotgdka, utrata wagi, nudnosci i
podwyzszona cieptota ciata. W krajach uprzemystowionych 2-2,5% pacjentéw
hospitalizowanych z powodu biegunki, wydala z katem oocyty C. parvum. Dziesie¢
procent pacjentéw z AIDS cierpi na przewlekta kryptosporidioze, a w krajach
rozwijajacych sie odsetek ten osigga ponad 40%. C. parvum diagnozuije si¢
immunofluorescencyjnie lub barwieniem metoda Ziehl-Neelsena rozmazéw
rozcienczonych prébek. Jest réwniez dostgpna pewna ilo$¢ testow ELISA, ktéra
pozwala na wykrycie specyficznych antygendw oocyt. Nowe metody biologii
molekularnej, takie jak PCR, moga by¢ uzywane do wykrywania tych pasozytéw w
zasobach wody i u bezobjawowych nosicieli. Wszystkie te metody sa ekstremalnie
czute i muszg by¢ wykonywane przez doswiadczonych pracownikow.

Coris BioConcept opracowat immunochromatograficzny test, ktéry pozwala na
jednoczesne wykrywanie oocyt Cryptosporidium parvum i antygenéw Giardia

w rozcienczonych prébkach katu w ciggu 15 minut.

II. ZASADA METODY

Test ten jest gotowy do uzycia i bazuje na zastosowaniu jednolitego
immunochromatograficznego systemu ze ztotym koloidem. Test pozwala na
jednoczesne wykrycie w prébkach katu Cryptosporidium i Giardia lamblia. Dzigki
zastosowaniu monoklinalnych przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom
Giardia lamblia lub Cryptosporidium, test charakteryzuje sie wysoka
specyficznoscia.

Test skfada sie z dwu oddzielnych paskéw, z ktérych jeden jest specyficzny dla
Cryptosporidium, za$ drugi dla Giardia lamblia, ktore sg ustawione do siebie tylng
czescia. Test posiada dwie specyficzne, aktywne strony (Rys.1). Jedna strona
zostata uczulona monoklinalnymi przeciwciatami specyficznymi dla Cryptosporidium
(strona A), natomiast druga monoklinalnymi przeciwciatami specyficznymi dla
Giardia lamblia (strona B). Wynik testu otrzymuje sie odczytujac rezultaty na obu
stronach.

Po zanurzeniu paska w roztworze prébki, suchy konjugat, naniesiony z obu stron na
membrane aplikacyjna, ulega rozpuszczeniu i migruje wraz z prébka wzdtuz paska.
Jezeli w prébce znaduje sie Cryptosporidium, to kompleks utworzony pomigdzy
konjugatem anty-Cryptosporidium a antygenem zostaje wychwycony przez
specyficzne monoklinalne przeciwciata anty-Cryptosporidium, ktérymi pokryto
strong A paska. Jezeli w prébce znajduje sie Giardia lamblia, to tworzy sie
kompleks z konjugatem anty-Giardia, ktéry zostaje wytapany przez monoklinalne
przeciwciata anty-Giardia, ktérymi pokryto strone B paska. W przeciagu 15 minut
pojawia sie wynik dodatni,

w postaci czerwonej linii tworzacej sie na pasku.

Roztwor kontynuujac wedréwke, napotyka trzeci odczynnik (anty-kurze IgY
poliklonalne przeciwciato), ktéry wiaze konjugat kontrolujacy przeptyw, , tworzac
druga czerwona linie, ktéra jest linia kontrolna, oceniajaca prawidtowosé dziatania
testu.
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lIl. ODCZYNNIKI | MATERIALY

Kazdy zestaw zawiera paski Crypto/Giardia- Duo Strip, bufor, instrukcje
uzywania i opcjonalne materiaty (w zestawie C-1518)

1.  Paski Crypto/Giardia-Duo Strip

Kazdy pasek jest uczulony po stronie (A) monoclonalnymi przeciwciatami
przeciwko Cryptosporidium i kozim anty-kurzym IgY, za$ po stronie (B)
mysimi monoklinalnymi przeciwciatami anty-Giardia i kozim anty-kurzym
IgY. Odczynniki te po oczyszczeniu zostaly zaadsorbowane na
nitrocelulozie. Konjugaty zostaty utworzone z monoklinalnych przeciwciat
przeciwko antygenom Cryptosporidium lub Giardia i kurzych przeciwciat,
potaczonych ze ztotymi czgsteczkami. Koniugaty te po odpowiedniej stronie
wysuszono na membranie aplikacyjnej, w dolnej cze$ci paska.

Paski dostarczane sa w pojemnikach lub jednostkowych, hermetycznych
opakowaniach z pochtaniaczem wilgoci.

2. Bufor rozcie hczajacy (15 ml)

Roztwor soli fizjologicznej zbuforowany TRIS do pH 7,5, zawierajacy EDTA,
NaN3 (<0.1%), detergent i biatka blokujace.

3. Instrukcja u zywania (1)
4. Potrzebne materialy (dostarczone tylko z zestawe  m C-1518)
- 3 lub 5 ml probéwki testowe

- pojemnik do pobierania probek katu
- statyw
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IV. SRODKI OSTROZNOSCI

- Wszystkie czynno$ci testu musza by¢ wykonane zgodnie z Dobrg
Praktyka Laboratoryjna.

- Test Krypto/Giardia-Strip jest przeznaczony tylko do diagnostyki in vitro.

- Unika¢ dotykania palcami nitrocelulozy.

- Uzywac rekawiczek w czasie operowania probka.

- Usuwac rekawiczki, wymazéwki, probowki, uzyte paski zgodnie z DPL.

- Nigdy nie nalezy uzywa¢ odczynnikéw pochodzacych z r6znych zestawow.

- Jezeli paski sg przechowywane w pojemniku to, ze wzgledu na ich
podatno$¢ na zawilgocenie, nalezy pojemnik doktadnie zamykac¢
natychmiast po wyjeciu paskéw niezbednych do wykonania badan.
Upewnic¢ sie, ze pochtaniacz wilgoci znajduje sie w pojemniku.

- Jezeli paski przechowywane sg w opakowania indywidualnych, to nalezy
otwieraé je ostroznie tak, aby nie uszkodzi¢ paska.

- Dwie zielone linie wyznaczajg miejsca adsorpcji odczynnikéw. Gérne
Liniejg liniami kontrolnymi przeptywu, za$ dolne sg liniami testowymi.
Zielone zabarwienie linii znika w trakcie badania.

- Nie uzywaé buforu, gdy jest zanieczyszczony bakteryjnie lub pokryty
plesnia.

- Jakos$¢ odczynnikéw nie jest gwarantowana po przekroczeniu ich
terminu waznosci, lub gdy s niewtasciwie przechowywane.

- Aby zapobiec rozcienczeniu konjugatu ztotego koloidu w rozcienczonym
kale, nalezy zwracaé uwage na to, aby nie zanurza¢ paska w prébce
powyzej linii umieszczonej pod strzatkami.

V. USUWANIE ODPADOW

Kazdy uzytkownik jest odpowiedzialny za odpowiednie gospodarowanie
wytworzonymi odpadami i musi mie¢ pewnos$¢, ze sg one usuwane zgodnie z
obowigzujacymi przepisami prawnymi.

VI. PRZECHOWYWANIE

Nie uzywany zestaw Krypto/Giardia-Duo Strip przechowywany w temp. 4 - 30C
jest trwaty do daty waznosci podanej na opakowaniu.

Po otwarciu, jesli zestaw jest przechowywany (w zamkni etym pojemniku)

w temp.4 - 30C i w suchym otoczeniu zachowuje trwato$¢ przez 15 tygodni.
Paskoéw i buforu z zestawu Krypto/Giardia-Strip nie wolno zamrazac.

Trwajg badania nad petna diugotrwatg stabilnoscia testu. Wyniki przej$ciowe sg
dostepne w Coris-BioConcept.

VIl. PROBKI

Probki katu musza by¢ badane jak najszybciej po ich zebraniu. Jesli testu nie
wykonujemy od razu, prébki moga by¢ przechowane w temp.2-8TC do 24 godzin,
a przy koniecznosci dluzszego przechowywania nalezy je zamrozi¢ do -20C.
Nalezy sie upewni¢, ze probki nie byty poddane dziataniu formaldehydu lub jego
pochodnych.

VIII. WYKONANIE
PRZYGOTOWANIE:
Jesli zestaw Crypto/Giardia-Uni Strip byt przechowywany w temp. 4C, nale zy

przed rozpoczeciem badania doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do temperatury
pokojowe;j.

Napisa¢ nazwisko pacjenta lub numer prébki na probéwce testowej (zaplanowaé po

jednej probéwce na prébke).
Umiesci¢ oznakowane probowki w statywie.

PROCEDURA TESTU:

[

Odmierzy¢ 0.5 ml czyli 15 kropli roztworu buforu do kazdej
probdwki.
2. Zanurzy¢ w probowce eze zawierajaca probke katu. Stezenie roztworu
Powinno wynosi¢ maksymalnie 4% wiv.
. Przy prébkach ptynnego katu nalezy wziaé 2 objetosci 10ul ezy
. Przy prébkach statego katu nalezy wzigé¢ 1 objetos¢ 10l ezy.
3. Wymiesza¢ do uzyskania homogennej zawiesiny i pozostawi¢ na
1-2 minut.
4. Usuna¢ eze i zanurzy¢ uczulony pasek w kierunku wyznaczonym
przez strzatke.
5. Pozostawi¢ na 15 minut.

Odczyta € wynik na wilgotnych paskach po 15-minutowej inkuba cji.

IX. INTERPRETACJA WYNIKOW
Strona oznakowana kolorem pomara nczowym jest specyficzna dla
Cryptosporidium.
Strona oznaczona kolorem zielonym jest specyficzna dla Giardia
Wyniki interpretowane sg nastepujaco:

1 gérna linia = test negatywny

2 linie = test pozytywny

brak linii = test niewa zny*

* Brak gornej linii, ktéra jest linig kontrolng, uniewaznia wynik testu.
W takim przypadku badanie nalezy powtorzyc¢.

Intensywno$¢ zabarwienia linii testowej moze by¢ zmienna, ze wzgledu na
rézng ilos¢ antygendéw w probkach katu. Nawet najdelikatniejsze
zabarwienie linii testowej musi by¢ traktowane jako wynik dodatni. Jednakze
test jest tylko jakosciowy i nie moze by¢ stosowany do ilosciowego
okreslania antygenéw w prébce. W celu postawienia diagnozy nalezy bra¢
pod uwage objawy kliniczne i wyniki innych testéw.

Podczas wysychania, wokét linii testowej moze pojawi¢ sig stabo widoczny
cien, ktérego nie wolno traktowac¢ jako wynik dodatni.

W celu przechowania wykonanych testéw nalezy wysuszyé pasek po
uprzednim usunieciu materiatu chtonnego znajdujacego sie na dole paska.

X. CHARAKTERYSTYKA TESTU

A. Wykrywalno $é¢:

Limit wykrywalnosci testu zostat wyznaczony przez rozcienczenie roztworu
czystych cyst Giardia i w rezultacie okreslony na poziomie 3125 k/ml.

B. Czulo $¢ — Specyficzno $¢ (Korelacja):

CRYPTOSPORIDIUM

Test

immunoenzymaty- Wyniki Wyniki

czny pozytywne negatywne Wyniki
koncowe

Pasek

Crypto (Giardia)

Wyniki pozytywne 45 0 45

Wyniki negatywne 2 53 55

Wyniki ko ncowe 47 53 100

Czutos$¢ = 95,7% (45/47) Prawdziwie dodatnie wyniki: 100% (45/45)
Specyficznos¢ = 100% (53/53)  Prawdziwie ujemne wyniki: 96,4% (53/55)

GIARDIA
Test Wyniki Wyniki Wyniki
immunoenzymaty- pozytywne negatywne koncowe
czny
Pasek Giardia
Wyniki pozytywne 43 0 43
Wyniki negatywne 5 52 57
Wyniki koncowe 48 52 100

Czutos$¢ = 89,6% (43/48) Prawdziwie dodatnie wyniki: 100% (43/43)
Specyficznos¢ = 100% (52/52)  Prawdziwie ujemne wyniki: 91,2% (52/57)

C. Odtwarzalno $¢:

W celu sprawdzenia odtwarzalnosci wewnatrzseryjnej jedna prébka
dodatnia Giardia i jedna prébka dodatnia Cryptosporidium oraz bufor
zostaly przetestowana 15 krotnie z uzyciem paskow tej samej serii

i w identycznych warunkach eksperymentu. Wszystkie otrzymane wyniki
byty zgodne ze spodziewanymi.

W celu sprawdzenia odtwarzalnosci miedzyseryjnej pewna ilo$¢ probek
(dodatnich Giardia i Cryptosporidium oraz bufor rozcienczajacy) zostata
przetestowana z uzyciem paskéw z 3 r6znych numeréw serii. Wszystkie
otrzymane wyniki byty zgodne ze spodziewanymi.

D. Interferencje:

Nie stwierdzono reakcji krzyzowych w przypadku prébek dodatnich w
kierunku nastepujacych patogenéw: Salmonella typhimurium, Coronavirus,
Entamoeba histolytica, Entamoeba dispar, kilku szczep6w E.coli (w tym
E.coli 0157:H7 i E.coli c600-933W), Rotavirus, Adenowirus,
Cryptosporidium parvum, E.coli F5, Salmonella enteritidis.

Badanie reaktywnosci zostato przeprowadzone na oczyszczonych
patogenach

i przy wysokim stezeniu bakterii okazato sie pozytywne dla: Staphylococcus
aureus

XI. OGRANICZENIA

Wyniki testow muszg by¢ poréwnywane z innymi dostepnymi informacjami
klinicznymi objawami i laboratoryjnymi.

Pozytywny wynik testu nie wyklucza mozliwos$ci obecnosci innych
patogenow.

Test Crypto/Giardia-Uni Strip jest skriningowym testem ostrej fazy. Miano
antygenu w prébkach katu zebranego po jej zakonczeniu moze by¢ ponizej
progu wykrywalnosci testu.

Jesli uzyskamy wynik ujemny, a wystepujg objawy, to badanie nalezy
powtdrzyé.
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