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CRYPTO/GIARDIA DUO – STRIP
CRYPTO/GIARDIA UNI - STRIP

Kód:  C-1018, 25 testů v jednom balení

Kód:  C-1518, 10 testů v jednom balení

Imunochromatografický diagnostický test in vitro pro rychlou detekci Cryptosporidium a / nebo 

Giardia lamblia ve stolici

Pouze pro in vitro použití
Pouze pro profesionální použití
I. ÚVOD
Parazitické infekce zůstávají velmi závažným zdravotním problémem populace celého světa. Rody Cryptosporidium a Giardia patří mezi protozoální parazity, jenž způsobují infekce většiny savců. Tyto rody jsou u lidí příčinou kryptosporidiózy a giardiózy a patří k nejčastějším příčinám protozoálních průjmových onemocnění na světě a v rozvojových zemích vedou k významné morbiditě a mortalitě.K přenosu infekce dochází fekálně orální cestou. Přenos oocyst rodu Cryptosporidium a cyst rodu Giardia nastává při přímém či nepřímém kontaktu mezi lidmi, zvířaty, s kontaminovanými vodními zdroji nebo potravinami.Giardia lamblia žije v infikovaném intestinálním traktu lidí a zvířat. G. Lamblia může být detekována v půdě, vodě, potravinách a na površích, kde mohlo dojít k fekální kontaminaci od infikovaných lidí a zvířat. V akutní fázi onemocnění, která je velmi krátká, lze najít ve stolici zejména trofozoa, v chronickém údobíonemocnění lze najít cysty ve stolici. Mezi typické symptomy patří průjem, křeče v horní části intestinálního traktu, nauzea a úbytek na váze.Detekce girardií pomocí mikroskopie je stále nejvíce rozšířenou metodou. Protože tato metoda je zdlouhavá a vyžaduje velkou zkušenost, stávají se metody ELISA více a více využívané.

Cryptosporidium parvum žije v gastrointestinálním traktu. Tento parazit je znám jako velmi patogenní. Je také oportunním patogenem nalezeným u imunokompromitovaných pacientů. Typickými symptomy kryptosporidiózy je vodnatý průjem, žaludeční křeče, ztráta váhy, nauzea a horečka. V průmyslových zemích způsobuje průjmová onemocnění ve 2 – 2,5 %. U pacientů s AIDS se kryptosporidióza vyskytuje v 10 %, ale v rozvojových zemích převyšuje počet nemocných s AIDS nakažených Cryptosporidiemi 40 %. C. parvum je možno diagnostikovat pomocí Ziehl – Nelsonova barvení pod mikroskopem nebo imunofluorescenčními metodami. Oocysty lze také detekovat pomocí ELISA testů. Nové metody molekulární biologie, především PCR, mohou být použity pro detekci parazitů ve vodě nebo ve vzorcích od asymptomatických pacientů.
Coris BioConcept vyvinul rychlý diagnostický test, jenž detekuje současně se vyskytující oocysty C. parvum a antigeny rodu Giardia v nekoncentrovaných vzorcích stolice během 15 minut.
II. PRINCIP TESTU

Tento test je připraven k okamžitému použití a umožňuje detekovat oba parazity (Cryptosporidium a Giardia lamblia) ve vzorku stolice imunochromatografickou metodou. 
Vzorek stolice musí být rozpuštěn v pufrovaném rozpouštědle, které je obsahem balení.
Na nitrocelulozových membránách jsou adsorbovány monoklonální protilátky specifické pro cysty Giardia lamblia a monoklonální protilátky specifické pro oocysty Cryptosporidií. Obě membrány jsou součástí jednoho stripu. Jedna strana stripu je senzibilizována monoklonálními protilátkami přímo proti Cryptosporidiím (strana A), druhá strana obsahuje monoklonální protilátky specifické pro antigenní struktury Giardia lamblia (strana B).

Po ponoření stripu do tekutého vyšetřovaného materiálu rozpuštěný konjugát i vzorek migrují pasivní difůzí. Jsou-li ve vyšetřovaném materiálu přítomny antigeny Cryptosporidií, dochází při kontaktu s monoklonálními protilátkami proti Cryptosporidiím adsorbovanými na nitrocelulózu k vytvoření první červené linky (strana A). Jsou-li přítomny antigeny Giardia lamblia, dochází při kontaktu s monoklonálními protilátkami proti Giardia lamblia k vytvoření červené linky na druhé straně stripu (strana B).

Specifita testů je zajištěna pomocí protilátek specifických pro membránové antigeny oocyst Cryptosporidií (strana A) a cyst Giardia lamblia (strana B), jenž jsou konjugovány s částečkami koloidního zlata. Tento konjugát je navázán na polyesterové membráně. Komplex vzorek-konjugát pokračuje v migraci  stripem, kde je navázána další složka systému – polyklonální protilátky proti kuřecím IgY protilátkám.
Přebytek konjugátu se na protilátku naváže a vytvoří druhou červenou linku (strana A i B). Jestliže chromatografická reakce proběhla správně, vznikne druhá linka i u negativních vzorků a potvrzuje validitu testu.

Strana stripu, na kterém se vytvoří obě červené linky je hodnocen jako pozitivní. 
III. REAGENCIE A MATERIÁLY

Crypto/Giardia Duo – Strip obsahuje:

a) 25 kusů senzibilizovaných stripů. Každý strip je senzibilizován na jedné straně (strana A) monoklonálníni protilátkami proti cryptosporidiím a kozím sérem proti kuřecím IgY protilátkám a na druhé straně (strana B) myšími monoklonálními protilátkami proti giardiím a kozími protilátkami proti kuřecím IgY protilátkám.

Konjugáty jsou vyrobeny z monoklonálních protilátek buď proti antigenům cryptosporidií nebo giardií nebo kuřecími protilátkami, konjugovanými s částečkami koloidního zlata.

Stripy jsou uzavřeny v lahvičce s desikantem.

b) Pufrované rozpouštědlo (15 ml)

Pufrovaný solný roztok pH 7,5, obsahuje EDTA a NaN3 (( 0,1 %), detergent a pomocné proteiny.

Doporučený materiál, který není součástí balení (katalogové číslo C – 1518)

-3 nebo 5 ml zkumavky, stojan

-vzorkovací klička 10(l

Crypto/Giardia Uni – Strip obsahuje:

a) 10 kusů senzibilizovaných stripů. Každý strip je senzibilizován na jedné straně (strana A) monoklonálníni protilátkami proti cryptosporidiím a kozím sérem proti kuřecím IgY protilátkám a na druhé straně (strana B) myšími monoklonálními protilátkami proti giardiím a kozími protilátkami proti kuřecím IgY protilátkám.

Konjugáty jsou vyrobeny z monoklonálních protilátek buď proti antigenům cryptosporidií nebo giardií nebo kuřecími protilátkami, konjugovanými s částečkami koloidního zlata.

Stripy jsou jednotlivě uzavřeny ve fólii s desikantem.

b) Pufrované rozpouštědlo (15 ml)

Pufrovaný solný roztok pH 7,5, obsahuje EDTA a NaN3 (( 0,1 %), detergent a pomocné proteiny.

c)
Zkumavky (10ks)

d)
Jednorázové kličky pro odběr vzorku (10ks)

e)
Stojánek na zkumavky (1ks)

IV. Zvláštní opatření

Test musí být proveden podle „Správné laboratorní praxe“ (SLP).

Crypto/Giardia Duo-Strip je pouze pro použití in vitro.

Při práci se nesmí dotýkat prsty nitrocelulozového pásku na stripu !

Při manipulaci se vzorky je vhodné používat rukavice.

Likvidace veškerého materiálu použitého při práci musí být provedena podle SLP.

Reagencie z balení různých šarží se nesmí nikdy zaměňovat!

Stripy jsou citlivé na vlhkost, lahvičky mají být otevřeny jenom na nejkratší potřebnou dobu. Je nutno se přesvědčit, je-li v lahvičce desikant.

Dvě slabé zelené linky na stripech označují místa absorbce protilátek.

Pokud je extrakční pufr kontaminován bakteriemi nebo plísněmi, je nutno jej zlikvidovat.

Kvalita diagnostika nemůže být zaručena po uplynutí exspirační doby nebo při nedodržení skladovacích podmínek.

VI. Skladování a stabilita

Neotevřené balení Crypto/Giardia Duo-Strip  se skladuje při 4 – 30 oC.

Doba použití je vyznačena na štítku obalu.

Neotevřené diagnostikum zůstane stabilní při teplotě 4 –30 o C po celou dobu použitelnosti.

Otevřené balení se uchovává v suchém prostředí při teplotě 4 – 30 oC. Při těchto skladovacích podmínkách zůstane stabilní 15 týdnů.

Crypto/Giardia Duo-Strip diagnostikum (stripy a pufr) nesmí zmrznout!
VII. POSTUP PRÁCE

Příprava:

Pokud se testy uchovávají při teplotě 4oC je třeba před použitím test  temperovat na pokojovou teplotu.

Vzorky pacientů je třeba řádně popsat.

Vzorky musí být vyšetřeny co nejdříve po doručení.

Je nezbytné je uchovávat při teplotě 2 – 8 oC  po 24 hodin, po delší dobu při  -20 oC.

Vzorky se nemají upravovat roztoky obsahující formaldehyd nebo jeho deriváty.

Provedení:

1. Do každé zkumavky se dá 0,5 ml nebo 15 kapek rozpouštědla.

2. Výtěrovka obsahující vzorek se ponoří do zkumavky. Poměr rozpouštědla a vzorku má být maximálně 4 %, což odpovídá 2 x 10 l kličce pro tekuté vzorky,  1 x 10 l pro tuhé vzorky.

3. Vzorek se zhomogenizuje třepáním a nechá se 1-2 minuty stát.

4. 
Diagnostický strip se ponoří do vzorku směrem, který je určen oranžovou šipkou.

(Aby nedošlo k rozpouštění koloidních částeček zlata v pufrovaném rozpouštědle, nesmí se strip ponořit hlouběji  než po  čárku vyznačenou pod šipkami !!!)

5.
Reakce proběhne během 5-10 minut, maximálně 15 minut.

Vysoce pozitivní vzorky jsou viditelné během 1-3 minut. 

VII. Interpretace výsledků

Strana označená oranžovým štítkem je specifická pro Cryptosporidium

Strana označená růžovým štítkem je specifická pro Giardia lamblia
Výsledky jsou interpretovány následovně:

1 linka = negativní 

2 linky = pozitivní 

0 linka = nelze hodnotit*

*Absence kontrolní linky - výsledek je neplatný.  Test je nutno opakovat.

Intenzita testovacích linek je závislá na kvantitě antigenních struktur ve vzorku. I slabá intenzita na testovacích linkách odpovídá pozitivnímu výsledku vyšetření. Nicméně test je pouze kvalitativní a nemůže být použit pro kvantitativní stanovení antigenů ve vzorku.

Různá intenzita kontrolní linie je akceptovatelná.

VIII. Účinnost

A. Detekční limit

Detekční limit byl proveden s kvantitativním roztokem cyst Giardie a byl stanoven na 3125 k/ml

B. Senzitivita a specifita

Diagnostikum bylo validováno v laboratořích Coris BioConcept srovnáním výsledků Crypto/Giardia Duo-Strip s rychlými Immuno- enzymatickými testy. Srovnání bylo provedeno na 100 vzorcích stolice.

Výsledky jsou následující:

Cryptosporidium:
	
	 Immuno enzymový test
	Celkem

	Crypto/Girardia Duo-Strip 
	Pozitivní
	Negativní
	

	Pozitivní
	45
	0
	45

	Negativní
	2
	53
	55

	Celkem
	47
	53
	100


Senzitivita = 95,7 % (45/47)

Specificita = 100 % (53/53)

Shoda = 98 % (98/100)

Giardia

	
	 Immuno enzymový test
	Celkem

	Crypto/Girardia Duo-Strip 
	Pozitivní
	Negativní
	

	Pozitivní
	43
	0
	43

	Negativní
	5
	52
	57

	Celkem
	48
	52
	100


Senzizivita = 89,6 % (43/48)

Specificita = 100 % (52/52)

Shoda = 95 % (95/100)

C. Přesnost

Přesnost v rámci šarže:

Jeden Cryptosporidium parvum pozitivní vzorek a jeden Giardia pozitivní vzorek byl testován 15 x jednou šarží  Crypto/Giardia Duo-Strip.

Paralelně s pozitivními vzorky bylo testováno i pufrované rozpouštědlo.

Výsledky byly ve 100% shodné.

Všech 15 testů Cryptosporidium parvum a Giardia pozitivního vzorku bylo pozitivních.

Všech 15 testů pufrovaného rozpouštědla bylo negativních.

Přesnost mezi šaržemi:

Jeden Cryptosporidium parvum pozitivní vzorek  a jeden Giardia pozitivní vzorek byl testován 3x třemi různými šaržemi Crypto/Giardia Duo-Strip.

Paralelně s pozitivním vzorkem bylo testováno i pufrované rozpouštědlo.

Výsledky byly ve 100% shodné.

U všech třech šarží vyšly Cryptosporidium parvum a Giardia pozitivní vzorky pozitivně a pufrované rozpouštědlo negativně.

D.  Zkřížená reaktivita 
Byla provedena kontrola zkřížené reaktivity pozitivních vzorků k následujícím patogenům:


Salmonella typhimurium


Saalmonalla enteritidis


Coronavirus


Entamoeba histolytica

Entamoeba dispar

E. coli O157:H7

E. coli c600-933W

E. coli F5

Rotavirus

Adenovirus

Cryptosporidium parvum (pro starnu Girardia)

Girardia lambli (pro stranu Cryptosporidium)

Výsledek byl negativní.

Zkřížená reaktivita byla testována i k Staphylococcus aureus a byla nalezena jako pozitivní až při vysokých koncentracích bakterií ve vzorku.

IX. LIMITY KITU

Crypto/Giardia Duo-Strip je screeningový test, který se používá při akutní fázi onemocnění. Vzorky stolic, které jsou odebrané po této fázi, mohou obsahovat titry antigenů pod prahem citlivosti diagnostika.

Výsledky testu musí být srovnávány se všemi dostupnými klinickými a laboratorními informacemi.

Pozitivní výsledek testu nezaručuje, že nejsou přítomny jiné patogeny.
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