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1- OCEL

ELLH.A Echinococcus umoziiuje kvantitativni stanoveni protilétek proti Echinococcus granulosus v séru pomoci nepfimé hemaglutinace. Cilovou populaci jsou
v8echny osoby s podezienim na hydatidézu. KaZzda souprava umozriuje provést 102 testl nebo 17 reakci se 6 fedénimi.

2-0voD

Hydatidoza nebo cysticka echinokokdza je parazitami onemocnéni zplisobené larvami (hydatidami) tasemnice rodu Echinococeus. Zivotni cyklus Echinococcus granulosus vyzaduje
jak definitivni, tak i mezihostitele. Obecné je definitivnim hostitelem pes, mezihostitelem jsou ovee a ve vzacnych piipadech i lidé.

Hydatidy se nejcastéji vyskytuii v jatrech (50 aZ 70 %) a poté v plicich (25 az 40 %).

Infekce E. granulosus hydatidézou se vyznacuje pomalym a zakeinym priibéhem onemocnéni. Infekce je relativné bezpiiznakova, biologicka diagnostika spociva predevsim v detekci
protilatek.

3 - PRINCIP

ELI.H.A Echinococcus je zaloZen na principu nepfimé hemaglutinace.

Senzibilizované cervené krvinky se skladaji z ovcich cervenych krvinek pokrytych antigenem Echinococcus granulosus.

Pritomnost protilatek proti Echinococcus granulosus v séru vede k aglutinaci senzibilizovanych ¢ervenych krvinek, coz ma za nasledek zakaleny ¢ervenohnédy povlak
na dné jamky. Pfi absenci specifickych protilatek tvofi ¢ervené krvinky prstencovy povlak na dné jamky.

Nesenzibilizované ervené krvinky zajistuji specificitu reakce, coz umozriuje eliminovat jakékoli interference ze strany prirozenych anti-ov&ich aglutinind
(Forssmanovy heteroantité, protilatky proti infekéni mononukledze...).

Reakce se provadi v U-mikrotitracni desticce.

Manipulace je jednoduché a rychld, vysledky jsou k dispozici do 2 hodin.

4 - REAGENTY A MATERIAL

Popis Mnozstvi
R1: lahvicka s 2,2 ml senzibilizovanych Eervenych krvinek
R2: lahvicka s 2,2 ml nesenzibilizovanych ¢ervenych krvinek
BUF: lahvicka s 55 ml fosfatového pufru pH 7,2

R3 : lahvicka s 2 ml adsorbentu

CONTROL + : lahvi¢ka s 0,2 ml titrované pozitivni kontroly
KONTROLA -: lahvicka s 0,2 ml negativni kontroly
MIKRODESKA: mikrodeska s U-dnem

KAPATKO : specialni kapatko
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5 - BEZPECNOSTNi OPATRENI

- Reagencie jsou uréeny pouze pro diagnostické pouZiti in vitro a musi s nimi zachézet pouze opravnény personal.

- Reagencie a mikrotitracni desticky Ize pouzit pro pocet testti uvedeny na obalu. Kazda jamka mikrotitracni desticky je uréena pouze k jednorazovému pouZiti.

- V8echny reagencie, s vyjimkou reagencie BUF, obsahuiji suroviny Zivoci§ného plvodu a je tfeba s nimi zachazet opatrné.

- Vzorky pacientt jsou potencialné infekéni. Je tfeba s nimi zachézet opatrné, v souladu s hygienickymi pravidly a platnymi pfedpisy pro tento typ produktu v zemi pouziti.
- Reagencie obsahuiji azid sodny (koncentrace < 0,1 %). Azid sodny obsaZeny v reagenciich miZe reagovat s téZkymi kovy v potrubi a vytvaret vybusné slouceniny.
Proto se doporucuje nevyhazovat reagencie do odpadu a dodrzovat platna doporuéeni a predpisy pro likvidaci odpadu.

- Reagencie nepouZivejte po uplynuti doby pouZitelnosti.

- Nepouzivejte reagencie z riznych Sarzi.

- Nepouzivejte poskozené nebo nespravné skladované reagencie pred pouzitim.
- Pfed pouzitim nechte sérum a reagencie dosahnout pokojové teploty.

- Pfed pouzitim opatrné protfepejte reagencie R1 a R2.
- Pii davkovani reagencii R1 a R2 se ujistéte, Ze kapatko je dokonale svislé. Zkontrolujte, zda v kapkach nejsou vzduchové bubliny, aby byl zajistén konstantni
objem davky.

6 — ODEBRANI A ZPRACOVANI VZORKU

Pouzivejte erstvé sérum ziskané po odbéru krve do suchych zkumavek (skladovatelné az 7 dni pfi teploté 2—8 °C nebo pii teploté -20 °C pfi skladovani del$im nez 7
dni), které nevykazuje hemolyzu, zakaleni, ikterus ani kontaminaci. Kazdé laboratofi se doporucuje ovéfit kompatibilitu pouzitych odbérovych zkumavek.

Vyv a r ujte se opakovanému zmrazovani a

rozmrazovani. Sérum nerozkladat.

7 — SKLADOVANI A PRIPRAVA REAGENTU
Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti.
Reagencie skladované pfi teploté 2—8 °C v plvodnim stavu a po otevieni jsou stabilni do data exspirace uvedeného na obalu. Nesmi byt zmrazeny.

8 - POTREBNY, ALE NEDODANY MATERIAL

- Automaticka pipeta (pipety) s pipetovacim objemem pfizplisobenym objemu, ktery bude méfen;
- Nadoby na kontaminovany odpad;

- Centrifuga;

- Hemolytické zkumavky.

9 - METODA
Pred pouzitim nechte reagencie dosahnout pokojové teploty.

9.1 - Priprava vzorku

Provedte fedéni testovaného séra v poméru 1:40:
* 50 pl séra;
* 1,95 ml ¢inidla BUF.

9.2 - Provedeni testu na mikrotitracni desti¢ce

- Pomoci vicekanalové mikropipety pfidejte 50 ul BUF ¢inidla do 8 jamek mikrotitracni desticky.

- Pomoci mikropipety pfidejte 50 ul zfedéného séra do 1. jamky.

Smichejte sérum s BUF ¢inidlem a provedte sériové fedéni, nejlépe pomoci mikrodiluatoru, pfenesenim 50 pl z 1. jamky do 2. jamky, poté 50 ul z 2. jamky do 3. jamky
a tak dale, az do 6. jamky. 50 pl z 6. jamky se poté vylije.

Timto zplisobem se ziskaji fedéni od 1:80 do 1:2560.

- Do 7. jamky pfidejte 50 ul zfedéného séra.
Smichejte sérum s BUF ¢inidlem a poté vylijte 50 pl.
Toto ziedéni (1:80) je sérova kontrola, jejiz tilohou je detekovat pfirozené anti-ov¢i aglutininy, které by mohly byt pfitomny v nékterych vzorcich séra.

- Opatrné protiepejte reagencie R1 a R2.
« Pridejte 1 kapku reagencie R1 do prvnich 6 jamek.
* Do 7. jamky (kontrola séra) pfidejte 1 kapku cinidla R2.
* Do 8. jamky (kontrola reagencie) pfidejte 1 kapku reagencie R1, jejiZ tlohou je kontrolovat platnost reagencii BUF a R1.

Poznamka: Pro kazdou sérii testu provedte pouze jednu kontrolu reagencie.

- Velmi opatrné protfepejte obsah jamek:
* bud ruéné, poklepanim na bok mikrotitracni desticky, ktera je polozena naplocho na stole;
* nebo pomoci vibracniho tfepacky pro mikrotitracni desticky (napfiklad pfi 1300 ot./min po dobu 10 sekund). NepouZiveijte orbitalni trepacku.

- Poté nechte desticku v klidu, chranénou pred vibracemi, pii pokojové teploté mezi 15 a 30 °C.
- Reakci odectéte po 2 hodinach. Vysledky Ize interpretovat po minimalné 1,5 hodiné a maximalné 24 hodinach.

9.3 — Adsorpce piirodnich anti-ovéich aglutininu v pfipadé aglutinace sérové kontroly
- Opatrné protrepeite ¢inidlo R3.
- Do zkumavky pfidejte a promichejte:
* 0,1 ml séra;
* 0,3 ml ginidla R3.
- Inkubuite pfi pokojové teploté po dobu 60 minut.
- Centrifuguijte pfi 2000 ot./min po dobu 15 minut.
- Odeberte supernatant; sérum je nyni zfedéno v poméru 1:4.
- Provedte 1:10 fedéni supematantu v BUF reagenci, abyste ziskali adsorbované zasobni fedéni (1:40).
- Postupujte podle pokyn( popsanych v asti ,Provedeni testu na mikrotitra¢ni desti¢ce*, ale nahradte zfedény roztok adsorbovanym zifedénym roztokem.

10 - CTENI
Negativni reakce:

Absence hemaglutinace.
Pritomnost vice ¢i méné velkého prstence na dné jamky.

Pozitivni reakce: Pritomnost hemaglutinace.

Pritomnost zakaleného ¢ervenohnédého usazeniny pokryvajici jamku, nékdy je pfitomny jemny okrajovy lem.

180 1/160 1/320 1/640 11280 1/2560 Sérum Reagencie
kontrola kontrola

Priklad: Pozitivni sérum pii fedéni 1/1280.

11 - VYKLAD VYSLEDKU

Titr < 1/160: Nevyznamna reakce.

Pravdépodobna absence hydatidézy.

Test opakujte po 2 az 3 tydnech a kombinuijte s imunoblotovym testem.
Titer = 1/160: Pochybna reakce.

Test opakuijte po 2 az 3 tydnech a kombinujte s imunoblotovym testem.
Titr 21/320: Vyznamna reakce svédgici pro progresivni hydatidézu. 12 —

VNITRNi KONTROLA KVALITY
Reagencie CONTROL+ a CONTROL- musi byt zachazeno jako s testovacimi séry. Titr reagencie CONTROL+ musi byt stejny jako titr vyti§tény na Stitku lahvicky + jedno
zfedéni. Nesmi dochazet k zadné hemaglutinaci CONTROL-. Pokud k hemaglutinaci dochazi, test neni platny.




13 - PRICINY CHYB A LIMITY TESTU

- Spatné skladovani séra.

- Spatné skladovani reagencii po otevieni.

- PouZivejte pouze kapatka dodana v sadé.

- PouZivejte pouze desti¢ky dodané v sadé s jamkami s dnem ve tvaru pismene U.

- Nesmériuijte kapatka mezi ¢inidly R1 a R2.

-V pripadé pozitivni reakce v prvnich 6 jamkach provedte dalsi sériové fedéni, abyste urcili limit titru hemaglutinace.

- Kontrolni sérum musi vykazovat negativni reakci (krouzek). V pfipadé hemaglutinace této kontroly bude nutné test opakovat po odstranéni pfirozenych antiovcich
aglutinin( ze séra adsorpci.

- Kontrolni reagencie musi vykazovat negativni reakci (krouZek). V pfipadé hemaglutinace této kontroly nelze soupravu ELL.H.A Echinococcus pouZit.

- Néktera séra s velmi vysokou koncentraci protilatek mohou v pocatecnich fedénich vyvolat zénovy jev (s vymizenim zakaleni), ktery v nasledujicich fedénich zmizi.

- Kvalita reagencii umoZiiuje provést reakci vecer a odecist vysledek testu nasledujiciho réna, za predpokladu, Ze se mikrotitracni desticka nijak nepohybuje a je
chranéna pred jakymkoli zdrojem vibraci.

- Nepouzivejte znovu jamku, ktera jiz byla pouZita k provedeni testu.

- Francouzska nomenklatura pro Iékarsko-biologické postupy stanovi, Ze pfi sérologickém screeningu echinokokdzy musi byt vyhledavani protilatek proti Echinococcus
provadeéno pomoci dvou riiznych technik. To proto, aby bylo mozné vyloucit jakékoli neznamé interferenty. Celkova interpretace této sérologie musi proto vychazet z
vysledku riznych pouZitych technik. Ve viech pfipadech je nutné pfed stanovenim konecné diagndzy piné zohlednit klinické, epidemiologické a biologické udaje.

- Bez pohybu nebo vibraci mikrotitracni desticky Ize test provést vecer a vysledky odecéist nasledujiciho réna (tj. po maximalni reakéni dobé 24 hodin).

14 - VYKON

14.1 — ANALYTICKY VYKON

14.1.1 - Opakovatelnost

U pozitivniho séra ma zatizeni 100% opakovatelnost s pfijatelnou toleranci jednoho rozdilu v jamce. U negativniho
séra ma zafizeni 100% opakovatelnost bez tolerance pro pozitivitu ve vysledku.

Jamky pro kontrolu séra a kontrolu reagencii maji 100% opakovatelnost.

14.1.2 — Reprodukovatelnost

U pozitivniho séra ma zafizeni 100% reprodukovatelnost s pfijatelnou toleranci jednoho rozdilu v jamce. U
negativniho séra ma zatizeni 100% reprodukovatelnost bez tolerance pro pozitivitu ve vysledku.

Jamky pro kontrolu séra a kontrolu reagencii maji 100% reprodukovatelnost.

14.1.3 - Interference

Vzhledem k vysoké genetické homologii mezi dvéma druhy Echinococcus: E. multilocularis a E. granulosus, jsou nutné sekundarni testy k vylou¢eni kizové
reaktivity (9).

Kfizové reakce byly pozorovany u pozitivnich vzork( na protilatky proti Fasciola nebo protilatky proti S. mansoni (2).

Kfizové reakce byly pozorovany u vzorkl od pacientl s toxoplazmézou, HIV, EBV, aspergil6zou, filariézou a klonorchézou (1,3).

Byla studovana potencialni interference s hemoglobinem, lipidy a bilirubinem podle doporu¢eni CLSI EPO7 (4,5,6,7,8). Nebyla zjisténa
Zadna vyznamna interference az do nasledujicich maximalnich koncentraci:

Testované latky imalni
Bilirubin 800 mg/l
Lipidy 159/
Hemoglobin 10 g/

Dukladny prehled literatury nam umoznil vylougit potencialni Iékové interakce a zaroveri co nejvice sniZit riziko spojené s dosud neidentifikovanymi interferenty.

14.2 - KLINICKA UCINNOST

ELI.H.A Echinococcus se sklada z ¢ervenych krvinek senzibilizovanych antigenem Echinococcus granulosus. Zajistuje citlivost a specificitu reakce. Studie 221 lidskych
sér prokazala citlivost 93,0 % (bez ohledu na umisténi cysty) a specificitu 94,9 %. Srovnani s testy IFl a ELISA ukazalo pozoruhodnou komplementaritu mezi témito
rlznymi reakcemi (1).

Klinicka Gcinnost soupravy ELLH.A Echinococcus byla hodnocena na zakladé prehledu védecké literatury zalozeného na péti publikacich z let 2009 az 2023
(2,10,11,12,13).
Byly ziskany nasledujici vysledky:

Tabulka 1: Klinicka vykonnost pro prahovou hodnotu 1/160

Studie Studie €. 4 [12]
Rok vydani 2023
Populace 23 vzorkd séra od paae_ntu s p’odezrenlm na
cystickou echinokokézu
Srovnavaci metoda . e
(referenéni standard) Histopatologické vySetfeni
Citlivost 1/160 94 %*
Specificita 1/160 100 %
PPV*1/160 100 % *
NPV* 1/160 85,7 %°

Tabulka 2 a 3: Klinick& vykonnost pro prahovou hodnotu 1/320

Studie Studie &. 1[10] Studie &.2 [11] Studie &.3 [2]
Rok vydani 2009 2024 2010
30 séra od pacientt s
19 & séra od 40 vzork( séra 74 vzorku séra od pacientd s 30 séra od pacientt s jinymi parazitézami,
V.Zm;*u sera od od pacientl s N Fenim na cysti cystickou ect 6 S. mansoni (n=6), ’
Populace pacr:en ;.’ dz plcnimi parazitézou a 20 vzorku sera echinokokozu (51 Zen a 23 abezjiné Fasciola (n=6), H. nana _ 10 vzorku séra od
Y‘iastar‘zm' jinymi plicnimi od zdravjch muzii ve véku od 3 do 86 let) | parazitologické infekce | (n=6), E. histolytica (n=6) | Pacientu bez parazitzy
2 onemocnénimi jedincd a Giardia lamblia (n=6).
Srovnavaci metoda Lo Vysledky klinickych a Klinicka analyza a
(referenéni standard) P i vysledky NA NA radiologickych zprav chirurgicky NA NA
zakrok
Citlivost 1/320 736 70,8 86,7
Specificnost 1/320 98,3 96,2 95
PPV* 1/320 93,3 97,1 92,9
NPV* 1/320 92,1 64,1 90,5
Studie Studie & 4 [12] Studie &.5 [13]
Rok vydani 2023 2016
Popul 23 séra odﬁ:iegt;;ozodezren\m 18 séra od déti s cystickou 27 vzorkl séra od dospélych 20 vzorku séra od
opulace ech\n‘{)kokézy echinokokdzou s cystickou zdravych jedinct
echinokokézou

Srovnavaci metoda

(referenéni standard) Histopatologické vysetfeni

Klinické vySetieni a lékafské zobrazovani

Citlivost 1/320 82,4 % 88,9 %°

Specificita 1/320 100 % 100 % *

PPV* 1/320 100 % ° 100 % *
NPV* 1/320 66,7 %* 80 %

*: PPV: Pozitivni prediktivni hodnota
*: NPV: negativni prediktivni hodnota
2: Hodnota vypocitana spole¢nosti ELITech Microbio

Ve védecké literature jsou klinicka senzitivita a specificita pro prahovou hodnotu vyznamnosti 1/160 94 % a 100 %.

Pfi prahové hodnoté vyznamnosti 1/320 se klinicka senzitivita a specificita pohybuji v rozmezi 73,6 % az 88,9 % a 95 % az 100 %. Pfi prahové
hodnoté vyznamnosti 1/160 je PPV 100 % a NPV 85,7 %.

Pro prahovou hodnotu vyznamnosti 1/320 se PPV pohybuje v rozmezi 92,86 % az 100 % a NPV v rozmezi 66,67 % az 92,1 %.

15 - LIKVIDACE ODPADU

Odpad by mél byt likvidovan v souladu s hygienickymi pravidly a platnymi pfedpisy pro tento druh produktu v zemi pouZiti.

Pokud dojde k rozliti ¢inidla BUF, ocistéte pracovni plochu absorpénim papirem a oplachnéte vodou. Pokud dojde k rozliti séra jiného €inidla na pracovni plochu, ocistéte
ji pomoci bélidla a absorpéniho papiru.
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