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ORG 911G Anti-Borrelia IgG

NUMATYTA PASKIRTIS

Alegria® Anti-Borrelia IgG tai tyrimo sistema, paremta ELISA ir skirta nustatyti IgG klasés antikanius prie$ Borrelia
burgdorferi sensu lato Zmoniy serume ar plazmoje. Sis produktas skirtas tik profesionaliai naudoti diagnostikai in
vitro.
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TYRIMO ISVADOS IR PAAISKINIMAS

Borrelia burgdorferi sensu lato (s. I.) yra pagrindinis Laimo ligg Azijoje, Europoje ir JAV sukeliantis organizmas.
Europoje vyraujanéios atmainos yra Borrelia burgdorferi sensu lato, kuriai priklauso patogeniSkos rasys B. afzelii,
B. garinii, B. burgdorferi sensu stricto, B. spielmanii, B. bavariensis.

Potencialiai patogeniskos risys yra B. valaisiana ir B. lusitaniae, ir tik JAV — B. burgdorferi senso stricto.

Ligg Zmonéms perduoda Ixodes genties erkés. Mazdaug 60 % atvejy jos pirmasis klinikinis simptomas yra
Erythema migrans, pasireiSkianti per kelias dienas ar savaites po infekcijos; $alia to gali pasireiksti nestipris j gripg
panasds simptomai. Vélesnémis ligos stadijomis, ypa¢ esant neuroboreliozei (mazdaug 20 % atvejy) ir Laimo
artritui (apie 10 % atvejy), ligos sukéléjas gali plisti per kraujg arba limfing sistema.

Negydomiems ligoniams liga gali komplikuotis ir atsirasti nuolatiné Iétiné infekcija. Kita vertus, B. burgdorferi
infekcija gali pasireiksti be jokiy klinikiniy simptomy.

Laimo ligos diagnozé turéty bati pagrista atidZiu ligos istorijos jvertinimu.

Lemiamg vaidmen] taip pat atlieka antikiny nustatymas. Ankstyvoje ligos stadijoje (erythema migrans) daugeliu
atvejy antikinai dar neaptinkami. Vélesnémis ligos stadijomis nustacius Borrelia badingus antiklnus, batina
patvirtinti klinikinj Laimo ligos jtarima.

Diagnozuojant neuroborelioze, labai svarbus yra intratekaliosios antikiiny gamybos nustatymas.

Sergant Laimo artritu, aptinkami labai auksti IgG antikdny titrai, tuo tarpu IgM antikiny visiskai néra. Laimo ligos
progresavimo galima iSvengti vartojant antibiotikus.

METODIKA

Reakcijai skirti Sulinéliai: padengtas su rekombinantinio antigeno (VISE, DbpA, OspC, p83/p100) of B. burgdorferi s.
s., B. afzelii, B. garinii.

JAlegria®™ tyrimas turi 8 braksniniu kodu paZymétas mikrojuosteles, vadinamas ,Alegria® diagnostinémis
juostelémis. Kiekviena juostelé yra skirta vieno paciento méginiui nustatyti. ,Alegria® diagnostinése juostelése yra
pilnas reagenty rinkinys. Rinkinys taip pat apima fermenty junginj, ferméty substratg, pavyzdinj buferj ir specifing
testo kontroling medziaga. Be to, kiekvienoje juosteléje yra du antigenu padengti Sulinéliai, kurie atstoja reakcijos
Sulinélius vienam kontroliniam ir vienam paciento méginiui.

Nustatymas yra pagrijstas netiesiogine su fermentais susijusia imunine reakcija, kurioje vyksta Sie procesai:
teigiamuose méginiuose esantys antikiinai susijungia su dvi reakcijos $ulinélj dengianciu antigenu ir suformuoja
antikino—antigeno kompleksg. Po inkubacinio periodo pirmuoju plovimu pa$alinamos nesujungtos ir nekonkregciai
sujungtos molekulés. Véliau pridétas fermenty junginys prisijungia prie imobilizuoto antikiino—antigeno komplekso.
Po inkubacinio periodo antruoju plovimu pasalinamas neprijungtas fermenty junginys. Jpylus fermenty substrato
tirpalo inkubacinio periodo metu jvyksta hidrolizacija ir spalvos iSrySkéjimas. Mélynos spalvos intensyvumas yra
siejamas su antikiino—antigeno komplekso koncentracija ir gali bati nustatomas fotometriskai j 650 nm verte.
JAlegria® diagnostiné juostelé yra pagrista patentuota ,SMC® technologija (,Sensotronic Memorized Calibration®):
informacija apie méginj, analize ir vertinimag bei konkrecios serijos galiojimo datg yra uzSifruota brak$niniame kode
ant kiekvienos ,Alegria® diagnostings juostelés.

JAlegria® diagnostine juostele galima naudoti su diagnostiniu instrumentu ,Alegria® — visiskai automatizuotu
atsitiktinés prieigos méginiy analizavimo jrenginiu. ,SMC®* technologija brik3niniame kode uZ$ifruoti duomenys i$
JAlegria® diagnostinés juostelés yra perduodami j instrumenta, ir bandinys yra automatidkai apdorojamas ir
jvertinamas. Instrumentas nuskaito galiojimo datg ir, jei ,Alegria® diagnostings juostelés galiojimo laikas yra
pasibaiges, atmeta tolimesnj apdorojima.

ASPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES

« Visi Siame rinkinyje esantys reagentai skirti tik profesionaliai naudoti diagnostikai in vitro.

» Komponentai, kuriy sudétyje yra Zmogaus serumo, buvo patikrinti pagal FDA patvirtintg metodikg ir nustatyta jy
neigiama reakcija | HBsAg, HCV, HIV1 ir HIV2. Joks bandymas negali uztikrinti HBsAg, HCV, HIV1 ar HIV2
buvimag, todél visi Sio rinkinio reagentai su Zmogaus serumu turi bati vertinami kaip galintys perduoti infekcija.

» Komponentams naudojamas jaucio serumo albuminas (angl. ,bovine serum albumin®, BSA) tikrintas dél BSE ir
nustatyta neigiama reakcija.

* Venkite saly€io su substratu TMB (3,3,5,5 -tetrametilbenzidinu).

« Sistemos skysc¢io sudétyje yra ragsciy, klasifikuojamy kaip nepavojingos. Venkite sagly€io su oda.

+ Kontrolinis, bandomasis buferis ir praplovimo buferis kuriame yra 0,09% natrio azidas kaip konservantas.Tokia
koncentracija klasifikuojama kaip nepavojinga.

» Enzimy konjugatas, kontrolinis serumas ir bandomasis buferis sudétyje yra 0,05% ProClin 300 kaip konservantas.
Tokia koncentracija klasifikuojama kaip nepavojinga.
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Dirbdami su visais reagentais, kontroline medziaga ir serumo bandiniais laikykités galiojan€iy saugos reikalavimy ir

gerosios laboratorijos praktikos.

+ Pirmosios pagalbos priemonés. Saly¢io su oda atveju nedelsdami plaukite odg vandeniu su muilu. Pasalinkite
visus uzterStus drabuzius ir avalyne ir iSvalykite prie$ vél apsirengdami. Sistemos skys€io sglycio su oda atveju
kruop$diai iSplaukite vandeniu. Po salycio su akimis kruopsciai plaukite atvirg akj tekanciu vandeniu maziausiai 10
minuciy. Jei reikia, kreipkités gydytojo pagalbos.

* Asmens saugos priemonés, saugos jranga ir veiksmai nenumatytuoju atveju.

Laikykités saugos laboratorijoje reikalavimy. Venkite sgly¢io su oda ir akimis. Nerykite. Nenaudokite pipetés burna.

Nevalgykite, negerkite, nerukykite ir nesidazykite vietose, kur dirbama su bandiniais ar rinkinio reagentais. ISpiltam

skys¢iui sugerti naudokite inerting medziaga ir iSmeskite iSpiltas liekanas | atitinkamas atlieky Salinimo vietas.

« Aplinkos kontrolé / asmens sauga. Dévékite apsaugines pirstines i$ nitrilo gumos ar natdralaus latekso. Naudokite
apsauginius akinius. Nezinoma nepageidaujamy reakcijy naudojant pagal paskirtj.

« Vengtinos biiklés. Substrato tirpalas reaguoja j dviesg. Juosteles ,Alegria® laikykite tamsioje vietoje.

« Batina laikytis Salies ar regiono teisés reikalavimy dél laboratoriniy atlieky naikinimo.

Laikykités kokybés kontrolés medicinos laboratorijose gairiy dél tyrimo kontrolés ir (arba) serumo kaupimo.

RINKINIO TURINYS

\/ 24 ORG 911G Pakanka 24 tyrimams
Testy juostelé Alegria® : i§ 12 moduliy po 8 Sulinélius.

1ir 2 Sulinéliai:  tusti ir nepadengti (méginiy skiedimui skirti Sulinéliai)
3ir4 8ulinéliai:  padengti atitinkamu antigenu (reakcijai skirti Sulinéliai)

---= 5 Sulinélis: Kontrollinis serumas: ggltonoslspglvos; jo sudétyje yra ligai svarbiy
‘~=. markeriy serumo buferio matricoje: PBS, BSA; konservantas NaN3
@ She 3 4 0.09% ir ProClin 300 0.05%.
12 6 Sulinélis: Enzimy konjugatas: rozZinés spalvos; jo sudétyje yra: anti-human IgG
antikinas, konjuguotas su peroksidaze; PBS, BSA; konservantas
ProClin 300 0.05%.
7 Sulinélis: Bandomasis buferis: geltonos spalvos; PBS; konservantas NaN3 0.09%
ir ProClin 300 0.05%.
8 Sulinélis: TMB substrato tirpalas: 3,3, 5,5'-tetrametilbenzidinas.
Kodas braksuinis: Borrel IgG ant spaudinio: Borr-G
1x 20 ml Praplovimo buferis; Tris; pesuaine, NaN3 0.09%, koncentratas (50 x)
1x 2.5 ml Sistemos skystyje; sudétyje yra rigéiy; koncentratas (1000 x)
[l 1 Alegria® naudojimo instrukcija: Alegria® ,Mini-DVD"
e 1 Analizés sertifikatas

LAIKYMAS IR STABILUMAS

« Rinkinj laikykite 2—8 °C temperatiroje tamsioje vietoje.

» Nelaikykite reagenty kar$tose, saulés apSviestose ar itin Sviesiose vietose laikymo ir naudojimo metu.

- Bandymo juostelés ,Alegria® Test Strips* laikykite sandariai tiekiamuose uZsegamuose maiseliuose.

* Neatidaryto bandymo rinkinio galiojimo laikas yra 15 ménesio nuo pagaminimo datos. Neatidaryti reagentai tinka
naudoti iki rinkinio galiojimo laiko pabaigos. Zitirékite atskiros partijos Zymas.

» Skiestas plovimo buferinis tirpalas ir sistemos skystis tinka naudoti maziausiai 30 dieny laikant 2-8 °C
temperatiroje. Perkélus juos j reagenty konteinerj rekomenduojama sunaudoti tg pacig diena.

REIKIA MEDZIAGU

« ,Vortex“ maiSytuvas

» Mikropipetés 10 pl, su vienkartiniais antgaliais
« Distiliuotas arba dejonizuotas vanduo

* Matavimo cilindras (1000 ml ir 2500 ml)

MEGINIU RINKIMAS, LAIKYMAS IR TVARKYMAS

» Kraujo méginius imkite pagal galiojancias rekomendacijas ir metodus.
« Palaukite, kol kraujas sukresés, ir centrifuguojant gauti seruma.

« Stenkités nenaudoti henolizinio, lipeminio, ikterinio serumy.
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+ AtSaldytus serumo ir plazmos meéginius galima laikyti 2 - 8 °C temperataroje iki 5 pary. Jeigu juos ketinama laikyti
ilgiau, méginius patartina padalinti j alikvotas ir alikvotines dalis laikyti -20 °C temperatiroje.

» Nenaudokite pakartotinai uzSaldyty ir atitirpinty meéginiy! Dél to gali jvairiais lygiais sumazéti autoantikiino arba
antikdno veikla.

» Nenaudokite kar$¢io inaktyvuojamy serumy.

PROCEDUROS UZRASAI

+ DraudZiama naudoti testo rinkinj, kurio pasibaiges tinkamumo laikas.

« Prie$ testo pradzig, testo juosteles ir méginius reikia 30 min. palaikyti kambario temperataroje.
* Siekdami iSvengti liku€iy ar uzterSimo, imdami kitg bandinj pakeiskite pipete.

REAGENTU PARUOSIMAS

Tiesiog prie$ tyrimg atskieskite kiekvieno praplovimo buferio koncentrato (20 ml) buteliuko turinj distiliuotu vandeniu
iki galutinio 1000 ml (1 I) tdrio. Po to praplovimo buferj perpilkite j Siam tikslui numatytg indg. Jei per dieng
planuojamas tik vienas sistemos ,Alegria“ ciklas, rekomenduojama perkelti tik 500 ml skiesto plovimo buferinio
tirpalo.

Kiekvieno butelio turinj, kuriame yra Fluid — koncentrato sistema (1000x) prie$ naudojima reikia praskiesti distiliuotu
vandeniu iki 2500 ml tdrio. Po to sistemos skystj reikia perpilti j tam skirtg talpykla.

I uZzsegamo maiselio iSimkite reikiamg bandymo juosteliy ,Alegria® Test Strips* skaigiy ir palikite jas susilti iki
kambario temperattros (20-28 °C). Nenuimkite tuscias duobutes dengiancios folijos, kol blsite pasiruo$e atlikti
tyrima.

BANDYMO PROCEDURA
Dél SMC® technologijos veikiancios juostelés ,Alegria® Test Strips* naudojamos su diagnostikos prietaisu ,Alegria®
“. I$samios informacijos dél prietaiso naudojimo ieskokite prietaiso naudojimo vadove.
(1) Folija, kuri padengia nuo 1 iki 4 tus¢iy ertmiy, pasalinti tik nuo reikiamy testo juosteliy.

Nepasalinti barkodais pazymétos folijos, kuri padengia nuo 5 iki 8 ertmiy.
(2) Pipete jpilkite 10 pl nepraskiesto paciento méginio ant 1 Sulinélio dugno.
(3) ldékite juostele j déklg ,SysTray".
(4) Uztaisytg déklg ,SysTrays” jdékite j jam skirtg vietg prietaise ,Alegria & i pradekite ciklg. Visi tolesni bus

atlikti automatiniu badu. Tyriveiksmaimo ciklas baigiamas, kai prietaisas pradeda spausdinti rezultatus.

KALIBRAVIMAS
Si tyrimo sistema sukalibruota taikant santykinius nesisteminius vienetus, nes néra jokiy tarptautiniy ruosiniy
standarty.

REZULTATY APSKAICIAVIMAS

Taikant SMC® (angl. Sensotronic Memorized Calibration — jsimenamasis jutikliy elektronikos kalibravimas)
technologijg visi tyrimo duomenys perkeliami j sistema naudojant atskirus juosteliy ,Alegria® Test Strip*

braksninius kodus.

DARBO CHARAKTERISTIKA

Matavimo diapazonas
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Sio Alegria® skaigiavimy intervalas yra: 0-200 U/ml

Ribiné verté
Prie "atjungimo $io Alegria® tyrima: 25 U/ml

Rezultaty aiskinimas

neigiama <20 U/ml
ribiné linija 20 - 25 U/ml
teigiama > 25 U/ml

PROCEDUROS APRIBOJIMAI

Sis testas yra diagnostikos pagalba. Ne neabejotinas klinikiné diagnozé turi biti pagrjsta vieno bandymo rezultaty,
vaizdas. Taip pat kiekvienas gydymui sprendimas turi bati primamas atskirai.

Pirmiau nurodytos pagalbos ribos turéty bati vertinamas tik kaip gairés. Rekomenduojama, kad kiekviena
laboratorija nustato savo normalios ir patologinés buklés pacienty méginiams atliekant antikiiny diapazonus.
Neigiamas rezultatas néra atmesti infekcijg, nes serumas gali bati imami méginiai, per anksti bati aptinkami
antikdnai. Teigiamas rezultatas neleidzZia atmesti kitos infekciniy ligy sukéléjy, ligy prieZastis.

LinijiSkumas

Trijy pacienty bandiniai, kuriuose nustatytas auk$tas tam tikry antikiniy lygis, skiedziami serumu bandiniy
buferiniame tirpale siekiant parodyti dinaminj tyrimo intervalg ir virSutine / apatine teisiSkumo ribg. Kiekvieno
skiedimo aktyvumas apskaiciuojamas taikant SMC® technologija.

Méginys Skiedimas Nustatyta Numatyta N/N
U/ml uiml [%]
1 1:100 159.8 159.8 100
1:200 80.9 79.9 101
1:400 38.6 40.0 97
. 1:800 19.7 20.0 99
2 1:100 115.9 115.9 100
1:200 56.9 58.0 98
1:400 26.5 29.0 92
. 1:800 13.8 14.5 95
3 1:100 98.7 98.7 100
1:200 54.0 49.4 109
1:400 25.8 24.7 105
1:800 13.5 12.3 110
Nustatymo riba
Maziausias nustatomas antikdnio kiekis yra 4.5 U/ml

Atkuriamumas

Tyrimo tikslumas. Variacijy koeficientas (CV) apskaiciuotas kiekvienam i$ trijy bandiniy pagal 24 vertinimus vieno
ciklo metu. Tyrimo tikslumo rezultatai rodomi lenteléje apacioje.

Jvairiy tyrimy tikslumas. Variacijy koeficientas (CV) apskaiciuotas kiekvienam i$ trijy bandiniy pagal 6 vertinimus
penkiy cikly metu. Atskiry tyrimy tikslumo rezultatai rodomi lenteléje apacioje.

Priemonés ribose Tarp priemoniy
Méginys Vidurkis Méginys Vidurkis
[U/ml] % CV [U/ml] % CV
1 6.1 5.4 1 8.8 57
2 24.2 6.3 2 25.8 6.4
3 155.0 5.4 3 150.7 5.4
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Trukdziai (interferencijos)

Jokiy trukdziy su hemolitiniais (iki 1000 mg/dL), lipeminiais (iki 3g/dL trigliceridy) arba bilirubino (iki 40 mg/dL)
turin€iais serumais nepastebéta. Taciau dél praktiniy priezas¢iy rekomenduojama kad Siurks&iai hemolizuoty ar
lipemisky méginiai turéty bati vengiama. Taip pat nepastebéta jokio trukdomojo poveikio naudojant antikoaguliantus
(EDTA, heparinu, citratas).

Nr trukdziai buvo pastebéta virusiniy infekcijy bakteriné arba T. pallidum, Chlamydia sp., Yersinia sp., Parvovirus
B19 arba ominis EBV infekcija. Be to, bet kuriy trukdanciy poveikj reumatiniy ligy Stebima pupelés, susijusias su
pakilusiu autoantikiny, tokiomis kaip reumatoidinis veiksniy auksu antinukleariniai antikdiny titrai.

Buadingas serotipas
100 sveikg kraujg turin€iy donory i§ Vokietijos tyrimas parodé 9 teigiamus rezultatus, tai sudaro 9 proc. budingo
serotipo.

Tyrimo rezultatai

Lyginamoji analizé

Lyginamuoju metodu buvo istirti 194 méginiai. Tyrimo populiacijg sudaré dviejy klinikiniy laboratorijy méginiai.
Tiriant standartiniu metodu, nustatyti 56 teigiami méginiai.

Remiantis standartiniu metodu, 51 i§ 56 méginiy taip pat buvo teigiamas, ,Alegria
Borrelia, todél gautas 91,1 % jautrumas.

Tiriant standartiniu metodu, nustatyti 138 neigiami méginiai.

Remiantis standartiniu metodu, 133 i§ 138 méginiy taip pat buvo neigiami, ,Alegria
Borrelia, todél gautas 96,4 % specifiSkumas.

Gauti atitinkami 184 i§ 194 méginiy rezultatai, sudarantys 94,8 % atitikima.

® tyrimu nustatant 1gG pries

® tyrimu nustatant 1gG pries

buvo tinkamai istirti nustatant IgG prie$ Borrelia (9 méginiai buvo teigiami ir 1 méginys ribinis).

Lyginamasis metodas
teigiama  neigiama

ORG 911G teigiama 51 5 *
Anti-Borrelia IgG  neigiama 5 ° 133
56 138 194

Tikslumas 911 %
Specifiskumas 96.4 %
Diagnostikos veiksmingumas 94.8 %

* 2 méginiai buvo teigiami atlikus ,Western Blot" tyrimg
° visi 5 méginiai buvo neigiami atlikus ,Western Blot* tyrimg

Klinikinis tyrimas

1 stadija: 21 serumo méginys i§ pacienty, dél kuriy kyla klinikiniy jtarimy, kad jie serga 1 stadijos
Laimo borelioze po erkés jkandimo (11 atvejy su eritema migrans)

2 stadija: 20 serumo méginiy i$ pacienty, serganciy neuroborelioze (Omine ir praeityje buvusia)

3 stadija: 43 serumo méginiai i$ pacienty, serganciy artritu

Samples Anti-Borrelia IgM Anti-Borrelia 1IgG 1gM +1gG

Disease|Clinics number [ positive | % positive | borderline [% borderline| positive | % positive [ borderline |% borderline| reactive* | % reactive

Stage 1 |Borreliosis after tick-bite| 21 15 71.4% 2 9.5% 10 47.6% 3 14.3% 18 85.7%

Stage 2 |Neuroborreliosis 20 6 30.0% 3 15.0% 14 70.0% 1 5.0% 15** | 75.0%

Stage 3 |Arthritis 43 9 20.9% 1 2.3% 39 90.7% 4 9.3% 43 |100.0%
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*

reaktyvas: ribiniai arba teigiami

** 5 méginiy, kuriy serologiniai tyrimai buvo neigiami, CSF reakcija buvo teigiama
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