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Trichinella sPiralis

IgG -ELISA

Fermentinis imunologinis tyrimas skirtas kokybiniam ir pusiau kiekybiniam trichineliozes

nustatymui Zmogaus kraujo serume ar plazmoje'

Naudojama tik in vitro diagnostikoje.

1. lvadas

TrichineliozE sukelia Trichinella genties nematodai (apvalios kirmeles). Taip pat atpaZistanri:

paprastasis Trichinella spiralis, kuris aptinkamas mdseedZiuode ir visaedZiuose gyvInrtose visanle

pasaulyje, bei keturios kitos rrlSys: T. pseudospiralis, T. nativa, T' nelsoni, and T' britovi'

Tichinelioze susergama suvalgant mes% kurioje blna cistos. cistos paveikiamos skrandZio rugstin-ri

ir pepsinu, tada nuo jq poveikio lervos i5silaisvina i5 cistos ir isiverZia i plonosios Zarnos gleivinq,

kur vystosi iki suaugusio kirminio ( pateles \ki2,2 mm ilgio, o patinai iki 1,2 mm ilgio)' Po vienos

savaites peteles iSleidZia lervas, kurios migruoja i skersaruoZius raumenis, kur jos uZsidaro i cistas'

Lervos kalkejimo etapas trunka nuo 4 iki 5 savaidiq ir uZsidariusios i cistq lervos gali likti

gyvibingos kelet4 metq. Trichineliozes infekcija iSplitusi visame pasaulyje, tadiau yra labiausiai

paplitusi Europoje ir Jungtinese Ameikos Valstijose. Si infekcija gali netureti jokiq simtomtl'

Lengvos arba vidutinio sunkumo infekcijos simtomai i5nyksta per kelias savaites, o tuo tarpu

nuovargis, silpnumas ir viduriavimas gali uZtrukti keliat4menesiq. Labai sunkiais atveiais gali btrti

ir mirdiq.
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raumenq skausm4

kraujosruvas,

i5berimus ir kraujo
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Infekcij 4 galima nustatYti :

Per mikroskopzu naudojant raumenq biopsij4.

SerologiSkai: AntikUniq aptikimas ELISA metodu'

2. Paskirtis

NovaTec Trichinella spiralis IgG ELISA tyrimas yra skirtas kokybiniam ir pusiau kiekybiniam

nustatymui IgG klases antikuniams Trichinella spiralis Zmogaus serume arbaplazmoje (citrato

pavidalu).

3. Testo principas

Kokybinis imunoenzyminis testas nustatantis antiklnius nuo Trichinella spiralis sukelejo pagristas

ELISA metodu. Mikrotitravimo jr.rosteles Sulineliai padengti su Trichinella spiralis ES-ar-rtiger-rais

(ekskreciniais/sekreciniais antigenais) prisijungia atitinkamus antikunius i5 bandynio. Po plovimo i5

duobudiq pa5alinus bandynio likudius idedama krienq peroksidazes (HRP) paZenklinto Baltymo A

konjugato. Sis konjugatas jungiasi prie prilipusiq Trichinella spiralis specifiniq antikflniq. lmuninis

kopleksas, suformuotas pridejus konjugato, vizuahzuojamas pridedat tetrametilbenzidino (TI{K)

substrakto, kuris suteikia melynqreakcijos produkt4. Sio produkto intensyvumas yra proporcingas

Trichinella spiralis specifinirtr antiklniq kiekiui bandinyje. Reakcija sustabdoma pridedant sieros

rDgSties. Tai suteikia galuting geltonq spalvq. Absorbcija i
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plok5teliq skaitytuvu nustadius 450 nm bangos ilgi.



4. MedZiagos

4.1 Priddti reagentai

o Trichinella spiralis padengti Sulineliai: 12 juosteliq po 8 Sulinelius padengtq Trichinella

spiralis antigenu, uZdarytq aliuminio folij a;

o IgG meginiq skiediklis***: 2 buteliukai po 50 ml meginio skiedimo buferio; pH 7,2 +0,2;

spalva geltona; paruo5ta naudoti; baltas dangtelis'

o Sustabdymo tirpalas: 1 buteliukas, kuriame yra 15 ml sieros r[gities 0,2 mol/l; paruo5tas

naudoti; raudonas dangtelis.

o Plovimo tirpalas (20xkonc.)*: 1 buteliukas, kuriame yra 50 ml 20 kartq koncentruotas

buferinis tirpalas (pH 7 ,2 + 0,2) skirtas Sulineliams plauti; baltas dangtelis'

o Trichinella spiralis baltymo A konjugatas*8: 1 buteliukas, kuriame yta20 ml peroksidazes

baltymo A; melynos spalvos; paruostas naudojimui;juodas dangtelis.

o TKK substrato tirpala: 1 buteliukas, kuriame yra 15 mI3,3',5,5'-tetrametilbenzidino (TKK);

paruo3tas naudoti; geltonas dangtelis'

. Trichinella spiralis teigiama kontrold***: I buteliukas, kuriame yra2 ml; geltonos spalvos;

paruoStas naudoti; raudonas dangtelis'

. Trichinella spiralis nukirpimo kontrold*x*: 1 buteliukas, kuriame yra 3 ml; geltona spalva;

paruo5tas naudoti; Lalias dangtelis.

o Trichinella spiralis neigiama kontrole+**: 1 buteliukas, kuriame yta2 ml' geltona spalva;

paruo5tas naudoti; melynas dangtelis.

* po praskiedimo yra 0,I o Bronidox L

*{< yra0,2 %o Bronidox L

yra 0,1 o% Kathon

4.2. Pateiktos medZiagos

1 juosteliq laikiklis

1 folijos vir5elis

I tyrimo protokolas

1 paskirstymo ir identifikavimo planas



4.3 Reikalingos medZiagos ir iranga

o ELISA microwell plokstelirl skaitytuvas, nustatytas matuoti nuo 450 iki 620 nm absorbciiai'

o Inkubatorius Prie 37 oC

. Rankind arba automatine iranga Sulineliq skalavimui

o Pipetes, skiftos skysdiui nuo 10 iki 1000 pl

o Suk[rinis meginiq mai5Ytuvas

o Dejonizuotas arba (SvieZiai) distiliuotas vanduo

o Vinkarliniaimegintuveliai

o Laikmatis

5. Stabilumas ir laikYmas

Reagentai islieka stabills ir tinkami naudoti, kol nesibaigqs galiojimo laikas, kuris nurodytas

etiketes. taip pat reikia laikyti  2...8 0C.

6. Reagentq paruo5imas

Labai svarbu pries atliekant bandymqvisus reagentq meginius ir kontrolines medZiagas atsildyti iki

kambario temperat[ros (20 iki 25 "C).

6.1. Dengtos Sulneliq juostel€s

paruo5tos naudoti Sulineliq juosteles yra padengtos Trichinella spiralis antigenu. Laikyti reikia nuo

2 iki 8 0C temperatlroje. I5 karto nudmus juosteles, likusios juosteles turetq bfiti laikomos sr-rsr-rktos i

aliuminio folij4kartu su dZiovikliu ir laikomos nuo 2 iki 8 oC, stubilu-as iSlieka iki galiojimo laiko

pabaigos.

6.2. Trichinella spiralis baltymo A konjugatas.

Butelyje yra20 ml tirpalo su baltymu A, krienq peroksidazes, buferio, koncervantq ir melynq daZtl'

Baltymas A yra imunoglobulin4 Fc suriSantis baltymas, kurio molektrlinis svoris 42,000 Daltonul'

Tirpalas yra paruo5tas naudoti. Laikoma nuo 2 iki 8 0C. Po pirmojo atidarymo stabilus iSlieka iki

galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 'C.

6.3. Kontrold
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Buteliukai paLymelietiketemis: teigiama kontrole, nuhirpimo kontrole ir neigiama kontrole yra

paruoSti naudoti. Jie turi bUti laikomi nuo 2 iki 8 0C. Po pirmojo atidarymo stabil-rs i5lieka iki

galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 0C'

6.4. IgG m€giniq skiediklis

Butelyje yra 50 ml tbsfatinio tirpalo, stabilizatoriq, koncervantq ir inertiniq geltonos spalvos daZq'

Jis naudojamas paciento meginio praskiedimui. Paruo5tas naudoti' Laikoma nuo 2 iki 8 0C' Po

pirmojo atidarymo stabilus islieka iki galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 0c'

6.5. Plovimo t irPalas (20x konc')

Butelyje yra 50 ml koncentruoto buferio, plovikliq, konservantq' Skiesti plovimo tirpal4l+ 19; pvz'

l0 ml plovimo tirpalo ir 190 rnl SvieZio ir be mikrobq perdistiliuoto vandens' 5 dienas galima

praskiest4tirpalElaikyti kambario temperaturoje. Kristalai esantys tirpale isnyksta paSildZius iki 37

,c vandens vonel6je. po pirmo atidarymo koncentratas islieka stabilus iki galiojimo datos pabaigos'

6.6. TMT substrakto tirPalas

Butelyje yra 15 ml tetrametilbenzidino/vandenilio peroksido. Reagentai yra paruoSti naudoti'

Reagentus reikia laikyti tamsoje, prie 2...8 0c. Tirpalas yra bespalvis arba Siek tiek melino atspalvio'

Jei substraktas pavirsta melynu, jis gali buti uZkrestas ir turi bfiti i5piltas. Po pirmojo atidarymo

stabilus islieka iki galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 'C'

6.7. Sustabdymo tirPalas

Butelyje yra 15 ml0,2M sieros rugsties tirpalo (R 36/38, S 26). Tirpalas paruostas naudoti'

Laikoma nuo 2 iki g 0C. po pirmojo atidarymo stabilus i5lieka iki galiojimo laiko pabaigos, jei

laikoma nuo 2 iki 8 oC.

7. M6giniq padmimas ir Paruo3imas

Siam testui naudojami Zmogaus serumo ar plazmos (citrato forma) meginiai' Jei testas atliekmas per

5 dienas nuo meginio paemimo, tai meginius reikia laikyti 2...80 c. Priesingu atveju jie turetq buti

laikomi at5aldyti nuo -20 iki -700 C. Jei meginiai buvo susaldyti, at5ildZius juos reikia sr"rmaisyti

prie5 atliekant bandymq. Nesildyti nukenksminto serumo ir ve.lgai pakartotino uZ5aldyn"ro ir
7/1;to; :;1 i

at5ildymo. Siluminis nukenksminimas meginiams nereko



7.1. M€giniq Praskiedimas

pries tyim4 visus mdginius reikia praskiesti 1 + 100 su IgG meginiq skiedikliu' Paruosiama 10 pl

meginio ir 1 ml IgG meginio skiediklio megintuvelyje, gaunama 1 + 100 skiedinio ir kruopsdiai

sumai5oma su Vodex.

8. Procediiros atlikimas

8.1. Pasirengimas testui

Pries atliekant tyrim4reikia atidLiaiperskaityti instrukcijq. Rezultato patikimumas grieZtai

priklauso nuo testo atlikimo tvarkos. Sio testo atlikimo rezultatus turi patvirtinti vadovas' Jei

ELIZAtest4atlieka automatine sistema rekomenduojama plovim4padidinti nuo 3 iki 5 kartq ir

plovimo tirpalo t[ri nuo 300 pl iki 350 pl, kad i5vengti plovimo efektq. Prie5 pradedant tyrim4

platinimo ir identifikavimo planas visiems egzemplioriams ir kontrolems turi blti atidLiai nustatytas

rezultatq lape, kuris pateikamas rinkinyje. Parinkite reikiam4 skaidiq mikrotitravimo.iuosteliq ar

Sulineliq ir iterpkite juos i laikikl[.

Pra5ome paskirstyti nemaZiau kaip:

I Sulinelis (e.g.A1) substraktui

1 Sulinelis (e.g. Bl) neigiamai kontrolei

2 Sulinelis (e.g. C1+D1) nutaukimo kontrolei

1 Sulinelis (e.g. E1) teigiamai kontrolei.

Jei reikia galima nustatyti kontrolE ir paciento meginius dveiuose egzemplioriuose'

Visi veiksmai atliekami eiles tvarka, ir be dideliq laiko tarpq tarp atlikimo punktq.

Svar[s vienkartiniai galiukai turi bUti naudojami paimant kiekvien4kontrolE ar megini.

Nustatykite inkubatoriq 37+l uC.

I . lpilkite 100 pL kontroles ir atskiestq megin[ i Sulinelius. Palikite A I 5uline11 tuSdiq.

2. padenkite Sulinelius folija, kuri pateikta kafiu su

3. inkubuokite 1 valandq+ 5 min prie 37+1 0C.



4. Kai inkubacija bus baigta, nuimkite fohjq ir istaukite Sulineliq turini ir tada plaukite kiekvien4

Surineli tris kartus su 300 pl plovimo tirpalu. venkite perpildymo. Mirkimo laikas tarp hiekvieno

plovimo ciklo turi buti >5 sek. Pabaigoje atsargiai nuimkite likusi skysti bakstelejq juostele ant

sugerendio poPieriaus'

pastaba: plovimas yra labai svarbus. Nepakankamas plovimas suteikia prastqtikslum4 ir klaidi'gai

padidej usi4 absorbsij os vertq.

5. lspilsty,ti 100 pl Trichinella spiralis baltymo A konjugato i visus Sulinelius, isskyrus tusdi4

Sulineli (pvz. A1). Apdengti su folija.

6. Inkubacija po 30 min. kambario temperatflroje. Saugoti nuo tiesioginiq saules spindulir-1'

7. Pakartojamas 4 punktas'

8. lspilstoma 100 pl TKK substrakto tirpalo i visus Sulinelius.

9. Inkubuojma lygiai 15 minudiq kambario temperat[roje visi5koje tamsoje'

10. lspilstoma 100 pl Sustabdymo tirpalo i Sulnelius lygiai tokia pat tvarka kaip TKK substrakto

tirpalas. Atsiradusi melina spalva inkubacijos metu dabar pavirsta geltona'

pastabos: Labaiteigiamas paciento meginys gali sukelti tamsiq chromotogeno nuosddq. Sios

nuosedos turi itakos ivertinant optini tanki. Megini praskiesti galima su fiziologiniu natrio chloridu,

pvz. l+1 rekomenduojama. Tada praskiesti megini 1 + 100 IgG meginiq skiedikliu ir padaLrginti i5 2

NTU rezultatus.

11. ISmatuokite bandynio absorbsij4prie 4501620 nm per 30 min po sustabdymo.

8.2. Mataimas

Nustatykite ELIZA microwell plok5teliq skaitytuv4 ant nulio naudodami A1 tuSdiq Sulineli.

Jei skaittuvas nenusistato ant nulio, tada A1 vertE reikia atimti i5 i5matuotq bandymo verdiq'

ISmatuokite visq Sulineliq absorbsij4ties 450 nm bangos ilgiu ir uZregistruokite kiekvienq hontroles

ir paciento meginio vertq. dvigubos bangos skaitym4rekomenduojama atlikti naudojant 620 nm.

Jei galima apskaidiuokite visrl duplikatq vidurki.

9. Rezultatai

9.1. Vykdyti patvirtinimo kriterijus ' 
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Kiekybine analizeturi bfiti laikoma galiojandia, jei bus laikomasi siq kriterijq:

Substraktas tu5dio bandYnio A1 absorbsiios vertd < 0,100.

Neisiama kontrole 81 absorbsijos vertd < 0,200 ir < nukirpimas (cut-off)

Nukirpimo kontrole cl ir D1 absorbsijos vert6 0,150 - 1,30.

Teigiama kontrole El absorbsijos vertd > nukirpimas'

Jei siq kriterijq ndra, bandymas yla negaliojantis ir ji reikia pakartoti.

9.2. Rezultatq aPskaiiiavimas

Ribine vidutine absorbsijos verle nukirpio kontroles nustatymo.

pavyzdys: Absorbsijos verte nukirpimo kontroles 0,39+ absorbsijos verte nukirpimo kontroles

0.37:0.7612:0.38

Nukirpimas:0,38.

9.3 Rezultatq interPretavimas

Meginiai yra laikomi teigiamais jei absorbsijos verte yra didesne daugiau kaip 10% uZ nukirpimo

kontroles vertq. Meginiai, kuriq absorbsijos verte 10% didesne arba maLesne uZ nukirpimo

kontrolds vertq neturetq bqti laikomi akivaizdLiai teigiamais arba neigiamais ) pilkoji zona

Tada rekomenduojama atlikti bandyma po 2-4 savaidiq su kitu meginiu. .Iei rezultatai vel paklius i

pilkaja zon4tada reikia ji laikyti neigiamu.

Meginiai turi blti laikomi neigamais, jei absorbsijos verte yra maZesne nei 10 o/0, palyginus sur

nukirpimo kontrole.

9.3.1. Rezultatai NovaTec vienetais

(Paciento (vidurkis) absorbsijos vertd x 10)/nukirpimo kontrolds:QrJovaTec vienetai:NTU)

Pavyzdys : I,2I 6xl 0 I 0,3 8:32 NTU (NovaTec vienetai)

Nukirpimo kontrole 10 NTU

Pilkoji zona

Neigiama

Teigiama

9.1 I  NTU

<9 NTU

> 11 NTU

10. Specifinds veikimo savybds

10.1. Tikslumas
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10.2. Diagnostinis sPecifiSkumas

Diagnostinis specifiSkumas apibreZiamas kaip tikimybe, jog testas bus neigiamas' -iei bandinyje nera

specifinio analizuoj amo objekto.

Tai yra 94,8 oh.

10.3. Diagnostinis jautrumas

Diagnostinis jautris apibreZiamas kaip tikimybe, jog testas bus teigiamas, jei bandinyie yra

specifi nis analizuoj amas obj ektas . T ai > 9 5o/o.

10.4. TrugdZiai

TrugdZiai su lipemisku ar istericu serumu nera pastebeti iki 10 mg/ml hemoglobin koncentraciios ir

0,5 mg/ml trigliceridq, bei O,2mglml bilirubino. Rezultatai pateikiami i5tirtq rneginiq grupenrs; tai

near garantuota specifikacijoje.

11. Procedtrros apribojimai

Bakterinis uZter5tumas ar pakaftotinis uZaldymas-at5ildymas gali tureti itakos absorbcijos vertei.

Diagnozuoti infekcinq lig4negalima i5 vieno atlikto bandymo.

Pacientams su susilpnejusiu imunitetu ir naujagimiams serologiniai duomenys turi ribot4 vertE.

12. Atsargumo priemon€s ir persp€jimai

o Remiantis spraipsnio 1 dalies 2b Europos direktyvos 98l19lEB in vitro diagnostikos

mediciniq prietaisq tinkamumas, kokybe bei saugumas yra uZtikrinami gamintojo. Todel

b[tina grieLtai laikytis testq atlikimo procedlrq, atsargumo priemoniq ir ispejimq, nurodytr,l

naudojimosi instrukcijoje. Visas technikos, analizatoriq ir panaSios irangos naudojimas turi

b[ti patvirtintas. Bet koks dizaino, suddties ir bandymo proced[ros, taip pat visi kitohie

pakeitimai ar panaudijimai kitokiq produktq, kurie nera patvrtinti gamintojo yra draudZiami

ir pats varlotojas tampa atskingas uZ bet kokius pakeitimus.

. Naudojama tik in-vitro diagnostikoje

o Visi Zmogi5kosios kilmes koponentai esantys kaip sudedamosios dalys reagentuose buvo

i$tidi del ZIV antikUniq, anti-HCV antiklniq ir HBsAg ir jq nebuvo rasta. Nepaisant to

visos medZiagos turetq b[ti laikomos ir tvarkomos kaip potenciahs uZhratai.

a

a

Negalima maiSyi juosteliq ir reagentq i5 skirtingq
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Negalima naudoti jokiq kitq gamintojq reagent
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. Nenaudoti pasibaigus tinkamumo laikui'

o Naudoti tik Svarias pipetes, dozatorius ir laboratorinius irankius'

oNegalimasukeist iuZsukamqdangtel iqantbutel iukqvietomis.

o po panaudojimo buteliukus reikia i5 karto uZdaryti, kad nepatektq mikrobq ir nenugaruotq'

o Po pirmojo atidarymo velesniam panaudojimui patkrinkite konjugat4 ir kontroles br-rteliukus

nuo mikrobinio uZter5tumo.

. Kad bUtq isvengta kryZminio uzterStumo ir klaidingai padidejusiq rezultatr4' reikia sr-r pipete

paciento meginius ir konjugata ispilti be purslq tiesiai i Sulneliq dugn4'

o Tyrimas skirtas atlikti tik kvalifikuotems darbuotojams.

perspejimas: Naudojant koncentratq Bronidox L reikia bflti atsargiems' nes patekEs ant odos ar

gleivines yra labia toksi5kas.

Sieros rfigstis dirgina akis ir odq. Laikyti vaikams nepasiekemoje vietoje' Patekus i akis, jas

gerai praplauti su vandeniu ir kreiptis i gydytoja'

12.1. Atliekq tvarkYmas

Cheminiq medZiagq likudiai yra laikomi pavojingomis atliekomis. Pavojingas atliekas reikia

tvarkyti remiantis nustatytais vietos istatymais'

13. UZsakymo Informacija

uZsakymo Nr..: TRIG0480DS Trichinella spiralis IgG-ELISA (96 tyrimai)


