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Trichinella spiralis

I¢G —ELISA

Fermentinis imunologinis tyrimas skirtas kokybiniam ir pusiau kiekybiniam trichineliozés

nustatymui Zmogaus kraujo serume ar plazmoje.
Naudojama tik in vitro diagnostikoje.
1. [vadas

Trichinelioze sukelia Trichinella genties nematodai (apvalios kirmelés). Taip pat atpazjstami:
paprastasis Trichinella spiralis, kuris aptinkamas méseédziuode ir visaedZiuose gyvunuose visame
pasaulyje, bei keturios kitos rasys: T. pseudospiralis, T. nativa, T. nelsoni, and T. britovi.
Tichinelioze susergama suvalgant mésa, kurioje biina cistos. Cistos paveikiamos skrandzio rugstimi
ir pepsinu, tada nuo jy poveikio lervos igsilaisvina i$ cistos ir jsiverzia i plonosios Zarnos gleiving,
kur vystosi iki suaugusio kirminio ( pateles iki 2,2 mm ilgio. o patinai iki 1,2 mm ilgio). Po vienos
savaités peteles isleidzia lervas, kurios migruoja | skersaruozius raumenis, kur jos uzsidaro i cistas.
Lervos kalkejimo etapas trunka nuo 4 iki 5 savaiciy ir uzsidariusios i cista lervos gali likti
gyvibingos keleta mety. Trichineliozes infekcija isplitusi visame pasaulyje, taciau yra labiausiai
paplitusi Europoje ir Jungtinése Ameikos Valstijose. Si infekeija gali neturéti jokiy simtomy.
Lengvos arba vidutinio sunkumo infekcijos simtomai iSnyksta per kelias savaites, o tuo tarpu
nuovargis, silpnumas ir viduriavimas gali uztrukti keliata ménesiy. Labai sunkiais atvejais gali buti

ir miréiy.
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vemimas, nuovargis, 7alig ar gerai neiSvirta

kar$¢iavimas ir pilvo kiaulieng ir laukiniy
diskomfortas. Lervy sumedzioty gyvuny
migracija { raumenin{ | mesa, kurie uzsikrete
audinj gali sukelti Trichineliozes
edema, konjuntyvita, kirminais.
raumeny skausma,
kraujosruvas,
isbérimus ir kraujo

eozinofilija.

Infekcija galima nustatyti:

Per mikroskopa, naudojant raumeny biopsijg.
Serologiskai: Antiktiniy aptikimas ELISA metodu.
2. Paskirtis

NovaTec Trichinella spiralis IgG ELISA tyrimas yra skirtas kokybiniam ir pusiau kiekybiniam
nustatymui IgG klasés antikiiniams Trichinella spiralis Zmogaus serume arba plazmoje (citrato

pavidalu).
3. Testo principas

Kokybinis imunoenzyminis testas nustatantis antiktinius nuo Trichinella spiralis sukéléjo pagristas
ELISA metodu. Mikrotitravimo juostelés Sulineliai padengti su Trichinella spiralis ES-antigenais
(ekskreciniais/sekreciniais antigenais) prisijungia atitinkamus antikiinius i$ bandynio. Po plovimo i$
duobuéiy pasalinus bandynio liku¢ius jdedama krieny peroksidazeés (HRP) pazenklinto Baltymo A
konjugato. Sis konjugatas jungiasi prie prilipusiy Trichinella spiralis specifiniy antiktiniy. Imuninis
kopleksas, suformuotas pridéjus konjugato, vizualizuojamas pridedat tetrametilbenzidino (TKK)
substrakto, kuris suteikia mélyna reakcijos produkta. Sio produkto intensyvumas yra proporcingas
Trichinella spiralis specifiniy antikiiniy kiekiui bandinyje. Reakcija sustabdoma pridedant sieros

rugities. Tai suteikia galuting geltong spalva. Absorbcija iSm ama su ELISA microwell
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4. Medziagos
4.1 Pridéti reagentai

e Trichinella spiralis padengti Sulinéliai: 12 juosteliy po 8 Sulinélius padengty Trichinella
spiralis antigenu, uzdaryty aliuminio folija;

o IgG méginiy skiediklis™**: 2 buteliukai po 50 ml méginio skiedimo buferio; pH 7,2 £0,2;
spalva geltona; paruosta naudoti; baltas dangtelis.

e Sustabdymo tirpalas: 1 buteliukas, kuriame yra 15 ml sieros riigsties 0,2 mol/l; paruostas
naudoti; raudonas dangtelis.

e Plovimo tirpalas (20xkonc.)*: 1 buteliukas, kuriame yra 50 ml 20 karty koncentruotas
buferinis tirpalas ( pH 7,2 + 0,2) skirtas Sulineliams plauti; baltas dangtelis.

e Trichinella spiralis baltymo A konjugatas™*: 1 buteliukas, kuriame yra 20 ml peroksidazes
baltymo A; mélynos spalvos; paruostas naudojimui; juodas dangtelis.

e TKK substrato tirpala: 1 buteliukas, kuriame yra 15 ml 3,3%,5,5¢-tetrametilbenzidino (TKK);
paruostas naudoti; geltonas dangtelis.

e Trichinella spiralis teigiama kontrolé***: 1 buteliukas, kuriame yra 2 ml; geltonos spalvos;
paruostas naudoti; raudonas dangtelis.

e Trichinella spiralis nukirpimo kontrolé***: 1 buteliukas, kuriame yra 3 ml; geltona spalva;
paruostas naudoti; zalias dangtelis.

e Trichinella spiralis neigiama kontrolé***: 1 buteliukas, kuriame yra 2 ml; geltona spalva;

paruostas naudoti; mélynas dangtelis.

* po praskiedimo yra 0,1 % Bronidox L
e yra 0,2 % Bronidox L
A yra 0,1 % Kathon

4.2. Pateiktos medZziagos

e 1 juosteliy laikiklis
e 1 folijjos virselis
e 1 tyrimo protokolas

e 1 paskirstymo ir identifikavimo planas




4.3 Reikalingos medziagos ir jranga

e ELISA microwell ploksteliy skaitytuvas, nustatytas matuoti nuo 450 iki 620 nm absorbcijai.
e Inkubatorius prie 37 e

e Rankiné arba automatiné jranga Sulineliy skalavimui

o Pipeétes, skirtos skys¢iui nuo 10 iki 1000 ul

e Sukirinis méginiy maiSytuvas

e Dejonizuotas arba (3vieziai) distiliuotas vanduo

e Vinkartiniai meégintuvéliai

e Laikmatis
5. Stabilumas ir laikymas

Reagentai islieka stabilts ir tinkami naudotj, kol nesibaiges galiojimo laikas, kuris nurodytas

etiketeés, taip pat reikia laikyti 2...8 °C.
6. Reagenty paruoSimas

Labai svarbu pries atliekant bandyma visus reagenty meginius ir kontrolines medziagas atSildyti iki

kambario temperaturos (20 iki 25 °0).
6.1. Dengtos Sulneliy juostelés

Paruostos naudoti Sulineliy juostelés yra padengtos Trichinella spiralis antigenu. Laikyti reikia nuo
2 iki 8 °C temperatiiroje. I$ karto nuémus juosteles, likusios juostelés turéty biiti laikomos susuktos |
aliuminio folijg kartu su dZiovikliu ir laikomos nuo 2 iki 8 0C, stabilumas i8lieka iki galiojimo laiko

pabaigos.
6.2. Trichinella spiralis baltymo A konjugatas.

Butelyje yra 20 ml tirpalo su baltymu A, krieny peroksidazes, buferio, koncervanty ir melyny dazy.
Baltymas A yra imunoglobuling Fc suriSantis baltymas, kurio molekulinis svoris 42,000 Daltony.
Tirpalas yra paruo$tas naudoti. Laikoma nuo 2 iki 8 OC. Po pirmojo atidarymo stabilus islieka iki

galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 oC.

6.3. Kontrolé
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Buteliukai pazyméti etikétémis: teigiama kontrole, nukirpimo kontrolé ir neigiama kontrole yra
paruo$ti naudoti. Jie turi bati laikomi nuo 2 iki 8 0C. Po pirmojo atidarymo stabilus islieka iki

galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 oC.
6.4. IgG méginiy skiediklis

Butelyje yra 50 ml fosfatinio tirpalo, stabilizatoriy, koncervanty ir inertiniy geltonos spalvos dazu.
Jis naudojamas paciento méginio praskiedimui. Paruostas naudoti. Laikoma nuo 2 iki 8 ’C.Po

pirmojo atidarymo stabilus islieka iki galiojimo laiko pabaigos, jei latkoma nuo 2 iki 8 °C.
6.5. Plovimo tirpalas (20x konc.)

Butelyje yra 50 ml koncentruoto buferio, plovikliy, konservanty. Skiesti plovimo tirpalg 1+ 19; pvz.
10 m! plovimo tirpalo ir 190 ml $vieZio ir be mikroby perdistiliuoto vandens. 5 dienas galima
praskiesta tirpala laikyti kambario temperaturoje. Kristalai esantys tirpale i¥nyksta pasildZius iki 37

OC vandens voneléje. Po pirmo atidarymo koncentratas islicka 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 mélynu, jis gali biiti uzkrestas ir turi bati i$piltas. Po pirmojo atidarymo

stabilus islieka iki galiojimo laiko pabaigos, jei laikoma nuo 2 iki 8 °C.
6.7. Sustabdymo tirpalas

Butelyje yra 15 ml 0,2 M sieros rig8ties tirpalo (R 36/38, S 26). Tirpalas paruostas naudoti.
Laikoma nuo 2 iki 8 °C. Po pirmojo atidarymo stabilus islicka iki galiojimo laiko pabaigos, jei

laikoma nuo 2 iki 8 °C.
7. Méginiy paémimas ir paruoSimas

Siam testui naudojami zmogaus serumo ar plazmos (citrato forma) méginiai. Jei testas atlickmas per
5 dienas nuo méginio paémimo, tai meginius reikia laikyti 2.. .8° C. Priesingu atveju jie turéty buti
laikomi at$aldyti nuo -20 iki -70° C. Jei méginiai buvo susaldyti, atSildZius juos reikia sumaiSyti

pries atliekant bandyma. Nesildyti nukenksminto serumo ir veng‘u pakartotino uzsaldymo ir
/0

atsildymo. Siluminis nukenksminimas méginiams nerek(%?nduqamas
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7.1. Méginiy praskiedimas

Prie§ tyima visus méginius reikia praskiesti 1 + 100 su IgG méginiy skiedikliu. ParuoSiama 10 pl
méginio ir 1 ml IgG méginio skiediklio mégintuvélyje, gaunama 1 + 100 skiedinio ir kruopsciai

sumai$oma su Vortex.
8. Procediiros atlikimas
8.1. Pasirengimas testui

Pries atliekant tyrima reikia atidZiai perskaityti instrukcija. Rezultato patikimumas grieztai
priklauso nuo testo atlikimo tvarkos. Sio testo atlikimo rezultatus turi patvirtinti vadovas. Jei
ELIZA testa atlieka automatiné sistema rekomenduojama plovima padidinti nuo 3 iki 5 karty ir
plovimo tirpalo ttirj nuo 300 pl iki 350 pl, kad i$vengti plovimo efekty. Pries pradedant tyrima,
platinimo ir identifikavimo planas visiems egzemplioriams ir kontroléms turi biti atidziai nustatytas
rezultaty lape, kuris pateikamas rinkinyje. Parinkite reikiama skai¢iy mikrotitravimo juosteliy ar

Sulinéliy ir jterpkite juos i laikiklj.

Pragome paskirstyti nemaziau kaip:

1 $ulinélis (e.g.Al) substraktui

1 gulinélis (e.g. B1) neigiamai kontrolei

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

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

Jei reikia galima nustatyti kontrolg ir paciento méginius dvejuose egzemplioriuose.
Visi veiksmai atliekami eileés tvarka, ir be dideliy laiko tarpy tarp atlikimo punkty.
Svariis vienkartiniai galiukai turi biiti naudojami paimant kiekviena kontrolg ar meginj.
Nustatykite inkubatoriy 37£1 °C.

1. jpilkite 100 uL kontrolés ir atskiestq méginj i Sulin¢lius. Palikite Al Sulinélj tuscia.

2. padenkite Sulinélius folija, kuri pateikta kartu su rinkiniu.

3. inkubuokite 1 valanda + 5 min prie 37+1 oe.
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4. Kai inkubacija bus baigta, nuimkite folija ir istaukite Sulinéliy turinj ir tada plaukite kiekviena
sulinelj tris kartus su 300 pl plovimo tirpalu. Venkite perpildymo. Mirkimo laikas tarp kiekvieno
plovimo ciklo turi buti >5 sek. Pabaigoje atsargiai nuimkite likusi skystj baksteleje juostele ant

sugerencio popieriaus.

Pastaba: plovimas yra labai svarbus. Nepakankamas plovimas suteikia prastg tiksluma ir klaidingai

padidéjusia absorbsijos vertg.

5. I8pilstyti 100 pl Trichinella spiralis baltymo A konjugato i visus Sulinélius, iSskyrus tuscig
sulinéli (pvz. Al). Apdengti su folija.

6. Inkubacija po 30 min. kambario temperaturoje. Saugoti nuo tiesioginiy saulés spinduliy.
7. Pakartojamas 4 punktas.

8. I3pilstoma 100 pl TKK substrakto tirpalo { visus Sulinelius.

9. Inkubuojma lygiai 15 minuc¢iy kambario temperatiiroje visiskoje tamsoje.

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

tirpalas. Atsiradusi mélina spalva inkubacijos metu dabar pavirsta geltona.

Pastabos: Labai teigiamas paciento méginys gali sukelti tamsiy chromotogeno nuosédy. Sios
nuosédos turi jtakos {vertinant optinj tankj. Méginj praskiesti galima su fiziologiniu natrio chloridu,
pvz. 1+1 rekomenduojama. Tada praskiesti mégini 1 + 100 IgG meéginiy skiedikliu ir padauginti i§ 2

NTU rezultatus.

11. Imatuokite bandynio absorbsija prie 450/620 nm per 30 min po sustabdymo.

8.2. Mataimas
Nustatykite ELIZA microwell plok3teliy skaitytuva ant nulio naudodami Al tusCia Sulinelj.
Jei skaittuvas nenusistato ant nulio, tada A1 verte reikia atimti i§ iSmatuoty bandymo verciy.

[$matuokite visy Sulinéliy absorbsija ties 450 nm bangos ilgiu ir uzregistruokite kiekvieng kontroles

ir paciento méginio verte. dvigubos bangos skaityma rekomenduojama atlikti naudojant 620 nm.
Jei galima apskaiciuokite visy duplikaty vidurkj.

9. Rezultatai

9.1. Vykdyti patvirtinimo Kriterijus




Kiekybin¢ analize turi biti laikoma galiojandia, jei bus laikomasi Siy kriterijy:

Substraktas tui¢io bandynio Al absorbsijos verte < 0,100.

Neigiama kontrole Bl absorbsijos verté < 0,200 ir < nukirpimas (cut-oft)
Nukirpimo kontrole ClirD1 absorbsijos verte 0,150 - 1,30.

Teigiama kontrole El absorbsijos verté > nukirpimas.

Jei iy kriterijy néra, bandymas yra negalioj antis ir ji reikia pakartoti.
9.2. Rezultaty apskaiciavimas
Ribine vidutiné absorbsijos verté nukirpio kontrolés nustatymo.

Pavyzdys: Absorbsijos verte nukirpimo kontrolés 0,39+ absorbsijos verté nukirpimo kontrolés
0,37=0,76/2=0,38

Nukirpimas=0,38.
9.3 Rezultaty interpretavimas

Méginiai yra laikomi teigiamais jei absorbsijos verte yra didesné daugiau kaip 10% uz nukirpimo
kontrolés verte. Méginiai, kuriy absorbsijos verté 10% didesne arba mazesné uz nukirpimo
kontrolés verte neturety buti laikomi akivaizdziai teigiamais arba neigiamais = pilkoji zona

Tada rekomenduojama atlikti bandyma po 2-4 savaiiy su kitu meginiu. Jei rezultatai vél paklius |
pilkaja zona, tada reikia ji laikyti neigiamu.

Meéginiai turi biiti laikomi neigamais, jei absorbsijos verté yra mazesné nei 10 %, palyginus su
nukirpimo kontrole.

9.3.1. Rezultatai NovaTec vienetais
(Paciento (vidurkis) absorbsijos verté x 10)/nukirpimo kontrolés=(NovaTec vienetai=NTU)

Pavyzdys: 1,216x10/0,38=32 NTU (NovaTec vienetai)

Nukirpimo kontrole 10 NTU

Pilkoji zona 9-11 NTU
Neigiama <9 NTU
Teigiama >11 NTU

10. Specifinés veikimo savybés

10.1. Tikslumas




, %y FA3
Intersassay n Mesn Oy (%)
Pos. Serum 4 072 5.2
144 E (1)
Intraassay il Mean Cv (%)
Pos. Serum kS .70 70

10.2. Diagnostinis specifiSkumas

Diagnostinis specifiskumas apibréZiamas kaip tikimybe, jog testas bus neigiamas, jei bandinyje néra
specifinio analizuojamo objekto.

Tai yra 94,8 %.
10.3. Diagnostinis jautrumas

Diagnostinis jautris apibréZiamas kaip tikimybe, jog testas bus teigiamas, jei bandinyje yra
specifinis analizuojamas objektas. Tai > 95%.

10.4. Trugdziai

Trugdziai su lipemisku ar istericu serumu nera pastebéti iki 10 mg/ml hemoglobin koncentracijos 1r
0,5 mg/ml trigliceridy, bei 0,2mg/ml bilirubino. Rezultatai pateikiami iStirty méginiy grupéms; tai
near garantuota specifikacijoje.

11. Procediiros apribojimai

Bakterinis uZter§tumas ar pakartotinis uzaldymas-atsildymas gali turéti {takos absorbcijos vertel.
Diagnozuoti infekcing liga negalima i3 vieno atlikto bandymo.

Pacientams su susilpnéjusiu imunitetu ir naujagimiams serologiniai duomenys turi ribota verte.
12. Atsargumo priemon¢s ir perspéjimai

e Remiantis spraipsnio 1 dalies 2b Europos direktyvos 98/79/EB in vitro diagnostikos
mediciniy prietaisy tinkamumas, kokybé bei saugumas yra uZtikrinami gamintojo. Todél
batina grieztai laikytis testy atlikimo procediiry, atsargumo priemoniy ir {sp&jimy, nurodyty
naudojimosi instrukcijoje. Visas technikos, analizatoriy ir panasios jrangos naudojimas turi
bati patvirtintas. Bet koks dizaino, sudéties ir bandymo proceddiros, taip pat visi kitokie
pakeitimai ar panaudijimai kitokiy produkty, kurie néra patvrtinti gamintojo yra draudziami
ir pats vartotojas tampa atskingas uz bet kokius pakeitimus.

e Naudojama tik in-vitro diagnostikoje

e Visi zmogiskosios kilmés koponentai esantys kaip sudedamosios dalys reagentuose buvo
istirti del ZIV antikiiniy, anti-HCV antik@iniy ir HBsAg ir ju nebuvo rasta. Nepaisant to
visos medziagos turéty biiti laikomos ir tvarkomos kaip potencialils uzkratai.




e Nenaudoti pasibaigus tinkamumo laikui.

e Naudoti tik §varias pipetes, dozatorius ir laboratorinius jrankius.

e Negalima sukeisti uZsukamy dangteliy ant buteliuky vietomis.

e Po panaudojimo buteliukus reikia i§ karto uzdaryti, kad nepatekty mikrobu ir nenugaruoty.

e Po pirmojo atidarymo vélesniam panaudojimui patkrinkite konjugata ir kontrolés buteliukus
nuo mikrobinio uzterStumo.

e Kad biity i§vengta kryzminio uzterStumo ir klaidingai padidéjusiy rezultatuy, reikia su pipete
paciento méginius ir konjugata i$pilti be pursly tiesiai | Sulneliy dugna.

e Tyrimas skirtas atlikti tik kvalifikuotéms darbuotojams.

Perspéjimas: Naudojant koncentrata Bronidox L reikia biiti atsargiems, nes patekes ant odos ar
gleivinés yra labia toksiSkas.

Sieros rugstis dirgina akis ir oda. Laikyti vaikams nepasiekemoje vietoje. Patekus | akis, jas
gerai praplauti su vandeniu ir kreiptis { gydytoja.

12.1. Atlieky tvarkymas

Cheminiy medziagy liku¢iai yra laikomi pavojingomis atlieckomis. Pavojingas atliekas reikia
tvarkyti remiantis nustatytais vietos istatymais.

13. UZsakymo Informacija

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




