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Entamoeba histolytica

I¢G — ELISA

Fermenty imunotyrimas kiekybiniam antikiiny pries
Entamoeba histolytica Zmogaus serume nustatymui
Tik in-vitro diagnostiniam panaudojimui
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1. [VADAS

Entamoeba histolytica yra anaerobinis parazitas, suformuojantis cistas, kurios turi keturis mazus branduolius ir yra 10-15 pm diametro
dydzio. Cistos yra tvirtos ir pakelia atiaurias aplinkos salygas. Po patekimo i Seimininka (bestuburiai ir stuburiniai, t.p. Zmogus), jos sienelé
yra suardoma, suformuojant maza ertime, pro kurig pasirodo ameba. Ameba dal ijasi nuosekliai per tris ciklus; i§ vienos cistos susidaro astuoni
vienbranduoliai trofozoitai, kurie yra judris ir yra 20-30 pm diametro dydzio. Kai kurie trofozoitai pakenkia storosios zarnos audinius ir gali
juos taip giliai pazeisti, kad gali patekti { krauja. Todél ameba gali pasiekti visas kuno dalis. Entamoeba histolytica infekcija yra labai placiai
paplitusi. Sukelia amebiazg ir amebing dizinterija, apsigyvena storosios zarnos gleivingje, daugiausiai gaubtingje ir aklojoje zarnoje. Zarnyno
amebiazé gali pazeisti bet kuri organa ar audinj. Dauguma uZzkreésty individy, simptomai nepasireiskia; tai labai apsunkina diagnozg ir
gydyma. Kitiems pasireiskia labai jvairts simptomai. [vairiy amZiaus grupiy ir abieju lyCiy individai gali bati infekuoti. Uzsikrétimo
galimybé didéja, esant nepakankamos higienos salygoms. Padidintas amebiazés paplitimas stebimas tarp Zmoniu, kurie yra salyginai labiau
susij¢ su zemes kiu, ir tarp homoseksualiy vyry.

Rusis Liga Simptomai Uzsikretimo mechanizmas
Entamoeba histolytica Amebiaze Nespecifing diar¢ja Perduodama per iSmatas ar
Dizinterija Storosios zarnos uzdegimas uzkrésta maista/vandenj cisty
Amebinis kepeny abscesas, Pilvo spazmai, Kraujingos patekimu per burna.
smegeny abscesas i¥matos, dizinterija Lytiniu keliu tarp vyry
Kepenuy amebiaze homoseksualy.
Gaubtinés Zarnos karcinoma

Infekcija galima nustatyti
. Mikroskopiskai: iSmaty tyrimas: gelezies hematoksilino metodas, merthiolat iod formol concentration (MIFC)
. Serologiskai: CF, CIE, ELISA

2. PANAUDOJIMAS

NovaTec Entamoeba histolytica 1gG-ELISA yra skirtas kokybiniam antikuny pries Entamoeba histolytica antigenus Zmogaus serume

nustatymui. Ypa¢ nesimptominiams nesiotojams ir neinvazinés amebiazes atvejams identifikuoti.

3. TYRIMO ESME

Kokybinis imunofermentinis antikiiny pries Entamoeba histolytica nustatymas yra paremtas ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)
metodu. Ypa¢ nesimptominiams nesiotojams ir pirminés neinvazinés amebiazés atvejams identifikuoti.

Mikroplok3teliy 3ulinéliai yra padengti Entamoeba histolytica antigenais, kurie turi ridtis su atitinkamais antikiinais. Sulinéliai nuplaunami
krieny peroksidaze (HRP) pazymetu baltymo A konjugatu, padalinant visas neprisijungusias medziagas. Sis konjugatas prisijungia su
priristais Entamoeba histolytica antikunais. Suristo konjugato imuninis kompleksas gali biiti stebimas, pridedant tetrametilbenzoinio (TMB)
substrato, gaunamas mélynas reakcijos produktas. Produkto intensyvumas yra proporcingas Entamoeba histolytica antikiny Kiekiui
pavyzdyje. Reakcijos sustabdymui pridedama sieros rigsties. Gaunama geltona reakeijos pabaigimo spalva. Absorbcija 450 nm bangos ilgyje
yra analizuojama ELISA mikroplok3teliy skaitytuvu.

4. MEDZIAGOS

4.1. Reagentai

Entanoeba histolytica padengti Sulinéliai: 12 atskiriamy 8-gulinéliy nulauziamy lazdeliu, padengty Entamoeba histolytica antigenu;
vakume, pakartotinai uzdaromoje aluminio folijoje.

. IgG méginio skiediklis***: 1 buteliukas 100 ml buferio méginiy skiedimui; pH 7.2 £ 0,2; geltonos spalvos; paruostas naudoto; baltas
dangtelis.

. Stop tirpalas: | buteliukas 15 ml sieros rigdties, 0,2 mol/I; paruotas naudoti; raudonas dangtelis.

. Plovimo tirpalas (20x konc.)*: | buteliukas 50 ml 20-kartinés koncentracijos buferio (pH 7,2 = 0.2) Sulinéliy plovimui; baltas
dangtelis.

L Entamoeba histolytica baltymo A konjugatas**: | buteliukas 20 ml peroksidazes baltymo A; raudonos spalvos. paruostas naudoti;
juodas dangtelis.

. TMB substrato tirpalas: 1 buteliukas 15 ml 3.3'5.5'-tetrametilbenzidino (TMB); paruoitas naudoti; geltonas dangtelis.

. Entamoeba histolytica teigiama kontrolé***: | buteliukas 2 ml; geltonos spalvos; paruostas naudoti; raudonas dangtelis.

. Entamoeba histolytica pabaigimo (cut-off) kontrole***: | buteliukas 2 ml; geltonos spalvos; paruoitas naudoti; zalias dangtelis.

. Entamoeba histolytica neigiamas kontrolé***: 1 buteliukas 2 ml; geltonos spalvos; paruo$tas naudoti; mélynas dangtelis.

*

tirpale yra 0.01 % Katono po skiedimo
*E tirpale yra 0.2 % Bronidokso L
b tirpale yra 0.1 % Katono

4.2. Medziagos

. 1 lazdeles stovas

L] 2 uzdengimo folijos

= | testo protokolas

L] | paskirstymo ir identifikavimo planas

4.3. Reikalingos medziagos ir jranga
. ELISA mikroplokiteliy skaitytuvas, nustatytas absorbcijai 450/620 nm bangos

ol Termostatas 37°C PR v
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. Meégintuveliy vartytuvas

. Dejonizuotas arba (3vieziai) distiliuotas vanduo
- Vienkartiniai mégintuvéliai

. Chronometras

5. STABILUMAS IR LAIKYMAS

Reagentai yra stabilts iki galiojimo datos, nurodytos ant pakuotés, jeigu laikomi 2...8 °C temperattiroje.

6. REAGENTU PARUOSIMAS

Labai svarbu atSildyti visus reagentus, méginius ir koniroles iki kambario temperatiiros (20...25°C) pries vykdant testq!

6.1. Padengtos nulauZiamos lazdelés

Paruostos naudoti atskiriamos nulauziamos lazdelés yra padengtos Entamoeba histolytica antigenu. Laikyti 2...8°C temperatiroje. Lazdelcs
yra vakume. /§ karto po panaudojimo, likusios lazdelss turi biiti uzdaromos aliuminio folijoje ir laikomos 2.8 °C temperatiiroje, stabilumas
islieka iki galiojimo datos.

6.2. Entamoeba histolytica baltymo A konjugatas

Buteliuke yra 20 ml tirpalu su baltymu A, krieny peroksidaze, buferiu, stabilizatoriais, konservantais ir inertidku raudonu dazu. Baltymas A
yra imunoglobulinus Fe-riSantis baltymas, kurio molekulimé masé yra 42,000 Daltony. Tirpalas yra paruostas naudoti. Laikyti 2..8°C
temperatiiroje. Pirmq kartq atidarius, stabilumas islieka iki galiojimo datos, kai laikoma 2...8 °C temperatiiroje.

6.3. Kontrolés

Buteliukuose, pazymétuose teigiama, pabaigimo (cut-off) ir neigiama kontrole yra 2 ml paruosto naudoti kontrolés tirpalo. Turi biiti laikomas
2..8°C temperatiiroje. Pirmq kartq atidarius, stabilumas islieka iki galiojimo datos, kai laikoma 2...8 °C temperatiiroje.

6.4. 1gG méginio skiediklis

Buteliuke yra 100 ml fosfato buferio, stabilizatoriy, konservanty ir inertisko geltono dazo. Naudojamas paciento méginio skiedimui. Sis
paruostas naudoti tirpalas turi buti laikomas 2..8°C temperatiiroje. Pirmq kartq atidarius, stabilumas islieka iki galiojimo datos.

6.5. Plovimo tirpalas (20x konc.)

Buteliuke yra 50 ml koncentruoto buferio, detergenty ir konservanty. Skiesti plovimo tirpala 1+19; pvz.: 10 ml plovimo tirpalo + 190 ml
redistiliuoto vandens. Praskiestas buferis gali bati laikomas 5 dienas kambario temperatiiroje. Kristalai tirpale iSnyksta, pakaitinus tirpalq iki
37 °C temperatiiros vandens vonioje. Pirmq kartq atidarius, koncentratas yra stabilus iki galiojimo datos.

6.6. TMB substrato tirpalas

Buteliuke yra 15 ml tetrametilbenzidino/vandenilio peroksido sistemos. Reagentas yra paruoStas naudoti ir turi bati laikomas 2...8°C
temperatiiroje. tamsoje. Tirpalas turi biiti bespatvis arba labai §viesiai melsvas. Jeigu substratas virsta mélynu, jis gali buti wzterstas ir furi
bitti pakeistas. Pirmq kartq atidarius, stabilumas islieka iki galiojimo datos, kai laikoma 2.8 °C temperatiiroje.

6.7. Stop tirpalas

Buteliuke yra 15 ml 0,2 M sieros rugsties tirpalo (R 36/38, S 26). Sis paruostas naudoti tirpalas turi biiti laikomas 2...8°C temperattiroje.
Pirmq kartq atidarius, stabilumas islieka iki galiojimo datos.

7. MEGINIU RINKIMAS IR PARUOSIMAS

Sitam tyrimui naudokite Zmogaus serumo méginius. Jeigu tyrimas atliekamas per 24 valandas po meéginiy surinkimo, pavyzdziai turi bati
Jaikomi 2...8°C temperatiiroje; kitu atveju turi biti laikomi uzsaldyti (nuo 220 iki -70°C temepratiiroje). Jeigu méginia yra saugomi uzsaldyti,
pries atlickant tyrima, atsildyti méginiai turi buti gerai sumaiSomi. Neianktyvuoti serumo kaitinant ir vengti pakartotinio uzsaldymo ir
atsildymo.

7.1. Méginiy skiedimas
Pries tiriant visi méginiai turi bati praskiesti santykiu 1 + 100 su 1gG méginio skiedikliu. 13pilstyti 10pl méginio ir 1 ml 1gG meginio

skiediklio | megintuvelius taip, kad biity praskiesta santykiu 1 + 100 ir i3maiSyti vartytuvu. Teigiamos ir neigiamos kontrolés yra paruostos
naudoti ir skiesti nebereikia.

8. TYRIMO ATLIKIMO METODIKA

8.1. Testo paruoSimas

Perskaityti testo protokola atidziai, prie$ atlickant testa. Rezultaty patikimumas priklauso nuo griezto testo protokolo laikymosi. Si testo
metodika yra taikoma tiktai rankiniam testo atlikimui. Jeigu testas yra atlieckams ELISA automatine sistema, rekomenduojama padidinti
plovimy skaitiy nuo triju iki penkiy ir plovimo tirpalo tiiri nuo 300! iki 350ul, kad bity isvengta plovimo efekty. Pried vykdant testa. turi
biiti sudaromas pasiskirtymo ir identifikavimo planas visiems pavyzdziams ir kontroléms rezultaty lape, pateikiamame rinkinyje.
Rekomenduojama iddéstyti:

| Sulin¢lis (pvz.: Al) substratui,

| Sulinglis (pvz.: B1) neigiamai kontrolei,

2 Zulinelis (pvz.: C1+DI) pabaigimo (cut-off) kontrolei ir
1 dulinelis (pvz.: E1) teigiamai kontrolei.

Rekomenduojama nustatyti kontroles ir pacienty meéginius du kartus, jeigu reikalinga.
Testas turi bati atlickamas taip, kaip nurodyta.

Kiekvienai kontrolei ir méginiui turi biiti naudojamas Svarus, vienkartinis antgalis.

Termostatas turi biiti nustatytas 37° + 1°C.

{ / \
{ { \

1. I3pilstyti 100p! kontroliy ir praskiesty méginiy { atitinkamus Sulinélius. Al palickaias substratui. -, // | ]; P B i
v g 1 o g NP .- \ . 4 ;- J | o '_//,/ D LEL e
2. Uzdengti sulin¢lius folija, esantia rinkinyje. ‘;\ \ /4//{' a9rs AT
\ 4 ; 7

 a

1 [ L st
/e

e yre A
\Egidija Kauielaite™
Dir¢ Kroriatespu lu([tf/ul’(ya




3. Inkubuoti I valandg £ 5 min 37£1°C temperataroje.

4 Po inkubavimo, nuimti folija. isiurbti dulinéliy turini ir plauti Kiekvieng Sulinelj tris kartus 300p! plovimo tirpalo. Vengli
igsilicjimo ¥ reakcijy Sulinéliy. Susigérimas tarp kickvieno plovimo ciklo turéty bti >5 sec. Pabaigoje atsargiai popierine
servetéle surinkti likusi skysti; pries pereinant prie kito etapo!

Pastaba: Plovimas yra lemiamas! Nepakankamas plovimas sqlygoja menkq tiklsumg ir neteisingas absorbcijos vertes.

I3pilstyti 100pl Entamoeba histolytica baltymo A konjugato { ulinélius, isskyrus substrato Zulinélj (pvz.: A1). Uzdengti folija.
Inkubuoti 30 min kambario temperatiroje. Nepalikti tiesioginéje saulés $viesoje.

Pakartoti 4 etapa.

o0 & A

I3pilstyti 100p! TMB substrato tirpalo i visus Sulinélius.
9 Inkubuoti tiksliai 15 min kambario temperatiroje tamsoje.

10, I3pilstyti 100pl Stop tirpalo { visus sulinélius tokia pacia tvarka, kaip ir TMB substrato tirpala.
Inkubavimo metu atsiradusi mélyna spalva virsta geltona.

Pastaba: ltin teigiami pacienty méginiai gali sudaryti tamsiai chromogeno nuosédas! Sios nuosedos jtakoja optinio tankio
nustatymq. Rekomenduoja praskiesti méging fiziologiniu natrio chlorido tirpalu, pavyzdziui 1+1. Tuomet praskiesti
mégini 1+100 su IgG méginio skiedikliu ir padauginti NTU i3.

I1. I¥matuoti pavyzdziy absorbcija 450/620 nm bangos ilgyje per 30 min nuo Stop tirpalo pridejimo.

8.2. Matavimai
Nustatyti ELISA mikroplok3teliy skaitytuva i nulio padétj, naudojant substrato Sulin¢lj Al

Jeigu — deél techniniy priezasciy - ELISA skaitytuvas negali biiti nustatytas milio padetyje, naudojant substralo Sulinelj A1, atimkite substrato
absorbcijos verte is visy kity matuojany absorbeijos veréiy tam, kad biity gauti patikimi rezultatai!

Ismatuoti absorbeijy visuose ulinéliuose 450 nm bangos ilgyje ir pasiskirstymo ir identifikavimo plane jrasyti kiekvienos kontroles ir
kiekvieno paciento méginio iSmatuotas absorbcijos vertes.

Rekomenduojama naudoti taip pat ir 620 nm bangos ilgyje matavimus palygininui.

Kur jmanoma, apskaiciuoti visu duplikaty vidutines absorbcijos vertes.
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9. REZULTATAI

9.1. Vykdymo patvirtinimo kriterijai

Testas pripazistamas galiojanCiu, jeigu gaunamos tokios reikSmes:

. Substratas Al: Absorbcijos vert¢ Zemesné negu 0.100.

. Neigiama kontrolé Bl: Absorbeijos verté Zemesné negu 0.200.

. Pabaigimo (cut-off) kontrolé Cl ir Dl: Absorbcijos verte tarp 0.250 ir 0.900.

L] Teigiama kontrolé El: Absorbcijos verté lygi arba didesné nei pabaigimo kontroles

9.2. Rezultaty skaiciavimas
Pabaigimo reik¥mé yra pabaigimo kontroliy pamatuoty absorbcijos ver¢iy vidurkis.
Pavyzdys: pabaigimo kontrolés absorbcijos verté 0.42 + pabaigino kontroles absorbeijos verte 0.44 =0.86 /2 = 0.43
Pabaigimo reiksmé (cut-off) = 0.43

9.3. Rezultaty interpretavimas
Méginiai yra laikomi TEIGIAMALIS, jeigu absorbcijos verté yra daugiau nei 10% didesné uz cut-off vertg.

Meginiai, kuriy absorbcijos verte yra 10% didesné arba mazesné nei cut-off verte, negali biiti laikomi aiskiai teigiamais ar neigiamais

- pilkoji zona o S . o o
Rekomenduojama pakartoti testa dar Karta po 2 - 4 savaitiy, paémus $viezia megini. Jeigu pakartotinio testo rezultatai vél yra pilkojoje
zonoje, testas yra NEIGIAMAS.

Méginiai yra laikomi NEIGIAMALIS, jeigu absorbeijos verte yra daugiau nei 10% mazesné nei cut-off verté.

9.3.1. Rezultatai NovaTec vienetais

Paciento (viduting) absorbcijos verté x 10 = [NovaTec-Units = NTU]
Cut-off
Pavyzdys: 1.376x10 = 32 NTU (NovaTec Units — NovaTec vienetai)
0.43
Cut-off: 10 NTU
Pilkoji zona: 9-11 NTU
Neigiamas: <9 N
Teigiamas: >11 NTU

10. SPECIFINES CHARAKTERISTIKOS

10.1. Tikslumas

Intertyrimas n Vidurkis Cv (%)
Teig.serumas 6 0.604 3.9
Intratyrimas n Vidurkis Cv (%)
Teig.serumas 7 0.609 2.1

10.2. Diagnostinis specifiSkumas
Diagnostinis ~ specifiskumas  yra  apibréziamas kaip tikimybe, kad tyrimas bus neigiamas, esant specifiskai  analitei.
Jis yra >95 %.

10.3. Diagnostinis jautrumas

Diagnostinis  jautrumas ~ yra  apibréziamas ~ Kaip  tikimybe, kad tyrimas bus teigiamas, esant specifiskai  analitei.
Jis yra >95 %.

10.4. Trukdziai

Trikdziai lipeminiame ar sergancio gelta serume néra stebimi iki 5 mg/ml trigliceridy koncentracijos ir 0,2 mg/ml bilirubino koncentracijos.
Hemoglobinas gali suteikti kryzminj reaktyvuma neigiamame serume.

Wastaba: Rezultatai yra pateikiami tirtoms grupéms; tai néra garantinés specifikacijos. j
11. TYRIMO APRIBOJIMALI

Bakterinis uzkratas arba kartojami pavyzdzio uzsaldymo, atsildymo ciklai gali itakoti absorbcijos vertes. Infekeings ligos diagnoze negali buti
pateikta, remiantis vieno testo rezultatais. Tiksli diagnoze turi remtis Klinikine anamneze, simptomais ir serologiniais duomenimis.
Pacienty su pazeista imunine sistema ir naujagimiy serologiniai duomenys yra labai riboti.

12. ISPEJIMALI

Atsizvelgiant | Europos direktyvos 98/79/EC 1 straipsnio paragrafg 2b diagnostiniy medicininiu in vitro irenginiy naudojimas yra
skirtas gamintojams, kad biity apsaugotas produkto panaudojimas ir funkcijos. Todél turi biti grieztai laikomasi testo metodikos,
informacijos, atsargumo priemoniy ir {spejimy, apibrézty naudojimo instrukcijose. Testo rinkiniai su analizatoriais ir pana$ia jranga turi
amintoju, negalioja; vartotojas yra pats
{ tokiu priezas¢iu kilusius incidentus
,(}Ekk y priezas¢iy kilusius incidentus.
ke

N
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Tik in vitro diagnostiniam naudojimui. /7 AT \
Visi zmogaus kilmés produktai, naudoti reagenty gamybai, buvo patikrinti dél anti-Z1V antikiiny, anti-HCV antikiiny ir HBAg ir yra
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. Nesumaidyti skirtingos gamybos reagenty ar lazdeliy.

. Nenaudoti kity gamintojy reagenty kartu su $io testo rinkinio.

’ Nenaudoti reagentu, kuriy galiojimo data yra pasibaigusi.

. Naudoti tik $varius pipeciy antgalius ir laboratoring franga.

. Nesukeisti reagenty buteliuky dangteliy, kad baty isvengta uzkrétimo.

. Reagenty buteliukus sandariai uzdaryti is karto panaudojus, kad baty iSvengta nugaravimo ir mikrobinio uzkrato.

= Pirma karta atidarius ir po ilgalaikio laikymo patikrinti konjugato ir kontroliy dangtelius dél mikrobinio uzkrato.

. Tam, kad iSvengti kryzminio uzkrato ir netiksliy rezultaty pipette pilti medziagas tiksliai | Sulineliy apacia.

PERSPEJIMAS: Naudojama Bronidokso L koncentracija beveik neturi jokio toksikologinio poveikio odai ir geleivinei!

PERSPEJIMAS: Sieros ragstis dirgina akis ir oda. Laikyti vaikams nepasiekiamoje vietoje. Kontakto su akimis atveju, plauti vandeniu ir

asikonsultuoti su gydytoju!
p gydy

12.1. Atlieky $alinimas

Chemikaly ir preparaty liekanos dazniausiai yra laikomos pavojingomis atlickomis. Tokiy atlieky tvarkymas yra kontroliuojamas valstybiniy
ir regioniniy jstatymy ir taisykliy. Susisiekite su vietine valdzia arba atlieku tvarkymo imonémis, kurios patars, Kaip tvarkyti pavojingas
atliekas.
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14. UZSAKYMO INFORMACIJA

Prod. Nr..  ENTGO0140 Entamoeba histolytica 1eG-ELISA (96 reakcijos)




TYRIMO SISTEMA

Entamoeba histolytica 19G-ELISA

Testo paruoSimas

Paruoiti reagentus ir méginius kaip aprasyta. )
Sudaryti pasiskirstymo bei identifikavimo plang visiems pavyzdziams ir kontroléms rezultaty
lape, pateikiamame rinkinyje.
Surinkti reikalinga skaiciy mikrotitravimo juosteliy ar Sulineliy ir patalpinti stovelyje.

Tyrimo atlikimas

* Substratas Neiwgiama ,, Teig;iama Pabaigiimb Meéginys
vz AD kontrol¢ kontrole kontrolé (skicdimas 1+100)
Neigiama kontrole - 100ul :
Teigiama kontrole - - 100pl
Pabaigimo (cut:
off) kontrole . . . Py
Meéginys ) . )
(skicdimas 1+100) ‘ ) Lo

Uzdengti ulinélius folija, esancia rinkinyje
Inkubuoti 1 h 37°C temperaturoje
Plauti kiekviena Sulinelj tris kartus 300ul plovimo tirpalo
Konjugatas l - [ 100pl l 100pl I 100ul ‘ 100ul
Uzdengti $ulinélius folija, esancia rinkinyje
Inkubuoti 30 min kambario temperaturoje
Plauti kiekvieng Sulinelj tris kartus 300u! plovimo tirpalo

TMB substratas | 100ul | 100ul | rooul | toowl [ 100ul
lnkubuotl tiksliai 15 min kambario temperaturo;e tamsoje
Stop tirpalas | 100ul [ 100l 1 1oout | 1ooul | 100p!

Fotometrinis matavimas 450 nm (standartinis bangos ilgis: 620 nm)
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