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PASKIRTIS
Greitas kokybinis chromatografinis Noroviruso/ Rotaviruso/ Adenoviruso nustatymas iSmatose. Skirtas profesionaliam naudojimui in vitro

diagnostikai.

BENDRA INFORMACIJA

Noroviruso tyrimas — greitas kokybinis chromatografinis noroviruso nustatymas Zzmogaus fekalijose. Reakcijoje dalyvauja specifiniai antiklinai
reguojantys su fekalijose esanciais noroviruso antigenais.

Norovirusas (NoV) genetiSkai skirtingy grupiy pavienés ribonukleoninés ragsties dalys priklausancios Kalikiviridaja Seimai. Taip pat jie vadinami ir
,smulkios apvalios struktdros virusai (STVS) ir jy sistematika buvo nustatyta naudojant Siuolaikines molekulines technologijas. Nustatyti keturi
SRSV antigeny tipai, Siuo metu nustatyti trys Noroviruso genotipai. 1ir 2 genotipai yra badingi Zmoniy infekcijoms, 3 genotipas yra susijes su jauciy
ir kiauliy infekcijomis.

Norovirusas - imus gastroenteritas dazniausiai badingas jvairioje darbo aplinkoje. Tai uzkreCiama infekcija, kuria gali sukelti kelios patekusios
dalelés. UzsikreCiama per maista ar vandenj jj nurijus ar perduodama zmogaus Zmogui. Ji perduodama fekaliniiu-oralinii bady ar per org. Infekcija
yra Ominé, daznai $velni, plintanti $eimos rate, daZnai vyresnio amziaus. Inkubacinis periodas gali biti 24-48 valandos, kartais net 12 valandy. Siuo
virusu galima uzsikrésti maitinimo jstaigoje, ligoninéje, kitose vieSuose vietose. Labai svarbu Sig infekcijg nustatyti ir gydyti kadikius, vyresnio
amziaus ir silpnos sveikatos pacientus.

Rotaviruso ir Adenoviruso tyrimas — greitas kokybinis chromatografinis rotaviruso ir adenoviruso nustatymas Zmogaus fekalijose. Tyrimo laikas —
15 minuciy. Reakcijoje dalyvauja specifiniai antikinai kreguojantys su fekalijose esandiais rotaviruso ir adenoviruso antigenais.

Umi diaréja — itin paplitusi vaiky tarpe ir dazna mir§tamumo prieZastis besivystancgiose $alyse [1]. Rotaviruso sukeliamas Gmus gastroenteritas
dazniausiai badingas maziems vaikams [2]. Pirmg kartg Sis virusas buvo nustatytas 1973 metais tyringjant kudikiy gastroenteritg sukeliama
netumios bakterinés infekcijos. Rotavirusas plinta oro laseliniu, fekalijy badais, inkubacinis periodas 1-3 dienos. Antigeno nustatymo tyrimams
tinkamiausi éminiai surinkti 2-5 dienomis susirgus, taip pat rotavirusas gali bati nustatomas tol kol yra diaréja. Rotaviruso sukeltas gastroenteritas
gali bati mirtinai pavojingas Sioms Zmoniy grupéms: kadikiams, senyvo amziaus bei paZeisto imuniteto pacientams [3]. Rotavirusas suaktyvéja
Saltuoju metu periodu, dazniausiai ziema. Buvo stebéta endeminiy ir epideminiy apie tokstan¢io zmoniy atvejy [4]. Buvo tirti su Gminém zarnyno
ligomis hospitalizuoty vaiky atvejai, apie 50% atvejy pasitvirtino Rotaviruso sukéléjas. Virusas dauginasi lIgsteliy branduoliuose ir turi citopatinj
poveikj (CPE). Rotavirusa sunku iSauginti, todél buvo iSvystytas rotaviruso nustatymo fekalijose metodas.

Zarnyno adenovirusas, visy pirma Ad40 ir Ad41, po rotavirusy daZniausi diaréjos sukeléjai [6,7,8,9]. Sis virusinis patogenas nustatomas visame
pasaulyje istisus metus. Sis virusas daZniausiai nustatomas vaikams iki 2 mety, ta¢iau galimas visoms amZiaus grupéms. Tolesni tyrimai parodé
adenovirusai padaro apie 15% visy hospitaliniy Zarnyno susirgimo atvejy [5,6,7,8,9]. Greita Adenoviruso diagnostika svarbi nagrinéjant
gastroenteretito etiologija. Kiti diagnostikos metodai, pvz. elektroniné mikroskopija, nukleino rigsties hidrolizacija, yra brangs ir reikalauja daugiau
darbo. Todél atlikus greitg tyrimg tolesné aparatariné diagnostika néra batina.

REAKCIJOS PRINCIPAS

Norovirusi nustatymas fekalijose — kokybinis viruso nustatymas Zmogaus fekalijose. Tyrimo plok$telés membranos reakcijos zona yra dengta 1 ir
2 genotipo antikinais prie$-noroavirusg. Reakcijos eigoje méginys reaguoja su dalelémis dengtomis antikiinais prie$-norovirusa, susidares junginys
membrana juda aukS$tyn reaguodamas su antikinais prie$-norovirusg, plokstelés tyrimo rezultato zonoje pasikeicia juostelés spalva. Juostelés
spalvos pasikeitimas parodo teigiama reakcijos rezultata, o jei spalvos pasikeitimo néra, tai neigiamas reakcijos rezultatas. Tyrimo kontrolei yra
paruosta kontrolés zona plokstelés membranoje, Si spalviné juosta turi atsirasti visose reakcijose ir parodo, kad tyrimo eiga yra teisinga, tyrimui
naudojami tinkami reagentai ir méginiai.

Rotavirusi ir Adenoviruso nustatymas fekalijose — kokybinis ofrotaviruso nustatymas zmogaus fekalijose. Tyrimo plokstelés membranos
reakcijos zona T1 yra dengta antikiinais pries-rotavirusg ir membranos reakcijos zona T2 yra dengta antikQinais prie§-adenovirusg. Reakcijos eigoje
meéginys reaguoja su dalelémis dengtomis antiklnais prie$-rotavirusg ir prieS-adenovirusg, susidares junginys membrana juda auksStyn
reaguodamas su antiklnais prie$-rotavirusg ir prieS-adenovirusa, plokstelés tyrimo rezultato zonoje pasikei€ia juostelés spalva. Juostelés spalvos
pasikeitimas parodo teigiama reakcijos rezultatg, o jei spalvos pasikeitimo néra, tai neigiamas reakcijos rezultatas. Tyrimo kontrolei yra paruosta
kontrolés zona plokStelés membranoje, Si spalviné juosta turi atsirasti visose reakcijose ir parodo, kad tyrimo eiga yra teisinga, tyrimui naudojami
tinkami reagentai ir méginiai.

REAGENTAI
Noroviruso tyrimas
Plokstelé dengta 1 ir 2 genotipo antikiny prie$-norovirusg dalelémis ir membrana dengta antiklnais prie$ norovirusa.
Rotaviruso ir Adenoviruso tyrimas
Plokstelé dengta antikiny prie$-rotavirusa/prieS-adenovirusg dalelémis.

ISPEJIMAI

Skirta tik profesionaliam naudojimui in-vitro diagnostikai. Nenaudoti pasibaigus galiojimo laikui.
Plokstele galima iSpakuoti tik prie$ tyrima.

Darbo aplinkoje negalima valgyti, gerti, rakyti.

Tyrimui nenaudoti paZeistos pakuotés.

Atliekant tyrimus bdtina laikytis darbo su pavojingomis infekcijomis reikalavimuy.

Tyrimo metu dévekite darbinius rdbus, pirstines, apsauginius akinius.

Utilizuojant laikykités bendros darbo laboratorijoje tvarkos.

Aplinkos drégmé ir temperatira gali jtakoti tyrimy rezultatus.

Ekstrakciniai tirpalai Noroviruso ir Rotaviruso/Adenoviruso tyrimams yra skirtingi.
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LAIKYMAS IR STABILUMAS
Rinkinys gali bati laikomas kambario temperatiroje 2-30° C temperatiroje. Tyrimo plokstelés stabilumas yra iki datos nurodytos ant pakuotés.
Ploksteles iSpakuokite tik pries tyrimg. Negalima uzSaldyti. Nenaudoti pasibaigusio galiojimo laiko reagenty.

EMINIU SURINKIMAS
o  Tyrimy surinkimui tinkamiausiai éminiai rinkti esant dmiems atvejais. Buvo nustatyta, kad tinkamiausi Siems tyrimams éminiai surinkti 3-
13 dminés infekcijos dieng. Jei éminiai surenkami véliaus ir dar pasibaigus diaréjai, tai surinkto éminio sudétyje gali bati per maza
rotaviruso koncentracija ir tyrimo rezultatas bus neigiamas.
o  Eminiai turi bati surenkami j $varius, sausus, sandarius indelius be detergenty, stabilizatoriy ar transportiniy terpiy.
o  Prie§ naudojima reagentai turi bati kambario temperatiros.
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RINKINIO SUDETIS

o  Tyrimo plokstelés
Méginiy surinkimo indeliai su ekstrakciniu buferiu (Rota/Adeno tyrimams)
Méginiy surinkimo indeliai su ekstrakciniu buferiu (Noro tyrimui)
Lasintuvai
Naudojimo instrukcija

O O O O

TYRIMAMS PAPILDOMAI REIKALINGOS PRIEMONES
Méginiy surinkimo indeliai fekalijoms, atlieky konteineris, chronometras, 80ul pipetés

TYRIMO EIGA

Prie$ tyrima visi reagentai turi bati kambario temperatdros 15-30° C.

1. Fekalijy éminio surinkimas: j Svary ir sausg indelj surinkite atitinkama kiekj fekalijy (1-2ml, 1-2g). Rekomenduojamg tyrimg

atlikti 6 valandy laikotarpyje po éminio surinkimo. Prie$ tyrimg éminys gali bati laikomas Saldytuve 2-8° C temperataroje 3

dienas, jei laikysite ilgiau $aldykite tai -20° C.

2. Méginio paruoSimas:

Pastaba: kiekvienas fekalijy éminys turi biti iStirpintas 2 skirtinguose ekstrakciniuose tirpaluose, t.y. viename tirpale

iStirpintos fekalijos skirtos Noroviruso nustatymui, kitame tirpale iStirpintos fekalijos skirtos Rota/Adeno virusy

nustatymui.

a) kietos fekalijos: nuimkite mégintuvélio dangtelj ir paimkite fekalijy iS trijy skirtingy éminio viety, viso apie 50mg, éminio

paémimui naudokite ne Saukstelj, o lopetéle.

b) skystos fekalijos: j mégintuvélj su ekstrakciniu buferiu pipete perkelkite apie 2 laSus (apie 50ul) fekalijy

Dangteliu uzdenkite mégintuvél; ir viduje esantj skystj iSmaiSykite, taip paruoSiamas skystas fekalijy méginys. Palikite 3 minutes

pastovéti.

3. Tyrimo plokstele pries tyrimg iSpakuokite i§ hermetinés pakuotés ir rekomenduojama panaudoti valandos laikotarpyje.

Plokstelé turi bati kambario temperatiros. ISpakuotg plokstele rekomenduojama panaudoti i$ karto iSpakavus.

4. Noroviruso tyrimas: nuimkite éminio surinkimo indelio dangtelj ir j Noro tyrimo ploksteléje esantj méginio S zong jlaSinkite 2

lasus paruosto méginio (80ul), venkite, kad nesusidarytu oro burbulai, fiksuokite reakcijos pradzig, zr. iliustracijg zemiau.
Rotaviruso/ Adenoviruso tyrimas: nuimkite éminio surinkimo indelio dangtelj ir j Rota/Adeno tyrimo ploksteléje esantj

méginio S zong jlasinkite 2 laSus paruosto méginio (80ul), venkite, kad nesusidarytu oro burbulai, fiksuokite reakcijos pradzia,

Zr. iliustracijg Zemiau.

5. Po 15 minudiy jvertikite reakcijos rezultatg. Praéjus 20 minuciy rezultato nebegalima vertinti.

Pastaba: jei uzlaSintas méginys nejuda membrana link reakcijos zonos, tai tyrimg bdtina pakartoti pries$ tai paruo$tg méginj

nucentrifuguojant, tokiu atveju tyrimui panaudojama 80u nucentrifuguoto supernatanto.
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REZULTATUY INTERPRETAVIMAS

Noroviruso tyrimo zona ploksteléje

T1ir T2 teigiami: atsiranda 3 aiSkio spalvos linijos: viena — kontrolés linija (C ), ir kitos dvi linijos , t.y. T1 ir T2.

T1 teigiamas : iSrySkéja 2 aiSkios spalvos linijos: viena T1, t.y. genotipas 1 vertinimo zonose, o kita kontrolés (C) zonoje

T2 teigiamas : iSrySkéja 2 aiSkios spalvos linijos: viena T2, t.y. genotipas 2 vertinimo zonose, o kita kontrolés (C) zonoje

Pastaba: spalvos intensyvumas rezultato vertinimo zonoje parodo sukeléjo koncentracijg iSmatose. Bet koks spalvos pasikeitimas tyrimo
zonoje vertinamas kaip teigiamas rezultatas.

Rota/Adeno tyrimo zona ploksteléje

Rotavirusas teigiamas - jei kontrolés zonoje (C ) ir vertinimo zonoje (T2) atsiranda aiSkio spalvotos juostelés.

Adenovirusas teigiamas - jei kontrolés zonoje (C ) ir vertinimo zonoje (T1) atsiranda aiskio spalvotos juostelés.

Rotavirusas ir Adenovirusas teigiami - jei kontrolés zonoje (C ) ir vertinimo zonose (T1 ir T) atsiranda ai$kio spalvotos juostelés.

Pastaba: spalvy intensyvumas (T1 ir T2) zonose priklauso nuo rotaviruso ir adenoviruso antigeny koncentracijy tiriamajame méginyje, bet
koks spalvy pasikeitimas tyrimy zonose yra vertinamas kaip teigiamas rezultatas.

Neigiamas : jei tyrimo zonose spalvinio pasikeitimo néra, o kontrolés zonoje atsiranda 1 spalvota linija, rezultatas neigiamas ir tinkamas
vertinti.



Klaidingas : jei kontrolés zonoje ir/ar tyrimo zonoje spalvinio pasikeitimo néra, tai rezultatas netinkamas vertinti. Tyrimg bdtina pakartoti i$

naujo. Pastebéjus pakartotinus nesklandumus nebenaudokite to rinkinio ir praneskite gamintojui ar jo atstovui.

KOKYBES KONTROLE

Vidiné kokybés kontrolé yra integruota kiekviename tyrime. Reakcija C — kontrolés zonoje parodo, kad tyrimas atliktas teisingai ir visi naudojami

reagentai yra tinkami vartojimui.

ISoriné kokybés kontrolé nejeina j rinkinio sudétj. Gera laboratoriné praktika rekomenduoja jas naudoti.

TYRIMO APRIBOJIMAI

1. Skirta in vitro diagnostikai. Gali bati naudojama tik Noroviruso/ Rotaviruso/ Adenoviruso nustatymams. Jei norima vertinti virusy
koncentracijg, tai reikia atlikti kiekybinius tyrimus.

2. Nustato Norovirusa/ Rotavirusa/ Adenovirusg fekalijose, vertinant galutinj rezultatg batina jvertinti kitus tyrimus ir klinikinius duomenis.

3. Tiriant kadikius iki vieny mety galimi klaidingi teigiami rezultatai.

4. Gavus neigiamg rezultatg, o klinikiniams simptomams esant teigiamiems buatina atlikti papildomus RT-PCR testinius tyrimus. Neigiami
greity tyrimy rezultatai dar nepaneigia galimas virusy mazas koncentracijas.

LAUKIAMI REZULTATAI

Tyrimy rezultatai naudojant Siuos rinkinius buvo palyginti su kitais komerciniais rinkiniais, rezultaty atitikimas 94,0%.

PAGRINDINES CHARAKTERISTIKOS
Klinikinis jautrumas, specifiSkumas ir tikslumas

Norovirusas

Viso buvo istirti vaiky ir jaunuoliy 70 méginiai, tyrimy rezultatai lyginti su rezultatais gautais tyrimams panaudojant RT-PCR metods.

Tyrimo rezultatai parodé, kad santykinis $io tyrimo jautrumas 95,7%, o santykinis specifiSkumas 91,7%.
Noroviruso nustatymas ploksteléje metodo palyginimas su RT-PCR metodu

Metodas RT-PCR agliutinacija Bendri rezultatai
Noroviruso nustatymas Rezultatai Teigiama Neigiama
ploksteléje Teigiama 44 2 46
Neigiama 2 22 24
Bendri rezultatai 46 24 70

Santykinis jautrumas: 95,7 % (95%Cl: 85,2%~99,6%)

Santykinis specifiSkumas: 91,7% (95%CI: 73,00%~99,0%)

Tikslumas: 94,3% (95%ClI: 86,0%~98,4%)

Rotavirusas

Viso buvo istirti vaiky ir jaunuoliy 501 méginiai, tyrimy rezultatai lyginti su rezultatais gautais tyrimams panaudojant latekso agliutinacijos metoda.

Tyrimo rezultatai parodé, kad santykinis Sio tyrimo jautrumas 97,3%, o santykinis specifiSkumas 97,1%.
Rotaviruso nustatymas ploksteléje metodo palyginimas su latekso agliutinacijos metodu

Metodas Latekso agliutinacija Bendri rezultatai
Rotaviruso nustatymas Rezultatai Teigiama Neigiama
ploksteléje Teigiama 251 7 258
Neigiama 7 235 245
Bendri rezultatai 258 243 501

Santykinis jautrumas: 97,3 % (95%ClI: 94,5%~98,9%)

Santykinis specifiSkumas: 97,1% (95%CI: 94,2%~98,8%)

Tikslumas: 97,2% (95%ClI: 95,4%~98,5%)

Adenovirusas

Viso buvo istirti vaiky ir jaunuoliy 381 méginiai, tyrimy rezultatai lyginti su rezultatais gautais tyrimams panaudojant latekso agliutinacijos metoda.

Tyrimo rezultatai parodé, kad santykinis Sio tyrimo jautrumas 95,2%, o santykinis specifiSkumas 97,7%.

Adenoviruso nustatymas ploksteléje metodo palyginimas su latekso agliutinacijos metodu

Metodas Latekso agliutinacija Bendri rezultatai
Adenoviruso nustatymas Rezultatai Teigiama Neigiama
ploksteléje Teigiama 118 6 124
Neigiama 6 251 257
Bendri rezultatai 124 257 381

Santykinis jautrumas: 95,2 % (95%CI: 89,8%~98,2%)

Santykinis specifiSkumas: 97,7% (95%ClI: 95%~99,1%)

Tikslumas: 96,8% (95%CI: 94,6%~98,4%)

TIKSLUMAS vidinis

Siam tyrimui buvo naudoti 10 méginiy replikos: neigiamos, silpnai teigiamos, teigiamos, stipriai teigiamos. Rezultatai atitiko >99%.

TIKSLUMAS iSorinis

Siam tyrimui buvo naudoti 10 meginiy replikos: neigiamos, silpnai teigiamos, teigiamos, stipriai teigiamos. Rezultatai atitiko >99%.

KRYZMINES REAKCIJOS B

Buvo vertinti reakcijy aktyvumai 10x10° organizmy/ml. Siy organizmy reakcijos su norovirusu fekacijose gavosi neigiamos:
Staphylococcus aureus Proteus mirabilis Neisseria gonorrhea

Pseudomonas aeruginosa Acinetobacter spp. Group B Streptococccus
Enterococcus faecalis Salmonella choleraesius Proteus vulgaris
Group C Streptococcus Gardnerella vaginalis Enterococcus faecium
Klebsiella pneumoniae Acinetobacter calcoaceticus Hemophilus influenzae
Branhamella catarrhalis E. coli Neisseria meningitidis
Candida albicans Chlamydia trachomatis
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