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1.

Ugel pouziti

Tento pfipravek ELISA slouZzi k prokazovani skupinové specifickych protilatek 1gG, IgA a IgM proti enterovirdm v lidském séru.

2. Princip testu
Protilatka (IgG, IgA) hledana v lidském séru tvofi s antigenem fixovanym na mikrotitrovaci desti¢ce imunokomplex.
Nenavazané imunoglobuliny se vymyji. Na tento komplex se navaze enzymovy konjugat. Nenavazané imunoglobuliny se
opétl vymyji.
Po pfidani substratového roztoku (TMB) vznikne enzymovou aktivitou (peroxidaza) modré barvivo, jez se po pfidani
zastavovaciho roztoku zméni na Zluté.
Protilatka (IgM) hledana v lidském séru reaguje tak jak je popsano pro IgA a IgG. Spolu s antigenem povrstvenou mikrotitrovaci
destickou (testovaci prouzky) je dodana také druha mikrotitrovaci destiCka (referenéni prouzky). Rozdil v barevné intenzité
mezi testovacimi a referencnimi prouzky je méfitkem mnozstvi vazanych protilatek.
3. Obsah soupravy
3.1 Testovaci kit IgG
1. 1 mikrotitrovaci desticka, sestavajici z 96 odlomitelnych jednotlivych dutinek (kavit), povrstvenych antigenem,
lyofilizovana,
2. zred'ovaci pufr PBS (modry, v pouziti schopném stavu), 2 x 50 ml, pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20
3. promyvaciroztok PBS (20x koncentrovany) 50 ml, pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20
4. negativni kontrola IgG, 2000 pl lidského séra se stabilizatory proteint a konzervaénim prostfedkem, v pouziti schopném
stavu,
5. hraniéni kontrola IgG cut-off, 2000 pl, lidské sérum se stabilizatory proteind a konzerva¢nim prostfedkem, v pouziti
schopném stavu,
6. pozitivni kontrola IgG, 2000 pl, lidské sérum se stabilizatory proteint a konzervaénim prostfedkem, v pouZziti schopném
stavu,
7. konjugéat IgG (antihumanni), 11 ml, (ov¢i nebo ostrucha kfivo¢ara)-kien-peroxidaza-konjugat s proteinovymi
stabilizatory a konzerva¢nim prostfedkem v THAM, pfipraveny k pouziti
8. roztok substratu v tetrametylbenzidinu (3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin), 11 ml, v pouziti schopném stavu,
9. citronanovy zastavovaci roztok, 6 ml, obsahujici smés kyselin.
3.2 Testovaci kit IgA
1. 1 mikrotitrovaci desticka, sestavajici z 96 odlomitelnych jednotlivych dutinek (kavit), povrstvenych antigenem,
lyofilizovana,
2. zred'ovaci pufr PBS (modry, v pouziti schopném stavu), 2 x 50 ml, pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20
3. promyvaci roztok PBS (20x koncentrovany) 50 ml, pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20
4. negativni kontrola IgA, 2000 pl lidského séra se stabilizatory protein(i a konzervac¢nim prostiedkem, v pouziti schopném
stavu,
5.  hranic¢ni kontrola IgA cut-off, 2000 pl, lidské sérum se stabilizatory protein a konzerva¢nim prostredkem, v pouziti
schopném stavu,
6. pozitivni kontrola IgA, 2000 pl, lidské sérum se stabilizatory proteint a konzervaénim prostfedkem, v pouziti schopném
stavu,
7. konjugét IgA (antihuménni), 11 ml, konjugét (ov¢i nebo ostrucha kfivo€ara) kfen - peroxidaza s FCS a konzerva¢nim
prostfedkem v tris- pufru, v pouziti schopném stavu,
8. roztok substratu v tetrametylbenzidinu (3,3’,5,5’-tetrametylbhenzidin), 11 ml, v pouziti schopném stavu,
9. citronanovy zastavovaci roztok, 6 ml, obsahujici smés kyselin.

3.3 Testovaci kit IgM
Box 1
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1. 1 mikrotitrovaci desticka (testovaci prouzky), sestavajici z 96 odlomitelnych jednotlivych dutinek (kavit),
povrstvenych antigenem, lyofilizovana,

2. zred'ovaci pufr PBS (modry, v pouziti schopném stavu), 3 x 50 ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20

3. roztok substratu v tetrametylbenzidinu (3,3’,5,5’-tetrametylbenzidin), 2 x 11 ml, v pouziti schopném stavu,

1. 1 mikrotitrovaci desticka (referenc¢ni prouzky), sestavajici z 96 jednotlivych povrstvenych odlomitelnych dutinek
(kavit), lyofilizovana,

2. promyvaci roztok PBS (20x koncentrovany) 2 x 50 ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20

3. negativni kontrola IgM, 4000 pl lidského séra se stabilizatory proteint a konzervaénim prostfedkem, v pouziti
schopném stavu,

4. hraniéni kontrola IgM cut-off, 4000 pl, lidské sérum se stabilizatory proteint a konzervaénim prostfedkem, v pouziti
schopném stavu,

5. poazitivni kontrola IgM, 4000 pl, lidské sérum se stabilizatory proteind a konzerva¢nim prostfedkem, v pouziti
schopném stavu,

6. konjugéat IgM (antihumanni), 2 x 11 ml, konjugat (ov¢i nebo ostrucha kfivo€ara) kfen - peroxidaza s FCS a
konzervaénim prostfedkem v tris- pufru, v pouziti schopném stavu,

7. citronanovy zastavovaci roztok, 2 x 6 ml, obsahujici smés kyselin.

4. Skladovani a stabilita testovaciho kitu a reagencii pripravenych k pouziti

Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Doba expirace jednotlivych reagencii je vyznaCena na pfislusném Stitku; doba
expirace soupravy je uvedena v Certifikatu kontroly kvality.
1. Po odebrani potfebnych jednotlivych jamek uskladnéte zbyvajici ¢ast jednotlivych jamek/stript v uzavieném sacku.se
susidlem pfi teplot& 2 - 8°C. Cinidla ihned po pouZiti uskladnéte opét pi teploté 2 - 8°C.
2. Konjugat a substratovy roztok TMB jsou citlivé na svétlo a musi byt skladovany ve tmé.
Pokud by se substratovy roztok zabarvil, musi byt zlikvidovan.
3.  Odebirejte pouze takové mnozstvi konjugatu, resp. TMB, jez je potfeba pro dané testovani. V pfipadé, Ze jste odebrali
prili§ velké mnozstvi konjugatu, resp. TMB, nesmi se vracet zpét a musi byt zlikvidovan.

Materidl Stav Skladovani Stabilita
zkugebni vzorky zfedény +2 az +8°C max. 6h
nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
+2 az +8° (skladovani v sou¢asné
mikrotitracni desticka po otevieni dodaném sacku s vysouSecim 3 mésice
sackem)
revmatoidni faktor - nezfedény, po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
absorbent zfedény +2 az +8°C 1 tyden
konjugat po otevreni +2 az +8°C (chrante pred svétlem) 3 mésice
ey po otevFeni +2 a2 +8°C (chrafite pred svétiem) 3 mésice
zastavovaci roztok po otevfeni +2 az +8°C 3 mésice
po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
praci roztok po zfedéni (Q_Fipraveny k +2 a3 +25°C 4 tydny
pouziti)

5. Bezpecénostni opatieni a varovna upozornéni

1. Jako kontrolni séra se pouZzivaji pouze takova séra, ktera byla testovana a shledana negativnimi na protilatky proti
HIV1, HIV2, HCV a antigen HBsAg . Pfesto by mély byt vSechny vzorky, zfedéné vzorky, kontroly, konjugaty a
mikrotitraéni stripy povazovany jako potencialné infekéni material a podle toho by s nimi mélo byt opatrné zachazeno.
Pro préaci v laboratofi plati pfislu§né smérnice..

2. Soucasti obsahujici konzervacni latky, citratovy zastavovaci roztok a TMB pusobi drazdivé na kazi, oci a sliznice.

PFi kontaktu postizena mista ihned omyjte pod tekouci vodou a pfipadné vyhledejte Iékare.

3. Likvidace pouzitych materialt probiha podle pfislusnych smérnic platnych v dané zemi.
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6.

Dalsi potfebny material (neni soucasti dodavky)

7.

Destilovana/demineralizovana voda

Vicekanalova mikropipeta 50pl, 100pl

Mikropipety: 10ul, 100ul, 1000l

Zkumavky

Utérky z buniciny

Vicka na desticky ELISA

Odpadkové koSe na infekéni material

Ruéni nebo automaticka promyvacka ELISA mikrotitraénich destiCek

Mikrofotometr na mikrotitracni desticky s filtrem 450/620nm (Délka referencni viny 620-690nm)
Inkubétor

© ® N U~ ONRE
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Testovani

Predpokladem pro ziskani spravnych vysledkl je presné dodrzovani pracovniho predpisu firmy VIROTECH Diagnostics.

7.1 Testovany material

Jako zkoumany materidl Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni dllezity druh antikoagulancii), i kdyZ v tomto pfibalovém

letaku je zminéno pouze sérum.

Ztedéni pacientt pouzivejte vzdy Cerstva.

Pro pfipad delSiho skladovani je tfeba tato séra zmrazit. Zamezte opakovanému zamrazeni-rozmrazeni .

1. Pouzivejte pouze Cerstva, nikoli inaktivovana séra.

2. Nepouzivejte hyperlipidemické, hemolytické, mikrobialné kontaminované vzorky a zkalena séra (faleSné
pozitivni/negativni vysledky).

7.2 Priprava reagencii

Diagnostika VIROTECH Diagnostics System nabizi vysoky stupen flexibility tim, ze umoznuje nasazeni pufru k fedéni a
promyvani, TMB, citratového roztoku k ukonéeni reakce, jakoz i konjugatu pro vSechny Sarze a parametry. Kontroly k
okamzitému pouziti (pozitivni kontroly, cut-off kontroly, negativni kontroly) jsou specifické pro charakteristické hodnoty a
pouzivaji se_vyhradné s Sarzi desti€ek uvedenou v certifikatu kontroly kvality.

Inkubator nastavte na teplotu 37°C a pfed zapocetim inkubace zkontrolujte, zda bylo této teploty dosazeno.

Baleni s testovacimi stripy miiZzete oteviit az v dobé, kdy jsou jiz vSechna ¢inidla temperovana na pokojovou teplotu .
VSechny tekuté reagencie pred upotfebenim dobfe protfepte.

Koncentrat praciho roztoku doplrite na 1 litr Aqua dest./demin. (pfi pfipadné tvorbé krystalll koncentratu tento koncentrat
pred zfedénim nastavte na pokojovou teplotu a pfed pouzitim zatfepejte).

5. Vysoky titr IgG nebo reumatoidni faktor mohou narusit specificky prikaz IgM protilatek a mohou vést k fale$né pozitivnim,
resp. fale$né negativnim vysledkiim. Séra je tfeba pripravit pomoci RF-SorboTech (adsorpcni prostfedek
VIROTECH,). P¥i kontrolach IgM odpada predbézna adsorpce.

PN e

7.3 Provedenitestu ELISA VIROTECH

V8echny vzorky, které maji byt testovany, je tfeba v testu IgM otestovat jak na testovacich prouzcich (prouzcich s antigeny

enterovirll), tak i na referenénich prouzcich (prouzky s kontrolnim antigenem). Pfed provedenim testu je proto tfeba umistit

vedle sebe do drzaku potfebny pocet testovacich prouzku a referenénich prouzkl podle poétu vzork(. Pfitom smi byt spolu
kombinovany pouze testovaci prouzky a referencni prouzky s €isly sérii uvedenymi v certifikatu o kontrole kvality.

Testy na IgA nebo IgG jsou provadény pouze s jednou mikrotitrovaci destickou.

1. Do oznacenych jamek napipetujte 100ul zfedovaciho pufru na vzorek ( blank, slepa hodnota), negativni kontroly,
hraniéni kontroly a pozitivni kontroly IgG, IgM a IgA, a nafedénych sér pacienta. Doporu¢ujeme pouzit vzdy dvé
jamkyt ( slepa hodnota, kontroly a séra pacientd; hrani¢ni kontrola je vzdy ve dvou jamkach.. Pracovni zfedéni sér
pacienta : 1+100; nap¥. 10ul sérum + 1ml zfedovaciho pufru.

2. Po pipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ( desti¢ka se zakryje vickem).

3. Poukon&eni inkubace se jamky promyji ¢tyfikrat promyvacim roztokem 350 - 400ul na kazdou jamku. Promyvaci
roztok nenechte stat v jamkach a posledni zbytky kapaliny odstrarite vyklepanim na absorbujici podlozku.
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Napipetujte 100pl konjugatu do vSech jamek.

Inkubace konjugatu: po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C (pfikryto).

Po Inkubaci konjugatu nasleduje ¢tyfnasobné promyti (viz bod 3).

Napipetujte 100ul substratového roztoku TMB do kazdé jamky.

Inkubace roztoku substratu: 30 min. pfi teploté 37°C (se zakrytim, ulozeni v temnu).

Reakce substratu se zastavi citratovym stop roztokem: napipetuje se do vSech jamek po 50ul. Desti¢ku opatrné a

© ® N o oA

peclivé protfepte poklepanim se strany tak, aby se kapaliny zcela promichaly a obsah jamek je rovnomérné zluté
zabarven.

10. Zmeéfte absorbance pfi 450/620nm (Délka referenéni viny 620-690nm). Fotometr nastavte tak, aby OD slepé hodnoty
byl o odecteno od  absorbanci kontrol a vzork(.. Fotometrické méfeni by mélo byt provadéno do doby jedné hodiny po
pfidani zastavovaciho roztoku.

ISchéma provedeni testu viz posledni stranu

7.4  Pouziti analyzatora ELISA

V8echny testy ELISA VIROTECH Diagnostics mohou byt zpracovavany pomoci procesort ELISA. UzZivatel je povinen provést

pravidelnou validaci pfistroju.

VIROTECH Diagnostics doporuéuje nasledujici postup:

1. Pfi poskytnuti pfistroju, resp. vétsich opravach Vaseho procesoru ELISA doporucuje VIROTECH Diagnostics validaci
pfistroje podle parametrli stanovenych vyrobcem pfistroje.

2.V souvislosti s tim je doporu¢ovano analyzatoru ELISA prekontrolovat a pfezkouset pomoci validaéni sady
(EC250.00). Prekontrolovani pomoci validaéni sady by mélo byt provadéno minimalné jednou za étvrt roku.

3.  Pfi kazdém testovacim béhu museji byt splnéna kritéria propusténi do obéhu v souvislosti s Certifikatem o kontrole
kvality k pfislusnému vyrobku.

Tento postup zaruci bezvadnou funkci vaseho procesoru ELISA a navic slouzi k zajisténi kvality laboratore.

8. Vyhodnoceni testu

Ihned pouzitelné kontroly slouzi pro semikvantitativni stanoveni specifickych 1gG, IgA a IgM protilatek, jejichz koncentrace je
uvadéna v jednotkach VIROTECH (=VE). Vykyvy podminéné testovanim jsou vyrovnavany vypoctovou metodou, ¢imz je
dosahovana vysoka reprodukovatelnost. Pro vypocéet VE pouzijte stfedni hodnoty nebo OD-hodnoty.

8.1  Kontrola funkénosti testu (IgG a IgA)
a) Hodnoty optické hustoty
OD-hodnota slepého vzorku musi byt <0,15.
Hodnoty optické hustoty negativnich kontrol by mély byt niz&§i nez hodnoty optické hostoty uvadéné v certifikatu
o kontrole kvality, hodnoty optické hustoty pozitivnich kontrol i hraninich kontrol cut-off by se mély nachazet nad hodnotami
optické hustoty uvadénymi v Certifikatu o kontrole kvality.
b) Jednotky VIROTECH (VE)
Jednotky VIROTECH (VE) hrani¢nich kontrol cut-off jsou definovany 10 VE. Vypoctené VE pozitivnich kontrol by se mély
pohybovat uvnitf rozmezi uvadénych v certifikatu o kontrole kvality.
Pokud nejsou pozadavky (hodnoty optické hustoty, VE) spinény, musi byt test opakovan.

8.2 Kontrola funkénosti testu (IgM)

1. Od v8ech hodnot extinkci pozitivnich, hrani¢nich cut-off a negativnich kontrol, jakoz i hodnot sér pacientli na testovacich
prouzcich se odectou prazdné hodnoty (="testovaci hodnoty").

2. Od v8ech hodnot extinkci pozitivnich, hrani¢nich cut-off a negativnich kontrol, jakoZ i hodnot sér pacientt na referenénich
prouzcich se odectou prazdné hodnoty (="referenéni hodnoty").

3. Pro v8echny pozitivni, hrani¢nich cut-off a negativni kontroly, jakoZ i séra pacientl se vypoctou "rozdily testovacich
hodnot minus referenénich hodnot", a to tak, Ze od pfislusnych testovacich hodnot budou odeéteny odpovidajici
referenéni hodnoty.

a) hodnoty OD
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Rozdily mezi testovaci hodnotou a referenéni hodnotou negativnich kontrol by mély byt pod hodnotami OD uvedenymi v
certifikatu o kontrole kvality, rozdil mezi testovaci hodnotou a referenéni hodnotou pozitivnich kontrol jakoz i hrani¢nich kontrol
cut-off by mély byt nad hodnotami OD uvedenymi v certifikatu o kontrole kvality.

b) jednotky VIROTECH (VE)

Jednotky VIROTECH (VE) hrani¢nich kontrol cut-off jsou definovany s 10 VE. Vypoétené VE pozitivnich kontrol by mély lezet
uvnitf oblasti uvedenych v certifikatu o kontrole kvality.

Nejsou-li tyto pozadavky (hodnoty OD, VE) splnény, je tfeba test opakovat.

8.3  Vypocet jednotek VIROTECH (VE)
Absorbance slepé (450/620nm) musi byt od vSech absorbanci odectena.

VE pozitivni kontrola = OD pozitivn I.<ontrola x10
OD hrani¢ni
VE vzorek = M x10
ODhrani¢ni

8.4 Vypocet jednotek VIROTECH (VE) (IgM)
Extinkce prazdné hodnoty (450 / 620 nm) musi byt odectena od vSech extinkci.

rozdil (test.hodnota - referen¢. hodnota pozitivni kontroly)

x10

VE (pozitivnikontrola) -
rozdil (test.hodnota - referenc. hodnota hrani¢ni kontroly cut - off)

VE rozdil (test. hodnota - referenc. hodnota séra pacienta) <10
(sérumpacienta) = vy
rozdil (test. hodnota - referenc¢. hodnota hrani¢ni kontroly cut - off)

Priklad :
e OD na testovacim prouzku pozitivni kontroly : 0,853
e OD na referenénim prouzku pozitivni kontroly : 0,107
o rozdil testovaci hodn. - referenéni hodnota pozitivni kontroly : 0,746
e OD na testovacim prouzku hrani¢ni kontroly cut-off : 0,341
e OD na referenénim prouzku hrani€ni kontroly cut-off : 0,073
 rozdil testovaci hodn.- referenéni hodnoty hr. kontroly cut-off : 0,268
0,746
VE (pozitivnikontroly) = : x10=27,8
,268
8.5 Schéma vyhodnoceni IlgG, IgM a IgA
Vysledek (VE) Posouzeni
<9,0 negativni
9,0-11,0 hrani¢ni hodnoty
>11,0 pozitivni

1. Pokud se naméfené VE vzorku nachazeji nad hrani¢nimi hodnotami uvadéného rozmezi, povazuji se na tyto vzorky za
pozitivni.
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2.  Pokud se naméfené VE vzorku nachazeji v rozmezi hrani¢nich hodnot ( $eda zéna), vzorky se berou jako hrani¢ni.
Doporucuje se tyto vzorky opakované testovat z nového odbéru. Pro bezpecéné prokazani infekce je zapotrebi urcit obsah
protilatek ve dvou vzorcich séra. Jeden vzorek séra by mél byt podroben testu bezprostfedné po zacatku infekce, druhy
o 5 az 10 dni pozdéji (tzv. rekonvalescentni sérum). Koncentrace protilatek obou vzork(i musi byt zjiStovany paralelné, ;.
v jedné testovaci varce. Korektni diagnéza na zakladé vyhodnoceni vysledku testu jediného vzorku neni mozna.

3. Pokud jsou naméfené hodnoty mensi nez hrani¢niho rozmezi, nejsou ve vySetfovaném vzorku pfitomné zadné
antigenspecifické protilatky. Vzorky se povazuji za negativni.

8.6 Meze testu

Imunologicka odpovéd mlze byt homotyp nebo heterotyp. Homeotypické protilatky se zaméfuji na epitopy specifické pro

sérotyp, zatimco heterotypické protilatky rozpoznavaji epitopy, které jsou pro sérotypy identické nebo podobné.

Test VIROTECH-ELISA dokazuje kfizové reaguijici heterotypické protilatky proti enterovirim. pomoci horkem denaturovanych

antigenovych preparatl. Pfi stanoveni diagnézy ohledné existence enterovirové infekce je tfeba zohlednit nasledujici

skutecnosti :

1. Vyraznost reakce kFizové reagujicich epitopt na horkem deaktivované enteroviry miize vykazovat kvantitativni a
kvalitativni rozdily, podle toho, jaké typy sér a které izolaty byly pouzity pro preparaci antigend. Tomu odpovidajic mize
také variovat také spektrum heterotypickych protilatek, které je rozeznavano rdznymi testovacimi systémy.

2. Mnozstevni pomér homotypickych k heterotypickym protilatkdm v séru pacientd mize byt rozdilny. Zkoumani Kinga et al.
(6) naznaduji, ze v pribéhu prvni enterovirové infekce v détském véku se tvofi pfednostné homotypické protilatky, a
teprve ve vy$8im véku a po vy$§im poctu prodélanych enterovirovych infekci pfibyva podil heterotypickych protilatek. PFi
aplikaci testu VIROTECH-Enterovirus-ELISA proto mohou nastat negativni vysledky v téch pfipadech, ve kterych je
heterotypicka imunitni odpovéd oproti homotypické imunitni odpovédi jen slabé vyrazna.

3. Protoze test ELISA prokazuje i Polio-pozitivni séra, nelze vylouéit, Ze k pozitivnimu vysledku muze vést i pfipadné
obsazeny titr vyvolany ockovanim.

4.  Mezi enteroviry a hepatitidou A, Epstein-Barrovym virem (EBV), cytomegalickym virem (CMV) a rhinoviry byly popsany
kfizové reakce (7).

5. Kinterpretaci sérologickych vysledk( by mél byt vzdy pfibran klinicky obraz, epidemiologické Udaje a eventualné i dalsi
laboratorni nalezy, které jsou k dispozici.
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10. Schéma provedeni testu

Priprava vzorku a promyvaciho roztoku

V¥ Promyvaci roztok : koncentrat doplnit dest./ demin. vodou na 1 |

\4 ziedéni vzorky IgG/IgA v ziedéni vzorky IgM
1:101 1:101
adsorpce revmatoidniho faktoru pomoci
RF-SorboTech

napr.: napr.:
10 pl séra/plazmy + 1000 pl fediciho roztoku na vzorek 5 pl séra/plazmy + 450 pl Fediciho roztoku na vzorek +
(Fedici roztok na vzorek se pouziva pfimo) 1 kapka RF- SorboTech , inkubace pfi pokojové teploté

po dobu 15 minut

Schéma priubéhu testu

inkubace vzorkl po dobu 30 minut 100 pl zfedéného vzorku
pfi teploté 37°C 100 pl kontrol
blank (Fedici roztok na vzorek )
4 X promyt 400 ul promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat
inkubace po dobu 30 minut 100 pl konjugéatu
s konjugatem pfi teploté 37°C IgG, IgM, IgA
4 x promyt 400 pl promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat
inkubace po dobu 30 minut 100 pl substratu
se substratem pfi teploté 37°C ve tmé
Zastaveni reakce 50 yl stop roztoku
stop roztokem opatrné poklepat
zméfit absorbanci mikrofotometr pfri
450/620nm

(Délka referencni viny 620-690nm)
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