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1.

Paskirtis

VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA naudojamas mios erkinio encefalito viruso (vok. Frihsommer-Meningoenzephalitis-
Virus, TBE; angl. Tick-borne Encephalitis Virus, TBEV) infekcijos arba neseniai persirgtos infekcijos patvirtinimui arba antikany
po skiepijimo aptikimui.

Testo veikimo principas

Zmogaus serume ieSkomasis antikiinas sudaro imuninj kompleksg su antigenu, fiksuotu ant mikrotitry plokstelés. Plovimo
metu iSplaunami nesuristi imunoglobulinai. Su Siuo kompleksu po to jungiasi konjuguoti fermentai. Nesuristi imunoglobulinai
vél iSplaunami plovimo metu. Pridéjus substrato tirpalo (TMB), dél fermenty (peroksidazés) aktyvumo susidaro mélynas
daziklis, kuris, pridéjus fiksuojamojo tirpalo, pagelsta.

3. Pakuotés turinys (IgG ir IgM testavimo rinkinys)
1. 1 mikrotitry plokstelé, kurioje yra 96 atskiri, nulauziami antigeno liofilizatu dengti Sulinéliai;
2. PBS skiedimo buferis (mélynas, paruostas naudoti), 2x50 ml, pH 7,2, su konservantu ir polisorbatu 20 (,Tween 20);
3. PBS ploviklis (20x koncentruotas), 50 ml, pH 7,2, su konservantu ir polisorbatu 20 (,Tween 20%)
4. 1gG neigama kontroliné medziaga, 1300 pl, Zmogaus serumas su baltymy stabilizatoriais ir konservantu, paruosta
naudoti;
5. IgG slenkstiniy verciy kontroliné medziaga, 1300 pl, Zzmogaus serumas su baltymy stabilizatoriais ir konservantu,
paruosta naudoti;
6. IgG teigiama kontroliné medziaga, 1300 pl, Zmogaus serumas su baltymy stabilizatoriais ir konservantu, paruosta
naudoti;
7. IgM neigiama kontroliné medziaga, 1300 pl, Zmogaus serumas su baltymy stabilizatoriais ir konservantu, paruosta
naudoti;
8. IgM slenkstiniy veréiy kontroliné medziaga, 1300 pl, Zmogaus serumas su baltymy stabilizatoriais ir konservantu,
paruosta naudoti;
9. IgM teigiama kontroliné medziaga, 1300 pl, Zmogaus serumas su baltymy stabilizatoriais ir konservantu, paruosta
naudoti;
10. Konjuguotas IgG (prie$ Zzmogaus imunoglobuling), 11 ml, (avies arba ozkos) konjugatas su krieny peroksidaze, su
baltymy stabilizatoriais ir konservantu, tiekiamas , Tris* buferyje, paruo$tas naudoti;
11. Konjuguotas IgM (prie$ Zzmogaus imunoglobuling), 11 ml, (avies arba ozkos) konjugatas su krieny peroksidaze, su
fetaliniu jauciy serumu (angl. FCS) ir konservantu, tiekiamas ,Tris" buferyje, paruostas naudoti;
12. Tetrametilbenzidino substrato tirpalas (3,3",5,5"TMB), 11 ml, paruo$tas naudoti;
13.  Citratinis fiksavimo tirpalas, 6 ml, su rag$¢iy misiniu.
4. Testavimo rinkinio ir paruosty naudoti reagenty laikymas ir tinkamumo laikas
Laikykite testavimo rinkinj 2—8 °C temperatdroje. Atskiry komponenty tinkamumo laikas nurodytas atitinkamose etiketése;
rinkinio tinkamumo laikg Zr. kokybés kontrolés sertifikate.
1. Paéme reikiamg kiekj Sulinéliy, likusius Sulinélius/juosteles laikykite uzdarame maiSelyje su sausikliu 2-8 °C
temperataroje. Reagentus iSkart po naudojimo laikykite 2—8 °C temperatiroje.
2. Paruostas naudoti konjugatas ir TMB substrato tirpalas jautrls Sviesai ir turi bati laikomi tamsioje vietoje. Jeigu dél
Sviesos poveikio pakinta substrato tirpalo spalva, jis naudojimui nebetinka.
3. Imkite tik testy serijai reikalingg paruo$to naudoti konjugato arba TMB kiek|. Jeigu paéméte per daug konjugato arba
TBM, pertekliaus atgal supilti negalima, jj reikia iSpilti.
Medziaga Busena Laikymas Stabilumas
Tiriamieji méginiai Praskie_sti _ nuo +2 |k| +8 :C maks. 6 h
Nepraskiesti nuo +2 iki +8 °C 1 savaité
Kontrolés medziagos Po atidarymo nuo +2 iki +8 °C 3 ménesiai
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nuo +2 iki +8 °C (laikant kartu

Mikrotitry plokstelé Po atidarymo tiekiamame maiselyje su sausiklio 3 ménesiai
maiseliu)
Nepraskiesti, Po atidarymo nuo +2 iki +8 °C 3 ménesiai

RF SorboTech Praskiestas nuo +2 iki +8 °C 1 savaité

nuo +2 iki +8 °C (nuo Sviesos

Konjugatas Po atidarymo A 3 ménesiai
apsaugotoje vietoje)
Tetrametilbenzidinas . nuo +2 iki +8 °C (nuo Sviesos .
(TMB) Po atidarymo apsaugotaje vietoje) 3 ménesiai
Stabdantysis tirpalas Po atidarymo nuo +2 iki +8 °C 3 ménesiai
Po atidarymo nuo +2 iki +8 °C 3 ménesiai
: : Praskiestas iki reikiamos
Plovimo tirpalas koncentracijos (paruostas nuo +2 iki +25 °C 4 savaités
naudoti)
5. Atsargumo priemonés ir jspéjimai
1. Kontrolinéms medziagoms naudojamas serumas yra istirtas ir nustatyta, kad jis yra neigiamas ZIV1-AK, ZIV2-AK, HCV-
AK ir hepatito B pavirsinio antigenui, taCiau visus méginius, atskiestus méginius, kontrolines medziagas, konjugatus ir
mikrotitry juosteles reikia laikyti potencialiai uzkrec¢iamos medziagomis ir dirbant su jomis imtis atitinkamy atsargumo
priemoniy. Laikykités atitinkamy laboratorijos darbo taisykliy.
2. Komponentai, kuriuose yra konservanto, citratinio fiksavimo tirpalo ir TMB, dirgina oda, akis ir gleivines. Sgly¢io su Siomis
kino dalimis atveju nedelsiant nuplauti tekanciu vandeniu ir, jeigu reikia, kreiptis medicininés pagalbos.
3. Naudotas medziagas utilizuokite vadovaudamiesi atitinkamais Salies teisés aktais.
6. Reikalingos papildomos medziagos (nejeina j tieckimo komplekta)
1. Distiliuotas ir demineralizuotas vanduo;
2. Daugiakanalé pipeté: 50 pl, 100 pl;
3. Mikropipetés: 10 pl, 100 pl, 1000 pl;
4.  Reagenty buteliukai;
5.  Celiulioziniai ranksluosciai;
6. Dangtis ELISA ploksteléms;
7. BiologiSkai pavojingy atlieky konteineris;
8.  ELISA rankinis arba automatinis mikrotitry ploksteliy plautuvas;
9.  Mikrotitry ploksteliy spektrofotometras su 450/620 nm filtru (referencinis bangy ilgis 620-690 nm);
10.  Inkubatorius.
7. Testo eiga
Kad gautuméte teisingus rezultatus, batinai laikykités bendrovés ,VIROTECH Diagnostics” darbo proceso nurodymy.
7.1 Tiriamoji medziaga
Tyrimui galima naudoti seruma ir plazmg (Siuo atveju antikoagulianty rasis reikSmés neturi), nors Siame pakuotés lapelyje
nurodytas tik serumas.
Pacienty méginiy skiedinius visada paruoskite SvieZiai.
Serumo méginius, kuriuos reikia laikyti ilgiau, uzSaldykite. Negalima kelis kartus atitirpinti uz§aldyty méginiy.
1.  Naudokite tik SvieZius, neiSaktyvintus serumo méginius.
2. Nenaudokite hiperlipeminiy, hemoliziniy, mikrobiologiskai uzter§ty méginiy ir drumsto serumo (galima gauti klaidingai
teigiamus arba klaidingai neigiamus rezultaty).
7.2 Reagenty paruosimas
,»VIROTECH Diagnostics” sisteminés diagnostikos priemones galima naudoti labai lanksgiai, nes skiedimo ir plovimo buferius,
TMB, citratinj fiksavimo tirpalg bei konjugata galima naudoti neatsizvelgiant | parametrus ir partijas. Paruo$toms naudoti
kontrolinéms medziagoms (teigiamai kontrolinei medziagai, slenkstiniy ver€iy kontrolinei medziagai, neigiamai kontrolinei
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medziagai) taikytini specifiniai parametrai ir jas galima naudoti tik su kokybés kontrolés sertifikate nurodytos partijos

plokstelémis.

1. Inkubatoriuje nustatykite 37 °C temperatirg ir prieS pradédami inkubuoti patikrinkite, ar Si temperatira jau pasiekta.
2. Visus reagentus palaikykite kambario temperatiroje, tik po to atidarykite pakuote su diagnostinémis juostelémis.

3. Visus skystus komponentus prie$ naudojimg gerai pakratykite.

4.  Plovimo tirpalo koncentratg iki 1 litro papildykite distiliuotu (dejonizuotu) vandeniu (jeigu koncentrate yra susidariusiy

kristaly, prie$ skiesdami atSildykite jj iki kambario temperataros ir prie$ vartojimg gerai suplakite).

5. Didelé IgG arba reumatiniy veiksniy koncentracija gali turéti neigiamos jtakos IgM antikdiny aptikimui ir galima gauti
klaidingai teigiamus arba klaidingai neigiamus rezultatus. Serumus prie$ tai reikia apdoroti su ,RF-SorboTech*
(VIROTECH adsorbcine priemone). Atliekant IgM kontrole, pirminio adsorbavimo atlikti nereikia.

7.3 »VIROTECH" ELISA testo eiga
1. Kiekvienam testavimo ciklui pipete jlasinkite 100 ul paruosto naudoti skiedimo buferio (neutralioji verté), kontroliniy
medziagy ir praskiesty paciento serumo méginiy. Patartina visada atlikti du tyrimy ciklus (neutraliosios vertés, kontroliniy
ir paciento serumo méginiy); atliekant slenkstiniy verciy kontrole du ciklus atlikti batina. Darbinis paciento serumo
skiedimas: 1+100; pvz., 10 pl serumo + 1 ml skiedimo buferio.
2. Pipete jlaSinus medziagas, jos 30 minuciy inkubuojamos 37 °C temperatiroje (uzdengus).

3. Inkubavimo periodas baigiamas atliekant 4 plovimo ciklus, kiekvienam Sulinéliui iSplauti naudojant po 350-400 pl
ploviklio. Nepalikite ploviklio Sulinéliuose; skyscio liku¢iams pasalinti apverskite plokstele ant celiuliozinio ranksluosgio ir
pabelskite dugna.

4. Pipete j kiekvieng Sulinélj jlasSinkite po 100 pl paruosto naudoti konjugato.

5.  Konjugaty inkubacija: 30 min. 37 °C temperatiroje (uzdengus).

6. Inkubavimo periodas baigiamas atliekant 4 plovimo ciklus (zr. 3 punktg).

7. Pipete j kiekvieng Sulinélj jlasinkite po 100 pl paruosto naudoti TMB substrato tirpalo.

8.  Substrato tirpalo inkubacijos trukmé: 30 min. 37 °C temperatiroje (uzdengus, tamsioje vietoje).

9. Reakcijos su substratu fiksavimas: pipete j kiekvieng Sulinélj jlasinkite po 50 pl citratinio fiksavimo tirpalo. Atsargiai ir

atidziai papurtykite plokstele, kad gerai susimaiSyty visi skysciai ir matytumeéte vientisg geltong spalva.

10.  Ekstinkcijas iSmatuokite per 450/620 nm filtrg (referencinis bangy ilgis 620—690 nm);. Nustatykite fotometrg, kad i$ visy
kity ekstinkcijy bdty atimama iSmatuota neutralioji verté. Fotometrinj matavimg reikia atlikti per vieng valanda po
fiksuojamojo tirpalo pridéjimo.

Testo eigos schemg Zr. paskutiniame psl.

7.4 ELISA procesoriy naudojimas

Visus ,VIROTECH Diagnostics* ELISA tyrimus galima apdoroti ELISA procesoriais. Naudotojas jsipareigoja atlikti periodinj

prietaisy kalibravima.

Bendrové ,VIROTECH Diagnostics“ rekomenduoja atlikti Siuos veiksmus:

1. ligesnj laikg nenaudojant ELISA procesoriaus arba po didesnio remonto, bendrové ,VIROTECH Diagnostics®
rekomenduoja sukalibruoti prietaisg pagal prietaiso gamintojo nuorodas.

2. Po to patartina ELISA procesoriy patikrinti naudojant kalibravimo rinkinj (EC250.00). Tokig reguliarig patikrg su
kalibravimo rinkiniu reikia atlikti ne rec¢iau nei vieng kartg per tris ménesius.

3. Kiekvieno testo metu turi bati jvykdyti preparato kokybés kontrolés sertifikate nurodyti leidimo naudoti kriterijai.

Toks budas uztikrina nepriekaistingg Jasy ELISA procesoriaus veikima, o taip pat ir laiduoja laboratorijos darbo kokybe.

8. Testo rezultaty vertinimas

Paruostos naudoti kontrolinés medziagos skirtos pusiau kiekybiniam specifiniy 1gG ir IgM antikiiny nustatymui, koncentracijg
pateikiant ,VIROTECH® vienetais (vok. VE). Testo eigoje atsirade svyravimai kompensuojami matematiniu badu ir uztikrinamas
aukstas laipsnio atstatomumas. VE skaiciuojami pagal vidurinjjj OD verciy diapazona.

8.1 Testo funkcionalumo kontrolé:

a) OD vertés

Neutraliosios vertés OD verté turi bati < 0,15.
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Neigiamy kontroliniy medziagy OD vertés turi bdti mazesnés uz kokybés kontrolés sertifikate nurodytas OD vertes; teigiamy
kontroliniy medziagy ir slenkstiniy verciy kontroliniy medziagy OD vertés turi biti didesnés uz kokybés kontrolés sertifikate
nurodytas OD vertes.

b) ,VIROTECH?" vienetai (VE)

Nustatoma 10 ,VIROTECH® vienety (vok. VE) slenkstiniy verCiy kontroliniy medziagy VE verté. Apskai€iuota teigiamy
kontroliniy medziagy VE verté turi bati kokybés kontrolés sertifikate nurodytame diapazone.

Jeigu reikalavimai nejvykdyti (OD verc€iy, VE), testg reikia pakartoti.

8.2 »VIROTECH" vienety (VE) apskai¢iavimas
IS visy ekstinkcijy reikia atimti neutralios vertés (450/620 nm) ekstinkcija.

OD (teigiama kontrole
VE (teigiama kontrok = x10

O D (slenkstiniyyvercikontrok

OD (pacientoserumas)
VE (pacientoserumas) = x10
OD (slenkstiniy er¢r¢ kontrok

8.3 IgG ir IgM vertinimo schema
Rezultatas vertinimas Interpretavimas
(VE)
<9,0 neigiami AntiklQiny neaptikta
9.0 11,0 ribiniai Zymaus .antlkunq kon.c.entraclljf)s pa(.:hd?jlmo nenustatyta. N
Pakartoti testg arba (jeigu reikia) paimti antrg serumo méginj
Nustatytas zymus antikiiny koncentracijos padidéjimas
IgM:
o Umi infekcija
e Neseniai persirgta infekcija
e Skiepijimo metu susidare antikinai
>11,0 teigiami I9G:
e Neseniai persirgta infekcija
e Létiné infekcija
e  Skiepijimo metu susidare antikinai
Nuorodos

1. Kadangi VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA tyrimu negalima skiepijimo metu susidariusiy antikiny atskirti nuo
antikdiny po infekcijos, reikia atkreipti démesj j skiepijimy plana.

2. VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA tyrimas gali kryzmiskai reaguoti su kitais flavivirusais, todél, pvz., po uzsikrétimo
Dengé virusu arba skiepijimo nuo geltonosios karstinés, irgi gali bati nustatyta teigiama reakcija.

3. Taip pat létiniu erkiniu meningoencefalitu sergantiems pacientams IgM titras iki (7) mety gali i$likti padidéjes, o 1gG —
nepakites.

8.4 Testo interpretavimo apribojimai
Serologiniai rezultatai interpretuotini tik atsizvelgiant j klinikine bukle, epidemiologinius duomenis ir (jeigu yra) kitus
laboratoriniy tyrimy duomenis.
VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA tyrimas gali kryzmiskai reaguoti su kitais flavivirusais, todél, pvz., po uzsikrétimo Dengé
virusu arba skiepijimo nuo geltonosios karstinés, irgi gali bati nustatyta teigiama reakcija. 1zoliuoti arba tik Siek tiek padideje
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IgM antikdinai (be IgG) taip pat randami kaip kryzminé reakcija prie$ kitus flavivirusus arba su kitomis imuninés sistemos
stimuliacijomis, todél nepatvirtina diagnozés (8).
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10. Testo eigos schema

Paciento méginiy ir ploviklio paruoSimas

V Ploviklis: Koncentratg atskiesti dist./demin. vandeniu, kad susidaryty 1 litras
skyscCio

v IgG méginiai — atskiesti 1:101 v IgM méginiai — atskiesti 1:101
atlikti reumatiniy veiksniy adsorbcija su
»,RF-SorboTech*

Pvz.: Pvz.
10 pl serumo (plazmos) + 1000 pl skiedimo buferio 5 pl serumo (plazmos) + 450 pl skiedimo buferio +
(serumo skiedimo buferis paruostas naudoti) 1 laas ,RF-SorboTech* ir 15 min. inkubuoti kamb. temp.
Testo eiga
Méginiy inkubavimas 30 minugiy 37 °C 100 pl pacienty méginiai
temperatiroje Neutralioji verté (skiedimo buferis) ir
kontrolinés medZiagos
4 x plauti 400 pl ploviklis
gerai pabelsti, kad pasiSalinty perteklius
Konjugato inkubacija 30 minug¢iy 37 °C 100 pl konjugato
temperatiroje 1gG, IgM
4 x plauti 400 pl ploviklis
gerai pabelsti, kad pasiSalinty perteklius
Substrato inkubacija 30 minuciy 37 °C 100 pl substrato
temperatiroje
Fiksavimas 50 ul fiksavimo skysc¢io
atsargiai papurtyti, kad susimaisyty
Ekstinkcijos Fotometras su 450/620 nm
matavimas filtru
(referencinis bangy ilgis 620—
690 nm)
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