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1. Naudojimo paskirtis
LINE testavimo rinkinys naudojamas kokybiniam Helicobacter pylori specifiniy IgG ar IgA antikiiny jrodymui Zmogaus serume.
2. Testo veikimo principas

Specialiu metodu ligos sukéléjo antigeno proteinai uzpurSkiami ant nitroceliuliozés membranos. Tada nitroceliuliozés
membrana supjaustoma atskiromis juostelémis.

Inkubuojant antigenu padengtas nitroceliuliozés juosteles su Zzmogaus serumo (plazmos) méginiais galima jrodyti specifiniy
antikiiny buvima. Sie antikiinai sudaro imuninius kompleksus su ant testavimo juosteliy fiksuotais antigenais. Plovimo etapais
pasalinus nesuriStus antikQinus, atskiros nitroceliuliozés juostelés su Sarmine fosfataze konjuguotais prie§ Zmogy nukreiptais
IgG ar IgA antikiinais inkubuojamos. Kito plovimo etapo metu pasalinus nesuriStus konjuguotus antikiinus, antigeno-antikiino
kompleksai (suristi antikiinai) padaromi matomais pridedant nedazyto substrato, kuris jo fermentinés reakcijos metu sudaro
meélynai violetines spekiro juostas (,antigeny spektro juostas®). Fermento (substrato) reakcija sustabdoma plaunant
nitroceliuliozés juosteles dist. (dejonizuotu) vandeniu. Priklausomai nuo stebimos spektro juosty struktiros galima daryti
iSvadas apie specifiniy IgG ar IgA antikdny buvima.

3. Pakuotés turinys
3.1 Rinkinys 32 nustatymams
1. IgG ar IgA nitroceliuliozés testavimo juostelés su uzpurkstu antigenu, sustiprintos plévele,
surasSiuotos paketéliuose, paruostos naudoti 1x 32 juostelés
2. IgG ar IgA ribiniy veréiy kontrolé, Zmogaus serumas, praskiestas 1x 1,0ml
3. Skiedimo (plovimo) buferis, pH 7,3 (10x konc.), su , Tris* ir konservantu 2x 50 ml
4. 1gG ar IgA konjugatas (100x konc.)
prie$ Zmogy, (ozkos) Sarminé fosfataze, su konservantu 1x 0,7 ml
5. Substratas (BCIP/NBT), paruostas naudoti 1x 57 ml
6. Vertinimo protokolo lapas rezultatams protokoluoti ir archyvuoti 1x 1 vnt.
3.2 Rinkinys 96 nustatymams
1. IgG ar IgA nitroceliuliozés testavimo juostelés su uzpurkstu antigenu, sustiprintos plévele,
surdsiuotos paketéliuose, paruostos naudoti 3x 32 juostelés
2. IgG ar IgA ribiniy veréiy kontrolé, Zmogaus serumas, praskiestas 2x 1,0ml
3.  Skiedimo (plovimo) buferis, pH 7,3 (10x konc.), su , Tris" ir konservantu 4ax 50 ml
4. 1gG ar IgA konjugatas (100x konc.)
prie$ Zmogy, (ozkos) Sarminé fosfatazé, su konservantu 3x 0,7 ml
5. Substratas (BCIP/NBT), paruo$tas naudoti 3x 57 ml
6. Vertinimo protokolo lapas rezultatams protokoluoti ir archyvuoti 3x 1 vnt.

Pasiteiravus galima jsigyti papildomai:

IgG ar IgA teigiama kontrolé, Zmogaus serumas, praskiestas, 0,5 ml.
Teigiamos spektro juostos > ribiniy verciy spektro juostas nurodytos kartu pristatomame sertifikate.
(Uzsakymo Nr.: IgG: WE243P60 ar IgA: WE243P40)

IgG / IgA neigiama kontrolé, Zmogaus serumas, praskiestas, 0,5 ml.
Neigiamos kontrolés nerodo jokiy arba rodo netinkamas vertimui > ribines vertés spektro juostas.
(Uzsak. Nr.: 1IgG/IgA: WE243N20)

4. Testavimo rinkinio ir reagenty laikymas ir tinkamumo laikas
Testavimo rinkinj laikyti 2—8 °C. Atskiry komponenty tinkamumo laikas nurodytas atitinkamoje etiketéje; rinkinio tinkamumo
laikg Zr. kokybés kontrolés sertifikate.
1.  Atskiry reagenty negalima uzSaldyti ir juos reikia saugoti nuo aukstos temperatiros poveikio.
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Reagenty nenaudoti pasibaigus tinkamumo laikui.

Stenkités nelaikyti reagenty skaiscioje Sviesoje.

BCIP/ NBT substrato tirpalas yra jautrus Sviesai ir jj reikia laikyti tamsoje.

Nitroceliuliozés testavimo juostelés: ISéme iS maiSelio juosteles tuojau pat naudokite. Maiselj su nereikalingomis
juostelémis vél tvirtai uzdarykite ir laikykite 2—8 °C temperattroje. Rezultaty archyvavimui nitroceliuliozés testavimo
juosteles, kad spektro juostos neiSblukty, batinai reikia saugoti nuo tiesioginiy saulés spinduliy.

Medziaga Biasena Laikymas Tinkamumo
laikas
Tiriamieji méginiai neskiesti +2 iki +8 °C 1 savaité
L . o +2 iki +8 °C (laikyti kartu s
Testavimo juostelés atidarius tiekiamame maielyje) 3 ménesiai
Kontrolés atidarius +2 iki +8 °C 3 ménesiai
) atidarius +2 iki +8 °C 3 ménesiai
Konjugatas - — -
praskiestas +2 iki +8 °C apie 6 h
Substratas atidarius +2 iki +8 °C (tamsioje vietoje) 3 ménesiai
atidarius +2 iki +8 °C (tamsioje vietoje) 3 ménesiai
o galutinai praskiestas (paruostas L o S
Ploviklis naudojimui) +2 iki +8 °C 4 savaités
galutinai praskle§tas_(paruostas arba patalpy temperataroje 2 savaités
naudojimui)

5. Atsargumo priemonés ir jspéjamosios nuorodos

10.

Kaip kontroliniai serumai naudojami tik serumai, kurie buvo patikrinti ir diagnozuoti kaip neigiami HIV1-AK, HIV2-AK,
HCV-AK ir hepatito B pavirSinio antigeno pozZidriu. Nepaisant to, kontrolinius serumus, méginius, atskiestus méginius,
konjugatus ir nitroceliuliozés juosteles reikia laikyti potencialiai infekcinémis medziagomis ir elgtis su jomis atitinkamai
atsargiai. Galioja atitinkamos laboratorijos darbo taisyklés.

Atliekant imunobloto tyrimg reikia mavéti vienkartineémis pirstinémis ir naudoti plastikinj pinceta.

Naudotos medziagos utilizuojamos pagal Salyje galiojancias direktyvas.

Inkubavimo voneles gamintojas numate tik vienkartiniam naudojimui. Jeigu jos naudojamos pakartotinai, tai yra vien tik
naudotojo atsakomybé. Jeigu jos baty naudojamos keletg karty, mes rekomenduojame inkubavimo voneles po
naudojimo keletg valandy dezinfekuoti 1 % natrio hipochlorido tirpale, iSvalyti ir kruop$€iai nuplauti vandentiekio vandeniu
bei nuskalauti dist. (dejonizuotu) vandeniu.

6. Papildomai reikalingos medziagos (nejeina j tiekimo komplektacija)

© ® N U~ ®NPRE

=
=4

Inkubavimo vonelé (prireikus galima jsigyti uzsak. Nr. WE300.08)
Purtytuvas (vertikalus, ne centrifuginis)

Plovyklé sustabdymui

Pipeté arba rankinis plautuvas

5 pl-1500 pl mikropipetés

Pipeciy antgaliai

2—-20 ml tdrio megintuvéliai (vamzdiniai)

Plastikinis pincetas

Dist. arba dejonizuotas vanduo

Filtravimo popierius

7. Tiriamoji medziaga

Kaip tiriamoji medziaga gali biti naudojamas serumas ir plazma (Cia antikoagulianty rdsis néra svarbi), nors Siame
informaciniame lapelyje ir kalbama tik apie seruma.
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8.

Testo atlikimas

Kad gautuméte teisingus rezultatus, batinai tiksliai laikykités ,VIROTECH Diagnostics“ darbo taisykliy.

8.1 Méginiy paruosSimas

1.
2.

Vienam paciento méginiu reikia 15 pl serumo (plazmos) IgG tyrimui ir 30 pl serumo (plazmos) IgA tyrimui.

Kraujo méginiai turi bati paimti iS venos aseptinémis sglygomis. VisiSkai sukreSéjus reikia atskirti serumg (nereikia
plazmos atveju). llgesniam laikymui serumus reikia uzSaldyti -20 °C temperatiroje.

Stenkités nesaldyti ir neatitirpinti serumy keleta karty.

Kars¢€iu iSaktyvinty, lipeminiy, hemolizuoty arba mikrobiologiskai uzterSty serumy rezultatai gali bati neteisingi, todél tokiy
serumy reikéty nenaudoti.

Nenaudokite drumsty serumo méginiy (ypac atitirpinty), prireikus juos centrifuguokite (5 min prie 1000 x g), pipete
surinkite skaidry skystj virSuje ir naudokite testavimui.

8.2 Reagenty paruosimas

1.

8.3

Taikantis prie laboratorijos rutinos visus LINE ir EcoBlots testus galima sujungti j vieng testavimo ciklg su vienoda
inkubavimo trukme ir jvairiy parametry ir partiju komponentais. Ribinés vertés kontrolés naudojamos specifinés pagal
parametrus ir partijas.

Prie$ skiesdami atitinkamus visy testavimo reagenty koncentratus susildykite iki patalpy temperatiros. Naudokite tik
aukstos kokybés ir patalpy temperatiros dist. (dejonizuotg) vanden;.

PrieS pradédami testuoti skiedinius gerai iSmaisykite.

Skiedimo (plovimo) buferis

Skiedimo (plovimo) buferis yra 10 karty koncentruotas. Skiedimo (plovimo) buferio koncentratg 1:10 atskieskite distiliuotu
arba dejonizuotu vandeniu (10 ml/ 50 ml / 100 ml koncentrato + 90 ml / 450 ml / 900 ml dist. (dejonizuoto) v.), gerai
sumaisykite.

Ir koncentruotas, ir praskiestas skiedimo (plovimo) buferis gali bati Siek tiek gelsvas. Si gelsva spalva neturi jokios jtakos
nei skiedimo (plovimo) buferio tinkamumo laikui, nei testavimo ciklo veikimui ir diagnostiniam patikimumui.

IgG ar IgA konjugatas

Konjugatg 1 + 100 praskieskite galutinai atskiestu skiedimo (plovimo) buferiu, gerai iSmaiSykite. Vienam serumo méginiui
reikia 1,5 ml paruo$to naudoti konjugato tirpalo. Zr. konjugato skiedimo lentele (punktg , Testavimo schema®).

Substrato tirpalas

Substrato tirpalas pristatomas paruostas naudoti.

Imunobloto testo atlikimas

Démesio!  Nitroceliuliozés testavimo juosteles galima tirti tik leistoje Ig klaséje

(zr. etikete ant bloto paketélio ir pazyméjima ant kiekvienos atskiros bloto juostelés).

Kad ,,Helicobacter pylori LINE“ tyrimas buty atliekamas ir jvertinamas teisingai, kiekviename testavimo
cikle buatina kartu vykdyti ir parametrams ir partijai specifine ribiniy verc€iy kontrole.

1. Testas atliekamas patalpy temperatdroje.

2. Kiekvienam méginiui j Svarios inkubavimo vonelés latakélj jdékite po 1 juostele. Juosteles stenkités imti tik uz pazyméto
virSutinio galo.

3.  Pipete jlasinkite po 1,5 ml paruo$to naudoti skiedimo (plovimo) buferio ir pastatykite ant purtytuvo. Atkreipkite démesj,
kad nitroceliuliozés juostelés baty tolygiai padengtos skysciu, juostelés per visg testo atlikimo laika turi neisdzidti.

4.  Sustiprintos nitroceliuliozés testavimo juostelés visiSkai sudréksta per vieng minute ir gali bati inkubuojamos paguldytos
ant nugarélés, ant priekio arba ant Sono.

5. Pipete jlasinkite po 15 pl paciento serumo (plazmos) IgG tyrimui ir 30 pl paciento serumo (plazmos) IgA tyrimui; ar
100 pl ribiniy ver€iy / teigiamos / neigiamos kontrolés, geriausia ties virSutiniu, pazymétu juostelés galu. Pacienty
serumg ir kontrole 30 minucéiy inkubuokite purtytuve. LaSindami pipete ir véliau nupildami atkreipkite démes;j, kad
kryzmai neuzkréstumeéte atskiry pacienty méginiy.
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10.
11.

12.
13.
14.

15.

16.

8.4

ISsiurbkite arba atsargiai iSpilkite iS latakéliy visg skystj. Nupilant skystj nitroceliuliozés testavimo juostelés lieka
prikibusios prie latakélio dugno. Skyscio liku€ius atsargiai nulasinkite ant sugeriamojo popieriaus.

Juosteliy plovimas: kiekvieng kartg su 1,5 ml paruosto naudoti skiedimo (plovimo) buferio 3 x 5 minutes inkubuokite ant
purtytuvo. Visada nusiurbkite arba nupilkite visg plovimo buferj. Prie$ pasibaigiant paskutiniam plovimo etapui
pasigaminkite reikalingg kiekj Sviezio konjugato skiedinio (zr. lentele).

13 latakélio iSsiurbkite arba iSpilkite visg skystj (zr. 6 punktg).

Pipete j atitinkamus inkubavimo latakélius jlasinkite po 1,5 ml pasigaminto konjugato skiedinio ir 30 minuéiy
inkubuokite ant purtytuvo.

I8siurbkite arba iSpilkite i$ latakéliy visg skystj.

Juosteliy plovimas: kiekvieng kartg su 1,5 ml paruosto naudoti skiedimo (plovimo) buferio 3 x 5 minutes inkubuokite ant
purtytuvo. Visada nusiurbkite arba nupilkite visg plovimo buferj. Po to 1 x 1 minute plaukite dist. (dejonizuotu)
vandeniu.

13 latakélio iSsiurbkite arba iSpilkite visg skystj (zr. 6 punktg).

Pipete j latakélius jlasinkite po 1,5 ml paruosto naudoti substrato tirpalo ir 10 + 3 minutes ryskinkite ant purtytuvo.
Spalvos ryskinimg sustabdykite nupildami substrato tirpalg. Po to juosteles be tarpinio inkubavimo 3 x nuplaukite su po
1,5 ml dist. (dejonizuoto) vandens.

Nupilkite dist. (dejonizuotg) vandenj ir iSdziovinkite juosteles ant Svaraus, gerai sugeriancio popieriaus. Foniné spalva,
nitroceliuliozés testavimo juostelés dzilsta Siek tiek ilgiau nei jprastinés nitroceliuliozés testavimo juostelés.

Vertinimui naudokite pridétg vertinimo protokolg. Suzymeéjus labai specifines spektro juostas protokolo lape Jums bus
daug lengviau jvertinti pacienty méginius.

Testavimo schema zr. paskutiniame puslapyje]

Imunobloto procesoriy naudojimas

jprastiniai bloty automatai.

9.

Testo vertinimas

Patikimam vertinimui kiekvienai LINE juostelei numatytos dvi kontrolés:

1.

Serumo kontrolé (= angl. serum control):

Tik inkubavus su paciento serumu po zenklinimo linija (= angl. markline) pasirodo serumo inkubacijos spektro juosta.
Konjugato kontrolé (= angl. conjugate control):

LINE juosteléje yra kontroliné konjugato spektro juosta, kuri pasirodo po inkubavimo su atitinkamu konjugatu.

Testo atlikimas yra galiojantis, jeigu iSrySkintoje nitroceliuliozés testavimo juosteléje aiSkiai matosi ir serumo kontrolé, ir vidiné

konjugato kontrolé.

Kontroliniy serumo ir konjugato spektro juosty padétis nurodyta protokolo lape.

9.1 Ribinés vertés kontrolés naudojimas
Spektro juostos, kuriy intensyvumas mazesnis uz ribinés vertés kontrolés ribinés vertés spektro juostg, nevertinamos.

IgG ir IgA ribinés vertés spektro juosta: Cag A

9.2 Antigeny reikSmé

. . Antikiiny Bana su
Antigenas/ Molekulinis i e - .
. . Antigeny reikSmé specifiSkumas H. pylori
pavadinimas | svoris .
LINE tyrime
CagA 140 kD CagA jterpiamas j Seimininko lIastele ir tokiu bidu, be | Labai specifinis | tipas
kitko, suardo ragstj gaminancias skrandzio Igsteles.
(Cytotoxin- Tai savo ruoztu sudaro palankias saglygas skrandzio
associated- opai arba skrandzio véziui vystytis.
gene A)
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Charakteringas ypatingai virulentiniams | tipo
Stamams, kai kuriuose maziau virulentiniuose Il tipo
Stamuose néra.

Labai imunogeninis

VacA 87 kD VacA iSskiriamas j aplinkine terpe, zZaloja skrandzio Labai specifinis | tipas
gleivinés Igsteles ir veikia vietiniai imunosupresiniai

(Vacuolating (12).

Cytotoxin A) Charakteringas ypatingai virulentiniams | tipo

Stamams, kai kuriuose maziau virulentiniuose Il tipo
Stamuose néra.
Antikdiny atsakas, lyginant su CagA, ne toks tolygus

p30 30 kD Dar necharakterizuotas proteinas. Labai specifinis | tipas ir Il tipas

UreA 26 kD Ureazé A neturi jokio panaSumo su kity organizmy Labai specifinis | tipas ir Il tipas
ureazémis, todél yra labai specifinis Helicobacter

UreaseA pylori infekcijos Zymuo.

Subvienetas

P25 25 kD Membraninis baltymas, sudarantis galimybe Labai specifinis | tipas ir Il tipas
Helicobacter pylori prisiristi prie skrandzio epitelio
Igsteliy (13).

p19 19 kD Kol kas dar tiksliau necharakterizuotas membraninis | Labai specifinis | tipas ir Il tipas
baltymas

9.3 Vertinimo kriterijai
Interpretuojant serologinius rezultatus visada reikia atsizvelgti ir j bendrag klinikinj vaizdg, epidemiologinius duomenis ir kity
turimy laboratoriniy tyrimy rezultatus.

Rekomenduojamas IgG, IgA jvertinimas

Pasirodanti (-¢ios) spektro juosta (-0s) Interpretavimas
Spektro juosty néra arba yra tik viena tokia spektro juosta:
p30, p19 neigiamas
Tik viena tokia spektro juosta:
VacA, UreA, p25 [tartinas
CagA
arba
Pasirodo 2 2 tokios spektro juostos: teigiamas
VacA, p30, UreA, p25, p19

9.4 Testo ribos
1. Retais atvejais pacienty serumai gali rodyti ,inversines” spektro juostas (tamsus fonas, baltos juostos); jy vertinti
negalima, t. y., tokiu atveju imunobloto jvertinti nejmanoma. Serumg reikéty dar kartg patikrinti kitokiais serologiniais
metodais.
2. Po sékmingo gydymo IgA antikinai gali persistuoti nuo 6 ménesiy iki 3 mety. IgG antiklinai paprastai persistuoja daug
mety.
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11. Testavimo schema

Testo atlikimas trumpai:

Méginiy inkubavimas

Plovimas

Konjugato inkubavimas

Plovimas

Substrato inkubavimas

Fiksavimas

30 minuéiy

3 x 5 minutes

30 minuéiy
3 x 5 minutes
1 x 1 minute

10 + 3 minuciy

3 x be tarpinio inkubavimo

15 pl paciento serumo (plazmos) IgG tyrimui;
30 pl paciento serumo (plazmos) IgA tytimui /
100 pl kontrolékiekvieng kartg 1,5 ml skiedimo
(plovimo) buferio

Kiekvieng kartg su 1,5 ml skiedimo (plovimo)
buferio

Su 1,5 ml paruosti naudoti skiedinio (1 + 100)
Kiekvieng kartg su 1,5 ml skiedimo (plovimo)
buferio

Su dist. (dejonizuotu) vandeniu

Kiekvieng su 1,5 ml substrato tirpalo

Kiekvieng kartg su 1,5 ml dist. (dejonizuoto)
vandens

Konjugato skiedimo lentelé: (suapvalinta)

Juosteliy skaiCius 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Skiedimo (plovimo) buferis |y 5 | 30mi | 45ml | 60oml | 7,5m | 90ml | 11,0ml | 12.0ml | 14,0ml | 150mi
Konjugato koncentratas | 45\ |30, |45 |eou | 754 |9ow  |110w |1204 [140w | 150
Galutinis taris 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml
Juosteliy skaiius 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Skiedimo (plovimo) buferis | 17 oy | 18 0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24.0ml | 26,0ml | 27.,0ml | 29,0ml | 30,0mi
Konjugato koncentratas | 176 | 180 [ 2004 | 210 | 2304 | 240w | 260w | 270w | 290w | 300 i
Galutinis taris 17,17ml| 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27ml | 29,29ml | 30,3m!
Juosteliy skaicius 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Skiedimo (plovimo) buferis | 55 o, | 33 0ml | 35,0ml | 36,0ml | 38,0ml | 39,0ml | 41,0ml | 42,0mi | 44,0ml | 450mi
Konjugato koncentratas | 554\ | 330 350l | 360 | 380u |390u | 410|420 | 440w | 4s0p
Galutinis taris 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45 45m
Juosteliy skaicius 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40
Skiedimo (plovimo) buferis | 47 o | 48.0ml | 50,0ml | 51,0ml | 53,0ml | 54,0ml | 56,0ml | 57,0ml | 59,0ml | 60,0ml
Konjugato koncentratas | 476 | 480 |500u | 5104 | 530u | 5404 | 560u | 570w | 590w | 600 i
Galutinis taris 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51mi | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6 m
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