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Для диагностики в лабораторных условиях

Набор ImmunoComb® II Chagas Ab  - это быстрый тест для качественного обнаружения общих антител к Trypanosoma cruzi (трипаносомоза) в крови или в плазме человека. В одном наборе представлено 36 тестов.

Введение

В одном наборе представлено 36 тестов Причиной болезни Шагаса является протозойный паразит Trypanosoma cruzi  (трипаносомоза) и его широкое распространение в Латинской Америке. Передача трипаносомозы происходит через контакт с фекалиями кровососущих клопов редувиидов (Клопы триатомовые) трансплацентарным путём или через препараты по переливанию крови людей неосведомлённых о том, что они инфицированы. Благодаря прогрессу программ по борьбе с переносчиками инфекции, которые ограничили или даже устранили распространение насекомого, переливание крови от носителей инфекции – основной путь заражения Шагасом для областей, несвойственных данному заболеванию. Cуществует три стадии заражения болезнью Шагаса. Острая форма, в основном замеченная у детей, - бессимптомная, может проявляться в виде локального раздражения на участке укуса (шагома) или иметь такие проявления как жар, увеличение лимфатических узлов, увеличение печени или селезёнки и миокардит.Самые острые формы, длительностью более 2 - 3 месяцев имеют  бессимптомный хронический период: Неопределённая форма. В этой фазе, серопозитивная реакция  - единственный признак существования болезни. Симптоматическая хроническая форма может развиваться годы (спустя 10-20 лет). Её проявления включают кардиомиопатию, патологии желудочно-кишечного  тракта, такие как мегаэзофагус, расширение толстой кишки, лёгочную инфекцию и в редких случаях неврологические нарушения. Тяжёлая форма болезни может привести к летальному исходу, обычно, из-за сердечной недостаточности. Диагностические процедуры, основанные на демонстрации возбудителей заболевания, таких как ксенодиагностика и выращивание в питательной среде или другие методы для прямого обнаружения антигенов трипаносомоза (T.cruzi) ограничены лишь острой формой. Во время хронической формы заболевания, из-за низкой паразитемии, чувствительность этих методов низкая; следовательно, они не могут диагностировать эту форму заболевания. Иммунологические тесты, основанные на антителах – необходимые анализы для определения болезни Шагаса. Они включают косвенный анализ иммунофлюоресценции (IFA), косвенный анализ гемагглютинации (IHA) и ELISA. Большинство анализов, включая имеющиеся на рынке наборы, используют лизат паразита или фракционные антигены, главным образом эпимастиготные формы трипаносомоза, которые показывают высокую чувствительность в хронической форме болезни, но низкую чувствительность и ограниченную специфичность при острой форме заболевания и врожденной инфекции. Недавно были описаны определённые рекомбинантные антигены трипаносомозы (T. Cruzi) с высокой специфичностью для обеих форм болезни. Комбинированное использование различных рекомбинантных антигенов в одном и том же тесте способствует усовершенствованию диагностической специфичности, а также чувствительности. 

Метод тестирования

Тест ImmunoComb® II Chagas AB – непрямой,  твёрдофазный иммуноферментный анализ (EIA).

Твёрдая фаза – это Расчёска с 12 проекциями ("зубцами"). Каждый зубец обладает чувствительностью в двух положениях:

верхняя точка – антитела козла к иммуноглобулину человека (внутренний контроль);

нижняя точка – рекомбинантный белок трипаносомозы. 
Хроматографическая плата имеет 6 рядов (A-F) по 12 лунок. Каждый ряд содержит реагентный раствор, готовый для использования на различных этапах анализа.  Тест выполняется поэтапно, с перемещением Расчёски от ряда к ряду, с инкубационным периодом на каждом этапе. 

На начальном этапе теста пробы сыворотки крови и плазмы добавляются в растворитель в лунках ряда А платы. Затем в лунки ряда А помещается Расчёска. Антитела трипаносомозы, если они имеются в пробах, определённым образом свяжутся с рекомбинантными белками на нижних точках зубцов Расчёски (Рис. 1).  Одновременно иммуноглобулины, присутствующие в пробах, будут поглощены античеловеческими антителами иммуноглобулина на верхней точке (Внутренний контроль). Свободные компоненты пройдут отмывку в ряду В. В ряду С отдельные иммуноглобулины, зафиксированные на расчёске, вступят в реакцию с античеловеческими поливалентными Lg-антителами,  маркированными с щелочной фосфатазой (AP). В следующих двух рядах свободные компоненты удаляются промывкой. В ряду F несвободная щелочная фосфатаза вступит в реакцию с  хромогенными компонентами. Результаты видны в виде серо-синих точек на зубцах Расчёски. 
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Рис. 1.  Метод тестирования

Набор содержит Положительный контроль (имеющий антитела к T. cruzi) и Отрицательный контроль в каждом действии анализа. В конце теста зубцы, использованные с Положительным контролем должны показать 2 серо-голубые точки, зубцы, использованные для Отрицательного контроля должны показать только верхнюю точку. Чтобы подтвердить, что проба была добавлена и что набор функционирует, а тест был выполнен правильно, верхняя точка должна появиться также на всех других зубцах,  

Содержание набора

Расчёски

Набор содержит 3 пластиковые Расчёски. Каждая Расчёска имеет 12 зубцов, один зубец для каждого теста (Рис.2). Каждый зубец имеет повышенную чувствительность в двух реактивных областях:

Верхняя точка– антитела козла к иммуноглобулину человека (внутренний контроль).

Нижняя точка – рекомбинантный белок трипаносомозы. 
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Рис 2.  Расчёска
Рис. 2 Расчёска
Расчёски поставляются в пакетах, содержащих  мешочек с влагопоглотителем. 
Хроматографические платы
Набор содержит 3 хроматографические платы,  покрытые алюминиевой фольгой. Каждая плата (Рис.3) содержит все реагенты, необходимые для теста.  Хроматографическая плата состоит из 6 рядов (A–F) по 12 лунок. Состав каждого ряда:
	Ряд А

Ряд В

Ряд С
	Разжижающее пробу вещество

Промывающий раствор

Присоединённые к щелочной фосфатазе античеловеческие поливалентные Ig антитела козла

	Ряд D
	Промывающий раствор

	Ряд Е
	Промывающий раствор

	Ряд F
	Раствор хромогена, содержащий 
5‑бромо-4-хлоро-3‑фосфат индолила (BCIP) и нитросиний тетразолий
(NBT)
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Положительный контроль – 1 пробирка (красного цвета, кэп) 0.2 мл растворённой плазмы человека, положительной к антителам T. Cruzi, инактивированной добавлением ß‑ пропиолактона и термической обработкой. 

Отрицательный контроль –1 пробирка (зелёного цвета, кэп) 0.2 мл растворённой термоинактивной  человеческой плазмы, отрицательной для антител к T. cruzi.

Перфоратор – для перфорации фольги, покрывающей лунки хроматографической платы. 

Техника безопасности и 
предостережения
· Набор предназначен только для пользования в лабораторных условиях.

· Обращайтесь с Положительным Контролем как с потенциально инфекционным, даже если он был инактивирован.

· Все другие человеческие материалы, использованные в подготовке средств контроля были проверены и установлены нереактивными для поверхностного антигена гепатита В и для антител к вирусу гепатита С и ВИЧ. Поскольку ни один тест не смог дать полную уверенность в отсутствии вирусного заражения, все контрольные растворы и все человеческие пробы должны рассматриваться как потенциально заражённые. 

· Наденьте хирургические перчатки и лабораторную одежду. Следуйте принятым лабораторным процедурам для работы с человеческой сывороткой или плазмой. 

· Не используйте вместо пипетки рот.

· Ликвидируйте все пробы, использованные Расчёски*, хроматографические платы и другие материалы, использованные в наборе как биологически опасные отходы.

· Не смешивайте реагенты из разных серий. 

· Не используйте набор после даты истечения срока хранения.

Хранение и устойчивость набора
· Набор перевозится при температуре 2 - 8 oC. Во время перевозки  набор хранится при температуре ≤ 30 oC на короткое время не больше 48 часов. Внутренний контроль определяет повреждение набора во время транспортировки.

· Храните набор в его оригинальной коробке при температуре 2 - 8 oC.

· Не замораживайте набор.
· После открытия набора компоненты должны храниться при температуре 2 - 8 oC.

· Действие набора после первого открытия неизменно до даты истечения срока хранения набора при хранении с температурой 2 - 8 oC.

· После того, как вы открыли набор, Расчёска и плата не могут быть использованы более 3 раз.

Подготовка проб
· Вы можете тестировать либо сыворотку крови, либо плазму.

· Перед тестированием пробы могут храниться в течение 7 дней при температуре 2SYMBOL 176  \f "Symbol"– 8SYMBOL 176  \f "Symbol"C. Для хранения более 7 дней заморозьте пробы при температуре –20SYMBOL 176  \f "Symbol"C и ниже.
· Все замороженные исследуемые материалы должны быть отцентрифугированы в течение 5 мин при комнатной температуре (скорость 10000 об/мин). Аккуратно отделите исследуемый образец от осадка. Если липидный слой образовался на поверхности жидкости, убедитесь, что материал для исследования был взят из нижнего прозрачного слоя. Избегайте повторного замораживания и размораживания. 
· Антикоагулянты, типа гепарин ЭДТУ и соли лимонной кислоты натрия не влияют на результаты проверки.
Процедура теста
Необходимое оборудование
· Прецизионная пипетка с неперетачиваемыми режущими пластинами для разделения 10 µl. 

· Ножницы.
· Лабораторный хронометр или наручные часы.

Подготовка теста

Принесите все компоненты, расчёски, реагенты и пробы в комнатную температуру. Выполняйте тест при комнатной температуре  (22°‑26°C).

Подготовка хроматографической платыseq step \r0 \h
1.  Поместите хроматографическую плату в инкубатор с температурой 37°C на 30 минут; или оставьте при комнатной температуре (22-26°C) на 3 часа.

2.
Накройте рабочий стол промокающей бумажной салфеткой, в конце тестирования выбросьте её как биологически опасный отход.

3.
Смешивайте реагенты, инвертируя хроматографическую плату несколько раз.

Примечание: Не удаляйте покрытие хроматографической платы. Используя наконечник пипетки или перфоратор, проткните фольговое покрытие,  строго следуйте инструкциям тестирования.

Подготовка расчёски

Предостережение: Для гарантии правильной работы теста не касайтесь рубцов Расчёски. 

1. Порвите пакет с Расчёской (по боковому надрезу). Достаньте Расчёску.

2.
Вы можете использовать всю Расчёску и хроматографическую плату или только их часть. Для использования части Расчёски:

а. Определите, сколько зубцов вам необходимо для тестирования проб и средств контроля. Для каждого теста Вам нужен один зубец. Для определения отдельных зубцов на каждом из них имеется кодовый номер набора «81». 
б. Согните и сломайте Расчёску вертикально, либо разделите её при помощи ножниц (см. рис.4) и отделите необходимое число зубцов (№ тестов, включая 2 проверки).

в.
Верните неиспользуемую часть Расчёски в пакет (с влагопоглотительным мешочком). Для сохранения сухости плотно закройте пакет (например, канцелярской скрепкой). Для дальнейшего использования храните Расчёску в оригинальной коробке от набора при температуре 2(–8(C.
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Рис. 4.  Разделение Расчёски

Инструкция по проведению анализа

Реакция антиген-антитело (Ряд А хроматографической платы)

1.
Возьмите 10 (l пробы. Сделайте отверстие на фольге одной лунки ряда А хроматографической платы при помощи наконечника пипетки и распределите пробу на дне лунки. Перемешайте повторным впрыскиванием раствора. Снимите наконечник пипетки.

2.
Повторите этап 1 для других проб, включая один положительный и один отрицательный средства контроля набора. Используйте новую лунку в ряду А, поменяйте наконечники пипетки для каждой пробы или средства контроля. 

3.
a.
Поместите Расчёску (печатной стороной к себе) в лунки ряда А, содержащего пробы и средства контроля.


Перемешивание: Уберите и снова поместите Расчёску в лунки (несколько раз).

б.
Оставьте Расчёску в ряду А на 10 минут при комнатной температуре. Поставьте таймер. По истечении 10 минут сделайте отверстие в фольге ряда В, используя перфоратор. Открывайте только необходимые для теста лунки.
в.
После 10 минут выньте Расчёску из ряда А. Абсорбируйте застывшую жидкость с заострённых кончиков зубцов или почистите впитывающей бумагой. Не касайтесь передней части поверхности зубцов. 

Первая промывка (Ряд B)
4.
Введите Расчёску в лунки ряда В. Помешайте, взболтайте: для надлежащей чистоты в течение 10 секунд вынимайте и вводите Расчёску снова и снова в лунки. Повторите это действие несколько раз в течение 2 минут; тем временем, сделайте отверстия в покрытии ряда F. Через 2 минуты уберите Расчёску и абсорбируйте жидкость. 

Фиксация конъюгата (Ряд C)
5.
 Поместите Расчёску в лунки ряда С. Перемешайте несколько раз. Установите таймер на 10 минут. Помешайте, как указано в п.3б. Сделайте отверстие в ряду D. Через 40 минут выньте Расчёску и абсорбируйте прилипшую к ней жидкость.

Вторая промывка (D)
   6.
Введите Расчёску в лунки ряда D. Помешайте, взболтайте в течение 2 минут, как в п. 4. Тем временем перфорируйте фольгу в ряду Е. Через 2 минуты уберите Расчёску и абсорбируйте прилипшую жидкость. 

Третья промывка (Ряд E)
7.
Введите Расчёску в лунки ряда E. Помешайте, взболтайте в течение 2 минут. Тем временем перфорируйте фольгу в ряду F. Через 2 минуты уберите Расчёску и абсорбируйте прилипшую жидкость. 

Цветная реакция (Ряд F)
 8.
Поместите Расчёску в лунки ряда F. Перемешайте, как в п.3а. Установите таймер на 10 минут. Помешайте, как указано в п.3б. Через 10 минут выньте Расчёску.

Реакция остановки (Ряд E)
9.  Снова поместите Расчёску в ряд E.

Через 1 минуту выньте Расчёску и дайте ей высохнуть на воздухе.

Удаление отходов

Уберите использованные платы, наконечники пипеток, впитывающую бумагу и перчатки как биологически опасные отходы.

Хранение неиспользованной части 
набора

Хроматографическая плата

Если для теста вам не нужны все лунки хроматографической платы, вы можете их сохранить для дальнейшего использования следующим образом:

· Во избежание пролития заклейте использованные лунки широкой изолентой. 

Другие материалы набора:

· Верните оставшиеся хроматографические платы, расчёски, перфоратор, средства проверки, разжижающее пробу вещество и инструкции обратно в оригинальную коробку набора. Храните при температуре 2°–8°C.

Результаты теста

Подтверждение

Для подтверждения правильного функционирования теста и для демонстрации подтверждения результатов теста должны быть соблюдены три условия (см. рис. 5):

1.
Положительный Контроль должен дать две точки на зубце Расчёски. 
2.
Отрицательный Контроль должен дать только  одну верхнюю точку (Внутренний Контроль). 

3.
Каждая тестируемая проба должна показать верхнюю точку (Внутренний Контроль). Она также подтверждает тот факт, что проба была добавлена.

Если любое из трёх условий не выполняется, результаты не имеют силу; и пробы, и способы контроля должны снова пройти тестирование.
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Интерпретация результатов
Рис. 5.  Подтверждение достоверности теста

· Наличие только верхней точки (Внтренний Контроль) указывает на то, что проба нереактивна для антител к T. cruzi  (Рис. 6а).

· Круглая нижняя точка определяет присутствие антител к  T. cruzi  (Рис. 6б).
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Документация Результатов

Поскольку цвет, обнаруженный на Расчёске является устойчивым, Расчёски могут храниться для документации.  

Ограничения

Также как и в случае с другими тестами, предназначенными для диагностики в лабораторных условиях, результаты этого теста должны оцениваться относительно всех признаков, истории болезни и других лабораторных данных пациента. 

Эксплуатационные характеристики*

В мультицентрализированном исследовании на территориях Центральной и Южной Америки, тест ImmunoComb II Chagas Ab был сделан на основе проб пациентов с клинической и серологической диагностикой болезни Шагаса, лиц с хронической, острой и бессимптомной (неопределённой) формами болезни. Отрицательные пробы были собраны от здоровых доноров, из различных эндемических и неэндемических областей, от пациентов-сердечников, не болеющих Шагасом, от клинически диагностированных паразитических и непаразитических инфекционных болезней, всех других серологически подтверждённых отрицательных результатов для болезни Шагаса (Таблица 1). 

Таблица 1. Чувствительность и специфичность набора ImmunoComb II Chagas Ab в пробах пациентов и доноров в Латинской Америке

	Страна
	Пробы теста
	Чувствительность
%
	Специфичность
%

	Годурас
	240
	100
	98.5

	Колумбия
	150
	100
	100

	Бразилия
	435
	99
	95.5

	Чили
	339
	100
	99.1

	Итого
	1164
	99.5
	98.2


* Более подробные данные доступны по запросу.
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	Преинкубация хроматографической платы: 3 часа при ком.тем. или 20 мин. при 37°C.

at 37°C
	Извлечение проб и средств контроля.
	Добавьте пробы и средства контроля в ряд A.


	Вытащите Расчёску из пакета.
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	Введите Расчёску в ряд А и перемешайте. 

Инкубация.
	Открыть ряд B
	Абсорбируйте прилипшую жидкость с зубцов
	Введите Расчёску в ряд В. 

Взболтайте, инкубируйте.

	После 

смешивания/взбалтывания и инкубации в рядах C, D и E …
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	Цветная реакция в ряду F
	Результаты


Краткие сведения по процедуре теста
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	Сгибание и отрывание

Расчёски


Ниже дано краткое описание условий для опытных пользователей набора 
ImmunoComb® II Chagas Ab.
(Для подробной инструкции, пожалуйста, обратитесь к полному тексту.) 

1.
Перенесите все реагенты и пробы в комнатную температуру, выполняйте 

тестирование при комнатной температуре (22°‑26°C).

2.
Распределите 10 мл (если эфир глицериновой кислоты, то 20 мл)

каждой пробы и средства контроля в лунки ряда А на плате и перемешайте.

3.
Введите Расчёску в ряд А и продолжайте как в таблице 1:

Таблица 1. Краткие сведения по процедуре теста

	Этап
	Ряд
	Выполнять следующее

	Реакция

антиген-антитело
	A
	Перемешивание; инкубация 10 мин.; абсорбция.

	Промывка
	B
	Взбалтывание; инкубация 2 мин.; абсорбция.

	Фиксация 
конъюгата
	C
	Перемешивание; инкубация 10 мин.; абсорбция.

	Промывка
	D
	Взбалтывание; инкубация 2 мин.; абсорбция.

	Промывка
	E
	Взбалтывание; инкубация 2 мин.; абсорбция.

	Цветная реакция
	F
	Перемешивание; инкубация 10 мин.

	Реакция остановки
	E
	Инкубируйте 1 минуту; сушите на воздухе.















































Энзимная цветная реакция; 10 мин.
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Рис.3 Храмотографическая плата
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Рис. 6 Результаты тестирования
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* За исключением хранения для документации
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Figure 3.  Developing Plate
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