Jednostopniowy test do wykrywania przeciwciat przeciwko H.pylori

1. Wprowadzenie i zasada metody

Helicobacter pylori (H.pylori) zostat wyizolowany przez Warren'a i Marshall’a
w probkach pobranych biopsyjnie od pacjentéw cierpigcych na przewlekte
zapalenie zotgdka. Obecnie wiadomo juz, ze H. pylori jest gtbwnym patogenem
powodujacym gastritis typu B (przewlekte zapalenie zotadka), w ktérym wydaje
sie by¢ czynnikiem wywotujgcym lub pogarszajgcym chorobe. H. pylori petni
fundamentalng role w chronicznych zapaleniach zotadka, wrzodach zotgdka i
dwunastnicy i ma $cisty zwiazek z uszkodzeniami $ciany zotadka. H. pylori jest
izolowany z hodowli i okreslany mikroskopowo, po uprzednim barwieniu, lub
wykrywany testami ureazowymi. Obie te metody sg dtugotrwate i pracochtonne, a
ich czuto$¢ i specyficznos¢ sa jeszcze dopracowywane. Techniki
immunochromatograficzne (szybkie testy) uzyte do wykrywania przeciwciat
specyficznych przeciwko H. pylori rozwigzujg te problemy, umozliwiajac w
krétkim czasie, przy uzyciu prostych wysoko specyficznych technologii, bez
uzycia technik inwazyjnych, monitorowanie metodami serologicznymi. Test do
wykrywania H. pylori w prébkach krwi moze by¢ uzyty do przeprowadzenia
szybkiego skreeningu wsréd duzej populacji pacjentéw i wczesnej diagnozy
infekcji, gdyz odpowiedz immunologiczna czesto wyprzedza objawy kliniczne
choroby. Z diagnostycznego punktu widzenia, wykrycie wysokiego poziomu
specyficznych przeciwcial, powinno by¢ interpretowane jako bezobjawowe
zapalenie zotadka typu B.

SD BIOLINE H. pylori test zawiera pasek membrany z unieruchomionym w
rejonie testowym antygenem H. pylori . Konjugat antygenu H. pylori i ztotego
koloidu wraz z prébkg migruje wzdtuz membrany do pola testowego (T) i tworzy
widoczna linie przez utworzenie kompleksu antygen-przeciwciato-antygen.
[Zalecane zastosowanie] H. pylori Test jest szybkim testem kasetkowym do
jakosciowego wykrywania w surowicy, osoczu i krwi petnej przeciwciat wszystkich
typow (IgG, IgM, IgA i inne) przeciwko H. pylori.

Zalecany jest do diagnozowania infekcji H. pylori u pacjentéw z objawami
zotadkowo-jelitowymi.Test ten zaleca sie stosowac tylko jako wstepny skreening
i wyniki dodatnie powinny by¢ potwierdzone innymi badaniami.

Test tylko do profesjonalnego uzytku. Tylko do badan diagnostycznych in vitro.

2. Materiaty dostarczone/ Czynne sktadniki gtéwnych komponentéw
1.  Zestaw zawiera nastepujace sktadniki konieczne do wykonania badania;
Kasetka testowa
Bufor do wykonania oznaczen
Instrukcje uzytkowania
2. Czynne sktadniki:
v 1 pasek testowy zawiera:
Ztoty konjugat: H.pylori antygen, gold koloid 1+0,2 g
Linia testowa: antygen H. pylori 4+0,8 ug
Linia kontrolna: Kozie przeciwciata przeciwko H. pylori 2 +0,4 ug
v' Bufor: 50mM bufor Tris-HCI (g.s.), Azydek sodu (0.02%)

3. Przechowywanie i stabilno  $¢:

1. Testy powinny by¢ przechowywane w temp. 2-30C.

2. Kasetki sg czute na zawilgocenie i na przegrzanie.

3. Test nalezy wykona¢ bezposrednio po wyjeciu kasetki z opakowania
jednostkowego.

4. Nie uzywac testéw po uptywie terminu waznosci.

5. Nie przechowywaé w lodéwece.

6. Data wazno$ci umieszczona jest na opakowaniu.

4. Zbieranie, przechowywanie i przygotowanie materi  atu:
1. Zbieranie i przechowywanie materiatu:
v Do badania mozna uzy¢ surowicy, osocza lub krwi petnej
v/ Prébki traktowac jako potencjalne zrédto infekcji
v Krew petna
- pobiera¢ na odpowiedni antykoagulant, taki jak EDTA, cytrynian sodu,
heparyna sodowa
- prébki krwi petnej powinny by¢ poddane badaniu natychmiast, lub moga
by¢ przechowywane do 3 dni w temp. 2-8C
v/ Surowica i osocze:
- Odwirowa¢ krew pobrang na odpowiedni antykoagulant, taki jak EDTA,
cytrynian sodu lub heparyne sodowa, aby uzyska¢ osocze, lub krew petng
pobrang na skrzep, aby uzyska¢ surowice.
- Jezeli oznaczenia nie zostang wykonane natychmiast, to probki surowicy
i osocza mozna przechowywac do 7 dni w temp. 2-8C lub diu zej po
zamrozeniu do -20C lub poni zej. Przed przystapieniem do wykonania
testu, materiat powinien by¢ ogrzany do temperatury pokojowej.
- prébki zawierajace zmetnienia moga fatszowac¢ wyniki testu. Taki materiat
powinien by¢ oczyszczony przed przystapieniem do wykonania testu.
2. Srodki ostroznosci;
v' Antykoagulanty takie jak heparyna, EDTA i cytrynian nie wptywajg na
wynik badania
v Prébki z hemoliza, wysokim poziomem czynnika reumatoidalnego,
lipemiczne i ikteryczne moga dawac¢ fatszywe wyniki.
v’ Aby zapobiec kontaminacji miedzy prébkami nalezy uzywac
jednorazowych koncéwek do pipet.

. Ostrze zenia:

Tylko do diagnostyki in vitro. Nie uzywa¢ powtoérnie kasetek

2. W celu uzyskania prawidtowych wynikéw nalezy przestrzegaé procedury
wykonania testu. Kazdy wykonujacy to badanie musi zosta¢ przeszkolony
w jego uzywaniu i musi by¢ pracownikiem fachowym laboratorium.
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3. Nie jes¢ i nie pali¢ w trakcie postugiwania sie materiatem biologicznym

4. Uzywac rekawic ochronnych. Umy¢ rece bezposrednio po zakonczeniu
pracy

5. Nie rozlewac i nie wytwarzaé pytu wodnego.

6. W przypadku rozlania wytrze¢ i zastosowac¢ srodek dezynfekcyjny

7. Odkazi¢ i poddac utylizacji materiat badany, zuzyte kasetki i caly sprzet,

ktory mogt ulec zanieczyszczeniu.

8 Nie mieszac i nie przestawia¢ probek.

6. Srodki ostro znosci:

1. W celu uzyskania jak najlepszych wynikéw zaleca sig $ciste przestrzeganie
tej instrukcji

2. Caly materiat badany nalezy traktowaé jak materiat potencjalnie zakazny

3. Nie otwiera¢ opakowan jednostkowych kasetek i nie wyjmowacé kasetek,
jezeli nie wykonuje sie oznaczenia natychmiast.

4. Nie uzywaé kasetek powtdrnie.

5. Przed wykonaniem oznaczenia kasetke, bufor i probke doprowadzi¢ do tej
samej temperatury (pokojowej).

6. Nie uzywa¢ po uptywie terminu wazno$ci podanego na etykiecie.

7. Wszystkie sktadniki zestawu sa poddawane kontroli jakosci jako zestaw. Nie
mieszaé sktadnikéw z ré6znych serii.

8. Bufor zawiera niskie stezenie azydku sodu, ktory jest toksyczny. Nie
spozywag, unika¢ kontaktu ze skoéra.

9. Nie uzywac¢ testu jezeli opakowanie jednostkowe jest uszkodzone lub
kasetka peknieta.

7. Wykonanie testu (Patrz rysunek):

W celu otrzymania doktadnych wynikéw nalezy $cisle przestrzegaé ponizszej

instrukcji

1. Kasetke wyja¢ z opakowania jednostkowego i utozy¢ na suchej, poziomej
powierzchni

2. Przenie$¢ do okienka (S) kasetki 10ul surowicy lub osocza, albo 20pl krwi
petnej, a nastepnie dodac¢ 3 krople (okoto 110pl) i zacza¢ odmierza¢
czas.(Patrz rysunek ponizej)

Fipure 1 :

10,4 (plasma or serum)
or 200 (blood)

g

3. W momencie, kiedy test zaczyna dziata¢ mozna zauwazy¢ purpurowy kolor
przesuwajacy sie poprzez pasek membrany.

4. Odczyta¢ wynik w ciggu 10 minut. Wynik dodatni uzyskany w ciggu 10 minut
nie ulega zmianie w pézniejszym czasie. Jezeli temperatura otoczenia jest
duzo nizsza od 15T czas odczytu nale zy przedtuzy¢ do 15 minut.

8. Interpretacja wynikow:

1. W chwili, gdy test zacznie dziata¢ pojawia sie kolorowa linia z lewej strony
Okna Rezultatéw, ktéra wskazuje na prawidtowe dziatanie testu. Linia ta jest
L,Linig Kontrolng”.

2. Prawa strona Okna Rezultatéw wskazuje na wynik testu. Jezeli dodatkowa
kolorowa linia pojawia sie z prawej strony Okna Rezultatéw, to jest to ,Linia
Testowa”.

Wynik ujemny testu: Obecnos¢ tylko jednego paska kontrolnego (C) $wiadczy

0 negatywnym wyniku testu.
t’ I i- '

i pass

Wynik dodatni testu: Obecno$¢ dwu kolorowych paskéw ( T) i ( C) w oknie
rezultatu, bez wzgledu na to, ktéry z nich pojawi sie pierwszy, oznacza wynik

dodatni.
H g

Wynik nieprawidtowy: Brak widocznego purpurowego paska w oknie
rezultatéw po wykonaniu testu oznacza nieprawidtowos$¢. Oznacza to, ze
kierunek przeptywu materiatu nie byt w petni prawidtowy lub test ulegt
roztozeniu. W tym wypadku zaleca sie powt6rzenie badania tej prébki.

i ‘p
. Ograniczenia:

. Wynik ujemny nie wyklucza infekcji H. pylori. Wykonanie innych dostepnych
testow jest konieczne do postawienia prawidtowej diagnozy.

. Jak we wszystkich diagnostycznych testach, wyniki musza by¢ rozwazone w
powigzaniu z innymi klinicznymi informacjami dostepnymi lekarzowi. Nalezy
takze odnotowagé, ze pojedynczy rezultat nie moze by¢ uzyty do definitywnego
zdiagnozowania i kazdy wynik powinien by¢ zweryfikowany przy uzyciu innych
metod diagnostycznych.

3. W czasie wykonywania testu nalezy przestrzega¢ jego procedury, srodkéw

ostroznosci i sposobu interpretacji wynikow.
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Jednostopniowy test do wykrywania przeciwciat przeciwko H.pylori

10. Wewn etrzna kontrola jako $ci:

Kasetka posiada ,Linie Testowa , i ,Linie Kontrolng”. Zadna z nich nie jest
widoczna przed dodaniem materiatu badanego. Linia kontrolna pojawiajaca sig na
pasku membrany jest kontrolg prawidtowego dziatania testu. Musi ona pojawiaé
sie w kazdym tescie i $wiadczy o prawidtowym wykonaniu testu i odpowiednim
dziataniu sktadnikéw aktywnych.

11. Charakterystyka testu;

1. Spodziewane wartosci:

U wiekszosci 0s6b narazonych na dziatanie H. pylori powstaja przeciwciata
klasy IgG skierowane przeciwko tym organizmom. Raporty donosza, ze 50%
populacji ludnosci jest zkolonializowane przez H. pylori. Relatywnie wysoki
odsetek pacjentéw z wysokim poziomem przeciwciat klasy 1gG nie wykazuje
objawéw choroby nawet, jezeli sg zkolonializowani. Dlatego tez wysoki poziom
przeciwciat klasy IgG nie zawsze jest zwigzany z powaznymi objawami
klinicznymi.

. Czulos¢ i specyficznose

W celu oceny jakosci testow SD BIOLINE H. pylori, przeprowadzono badania
kliniczne.

N

Odniesienie SD BIOLINE H.pylori Wyniki
Metoda Wynik Dodatni Ujemny koncowe
Popularny test Dodatni 71 3 74
H.pylori ELISA Ujemny 5 43 48
Wyniki koricowe 76 46 122

Poréwnanie wynikéw testu SD BIOLINE H.pylori z popularnym testem ELISA
H. pylori 1gG wskazuje na czuto$¢ 95,9% (71/74), i specyficznos¢ 89,6% (43/48),
za$ catkowita zgodnos¢ wynosi 93,4 % (114/122).
3. Precyzja
v' Precyzje w serii okre$lono poprzez 10- krotne powt6rzenie oznaczen 5
probek zawierajacych rézne stezenie przeciwciat. 100 procent wynikow
dodatnich i ujemnych pokrywato sie.
v' Precyzje miedzy seryjng okreslono uzywajac 4 probek materiatu badanego
o réznym stezeniu przeciwciat i wykonujac po 3 oznaczenia 3 réznymi
seriami testu. Wyniki byty zgodne w 100%.
4. Czuto$¢ analityczna: limit detekcji; najmniejsza ilos¢ markera, ktora jest
wykrywalna, jest adekwatna do czutosci wiodacych popularnych testéw
przesiewowych do wykrywania przeciwciat przeciwko H. pylori.
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