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lovitro atrais diagnostiskais tests, lai noteiktu A gripas un B
gripas virusu no nazofaringeala sekréta
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I IEVADS
Gripa ir loti infekcioza virusa infekcija, kas skar aug$éjos elpcelus, un Sai infekcijai ir
raksturiga antigénu variabilitate, ta ir sezonala infekcija un tai ir liela ietekme uz
populaciju.
No diviem galvenajiem gripas tipiem (A un B), A apakstips tiek diferencéts ar virsmas
glikoprotetna (hemaglutinina un neiraminidazes) antigéna variabilitati. Gripas A viruss
ir vairak izplatits un izsauc nopietnas epidémijas.
Gripa var izraisit nopietnas komplikacijas, tadas ka bronhits vai pneimonija, 1pasi
bérniem, vecakiem cilvékiem vai cilvékiem ar hroniskam elpcelu saslim$anam.
Visbiezak So virusu infekciju parnes ar elpcelu sekrétu izdalijumiem, Skaudot vai
klepojot. Ir daudzas citas virusu infekcijas, kas var imitét gripu, tapéc ir nepiecieSams
veikt laboratoriskos testus, lai atSkirtu to no citam akatam elpcelu infekcijam.
Efektivi antivirusu preparati ir pieejami kop$§ 1990-to gadu beigam, bet 3T terapija ir
efektiva tikai loti agrina perioda, tas ir pirmas 48 stundas no slimibas sakuma.
Virusa izolacija vél joprojam ir zelta standarta metode gripas virusa noteik$anai, tas
jatiba ir tuvu 100% 3 dienu laika. Pacienta apripe tiek uzlabota un ekonomiskas
izmaksas tiek mazinatas, pateicoties atrai, specifiskai un jatigai antigéna noteik§anas
metodei un agrini uzsaktai antivirusu terapijai.

II. TESTA PRINCIPS

Sis tests ir gatavs lieto$anai un ta darbibas princips ir balstits uz membranu
tehnologijam ar zelta koloidalam nanodalinam. ST ierice ir paredzata, lai noteiktu A un
B gripas nukleoproteinu antigénus nazofaringealas iztriepes, rikles iztriepes, vai nazala
aspirata paraugos. Komplekta specifitate izriet monoklonalajam antivielam, kas vérstas
pret A un B gripas nukleoproteinu antigéniem.
Kad ekstrakcijas $kidums no NPS (nazofaringealais sekréts) saskaras ar stripu,
Skidinatais maisTjums parvietojas ar paraugu pasivas difuzijas cela un abi maistjumi un
parauga materials saskaras ar monoklonalajam antivielam, kas ir vérstas pret
specifisku A gripas virusu. Ja paraugs satur A gripas virusu, maisijuma—A gripas
komplekss bis saistits ar monoklonalajam antivielam, kas adsorbés to pie
nitrocelulozes un tiks uzradita sarkana Iinija. Sdeums turpinds parvietoties, lai
saskartos ar anti-B gripas virusa monoklonalajam antivielam, kuras ir adsorbétas uz
nitrocelulozes. Ja paraugs satur B gripas virus, maisijuma-B gripas komplekss bis
piesaistits anti-B gripas monoklonalajam antivielam un paradisies sarkana ITnija.
élgTdums turpinas parvietoties Iidz saskarsies ar treSo reagentu, kas ir kontroles
reagents, tadejadi apstiprinot to, ka tests darbojas pareizi. Rezultats bls redzams 15
mindsu laika.
Ill. REAGENTI UN MATERIALI

1. Influ A+B K-SeT (20)
20 aizverti komplekti, kas satur vienu ierici un vienu adsorbentu. Katrs komplekts
satur vienu sensitizétu stripu.

2. RE-A buffer (15 mL)

Sals bufera 8kidums ar pH 7.5 satur Tris, NaN3 (<0,1%), detergentu un blok&joSos
proteTnus,
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3. Lietosanas instrukcija (1)

4. Materiali, kas piegadati ar ierici K-1512
- Paraugu materiali: 20 iztriepes kocini no Copan Flock (reference 553C)
- Semi-rigidi utilizéjami savakS$anas stobrini ar pipeti (20)

Materialus, ko jasata atseviski:
- Influ-A pozitiva kontrole (Ref.: C-1090)
- Negativa kontrole (Ref.: CTR-1000)

IV. SPECIALALIE PIESARDZIBAS PASAKUMI
- Visas darbibas, kas saistitas ar testu, javeic saskana ar Labu Laboratorijas Praksi.
- Visi reagenti paredzéti tikai in vitro diagnostikai lieto$anai.
- Komplekts ir jaatver uzmanigi.
- lzvairities no nitrocelulozes aiztik§anas ar pirkstiem.
- Stradajot ar paraugiem, izmantot cimdus.
- Neizmantot reagentus no citiem iepakojumiem.
- Reagentu kvalitate netiek garantéta péc noradita deriguma termina vai arf, ja
reagenti netiek uzglabati atbilstoSos apstaklos.

- Zalas Iinijas norada uz imunoreagentu adsorbcijas vietam. Zala Iinija izzad
testéSanas reakcijas laika.

V. ATKRITUMU UTILIZACIJA

- Izmetiet visus cimdus, kocinus, testa stobrinus un izmantotas ierices saskana ar labu
laboratorijas praksi.

- Katrs lietotajs ir atbildigs par atkritumu utilizaciju, un ir janodroS$ina, lai tie tiktu utilizéti

saskana ar atbilstoSo likumdoSanu.

VI. UZGLABASANA

- Neatvértu komplektu var uzglabat no 4° l1dz 30°C un izmantot Iidz deriguma termina
beigdm, kas noradits uz iepakojuma. Ja iepakojums tiek atverts, tests ir javeic
nekavéjoties.

- Nepielaujiet ieri€u un buferSkiduma sasal$anu.

VIl. DARBS AR PARAUGIEM UN TO SAVAKSANA

Testéjamos paraugus jasavac un jadarbojas ar tiem saskana ar standarta savakSanas
metodém, kas paredzétas nasofaringealajiem aspiratiem, nazofaringealajiem
skalojumiem vai nazalajam/nazofaringealajam iztriepém.1

Paraugus ir jatesté péc iespéjas atrak péc to savaksanas. Ja tie netiek testéti uzreiz
péc savaksanas, tad tos ir jauzglaba 2-8°C vai jasasaldé -20°C ja nepiecieSams glabat
ilgaku laika periodu (atkartba no izmantotas transportéSanas metodes).. Copan Flock
iztriepes kocini ar Copan UTM var tikt uzglabati 2-8°C Iidz pat 72 stundam pirms
testéSanas.

Nerekomendéjam izmantot siekalas vai krépas, jo tas var novest pie klddainiem
rezultdtiem. Parliecinieties, lai paraugi netiek apstradati ar Skidumu, kas satur
formaldehidu vai ta derivatus.

VIIl. DARBA GAITA

TESTA SAGATAVOSANA:
Pirms testa veikSanas laujiet komplekta saturam, neatverot to, un paraugiem sasniegt
istabas temperataru (15-30°C).

Atveriet komplektu un iznemiet ierici. Péc tam kad tas tiek atvérts — nekavéjoties
veiciet testu. Noradiet pacienta vardu vai parauga numuru uz ierices (viena ierice
vienam paraugam).

PARAUGU SAGATAVOSANAS PROCEDURA:

Veiktspéja ir parbaudita nazofaringealajiem sekrétiem, citiem paraugiem ta nav
parbaudita. Més rekomendé&jam izmantot svaigus nazofaringealos paraugus optimalai
testa proceddrai.

| Sagatavojiet vienu stobrinu: savaksanas vai semi-rigidu stobrinu (K-1512 komplekta) |

A. Skidums B. Kocins $kidra \ : C. Sauss kocins

trasnporta barotné
Paraugs ir skidums,

piem.,
nazofaringéalais
skalojums, aspirats
vai kultara.

Nav skiduma ar

Transporta barotne, géls vai Iztriepes kocinu

Sukla matrice aizsarga kocinu.

e Notiriet kocinu barotné
piespiezot ta matrici kocinu
konteinerr. j

e Pievienojiet 18
pilienus bufera
skiduma stobrina.

e |evietojiet kocinu
buferi. Pagrieziet.

o Notiriet to piespiezot
to pie stobrina sienas.

e

Samasiet maisijumu, lai homogenizétu skidumu. |

)

e Parnesiet 200 pL parauga stobrina.
e Pievienojiet 7 pilienus bufera skiduma, lai sasniegtu
3kidinajuma attiecibu 1/2.

stobrina un pievienojiet 3 pilienus bufera.

| = =

Ar K-1212 komplektu
maziem kliniska parauga
daudzumiem

JA kliniska parauga tilpums ir mazs, parnesiet 100 pL parauga J

Ar K-1512 tikai dalgji stingrai
mégenei
Izmantojot pipeti, 18nam nemiet e Ciesi ievietojiet pilinataju.

e Apgrieziet mégeni un turiet to vertikali

100 pL Skiduma un parvietojiet
uz parauga iedobi kaseté. e Léni pievienojiet 3 pilienus atskaidita

s =

VAI

Atlaujiet notiekt testa reakcijai un péc 15 min nolasiet rezultatus

Pozitivu testa rezultatu var pazinot bridr, kad testa un kontroles linija kldst redzama.
Ja paradas jaunas linijas péc reakcijas laika, tas nav janem véra.
Rezultatus ir janolasa no mitra stripa.

! Hall, C.B., Douglass, RG., Jr., and Geiman, M. 1975. Clinically useful method for the isolation or
Respiratory Syncytial Virus. J. Infect. Dis 131: 1-5.
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IX. REZULTATU INTERPRETACIJA
Rezultatus jainterpreté sadi:
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Negativs testa rezultats: sarkani-violeta linija paradas loga dala,
kontroles ITnijas pozicija (C). Citas ITnijas neiekrasojas.

Pozitivs testa rezultats: papildus sarkani-violetajai kontroles Inijai (C), paradas
sarkani-violeta ITnija Influ-A Iinijas pozicija (A) vai Influ-B testa Iinijas pozicija (B). 3
ITnijas (A-B-C) paradisies tada gadijuma, ja pacients ir inficéts ar abiem gripas
virusiem A un B. Testa lnijas intensitate var bat dazada atkariba no antigénu skaita,
kas ir atrodami parauga. Jebkada sarkani-violeta testa ITnija (A vai B pozicija), pat ja
ta ir vaji redzama, ir jauzskata ka pozitivs rezultats.

Kladains testa rezultats: Ja kontroles pozicija netiek uzradita linija, tad tas nozimé,
ka tests nav izdevies un iegitais rezultats bas klGdains. Atkartojiet klGdaino testu ar
jaunu testa komplektu.

Piezime: ZGSanas perioda, testa lnijas pozicija var paradities loti vaji redzama éna.
To nedrikst interpretét ka pozitivu testa rezultatu.

X. KVALITATES KONTROLE

Saskana ar labu laboratorijas praksi més rekomend&jam regulari parbaudit testa
veiktspéju saskana ar laboratorijas prasibam. Katru kontroli var izmantot vienu reizi,

ved

i

kur ir atrodama

jauzliek uz ierices paraugu iedobes.

Xl. VEIKTSPEJA

A. NoteikSanas slieksnis
Noteik§anas slieksnis A gripas tipam ir 3 X 10° TCIDso/mL. Noteik&anas slieksnis B
gripas tipam ir 1.5 X 10° TCIDs¢/mL.

B. Sensitivitate - Specifitate (korelacija):
Pirmaja pétijuma, salidzinot ar kultdru, tika parbauditi 97 pozitivi un negativi
nazofaringeald sekréta paraugi no 2012.gada A gripas sezonas. AtSkiribas tika
noteiktas ar PCR metodi.

A gripa
Kultara . =
Coris BioConcept Pozitiva Negativa Kopa
Pozitiva 40 0 40
Negativa 4* 53 57
Kopa 44 53 97

*: apstiprinati ka patiesi pozitivi ar PCR

95 % ticamibas intervals?
(77.410 97.1 %)
(91.6 to 100 %)
(89.1 to 100 %)
(82.210 97.7 %)

Sensitivitate: 90.9 %
Specifitate: 100 %
Pozitiva paredzama vértiba:100 %
Negativa paredzama vértiba:93 %
Precizitate: 95.9 % (93/97)

Kopa tika izmantoti 279 prospektivi paraugi (nazalie aspirati un paraugi, kas savakti
ar iztriepes kociniem gripas sezonas laika) un tika analizéti, lai noteiktu B gripas
virusu, salidzinot ar $anu kultdras metodi.

B gripa
Kultara Pozitiva Negativa Kopa
Coris BioConcept
Pozitiva 67 4 71
Negativa 6 202 208
Kopa 73 206 279
95 % ticamibas intervals
Sensitivitate: 91.8% (82.4 t0 96.6 %)
Specifitate: 98.1% (94.8t0 99.4 %)

Pozitiva paredzama vértiba: 94.4 % (85.5t0 98.2 %)
Negativa paredzama vértiba:97.1 % (93.5t0 98.8 %)
Precizitate: 96.4 % (269/279)

C. Precizitate
Lai parbauditu viena lota precizitati, tie pasi pozitivie paraugi un bufera Skidumi tika
parbauditi 15 reizes ar komplektu no ta pasSa lota, tados paSos apstaklos. Visi
novérotie rezultati sakrita ar gaiditajiem rezultatiem.
Lai parbauditu dazadu lotu precizitati (atkartojamiba), tie pasi pozitivie paraugi
(pozitivi A un B gribas gadijuma un $kidinajuma buferT) tika parbaudtti ar tris dazadiem
lotiem. Visi novérotie rezultati sakrita ar gaiditajiem rezultatiem.

D. Interference
H1IN1 (1 celms), H2N2 (5 celmi), H3N2 (7 celmi) un B gripa (9 celmi) tika noteikti ka
pozitivi.
Krusteniska reakcija tika parbaudita ar paraugiem, kas ir pozitivi uz $adam baktérijam
(visi ieguatie testa rezultati negativi): Adenovirus, Aspergillus niger, Candida albicans,
Haemophilus

2 Newcombe, Robert G. "Two-Sided Confidence Intervals for the Single Proportion:
Comparison of Seven Methods," Statistics in Medicine, 17, 857-872 (1998).

influenza, Herpes virus, Legionella pneumophila, Moraxella catarrhalis, Mycoplasme
pneumoniae, Nocardia asteroides, Parainfluenzae type Ill, Rhinovirus, RSV,
Streptococcus pneumonia, Streptococcus pyogenes, E. coli, Klebsiella pneumonia,
Legionella bozemanii, Legionella lonbeachae, Neisseria meningitidis, Neisseria
sicca, Proteus mirabilis, Salmonella enteritidis, Shigella flexneri, Staphylococcus
epidermidis.

Tika testéta krusteniska reakcija ar Staphylococcus aureus un tika novérots pozitivs
rezultats pie augstas baktériju koncentracijas (10° cfu/mL).
Jaizvairas no paraugiem, kas satur asinis vai eritrocitus, jo tie var izraisit viltus
pozitivus rezultatus.

XIl. TESTA IEROBEZOJUMI

Tests ir kvalitativs un nevar noteikt antigénu skaitu parauga. Ir janem véra kliniska
aina un citu testu rezultati, lai uzstadrtu atbilstoSu klinisko diagnozi.

Pozitivs tests neizslédz infekcijas iespéju ar citiem patogéniem.

Komplekta tests ir akiitas fazes skrininga tests. Paraugi, kas tiek savakti péc $1s fazes
var saturét antigénu titrus, kas ir zem reagenta sensitivitates robezvértibas. Ja
paraugam ir negativs rezultats, neskatoties uz novérotajiem simptomiem, ir javeic
jebkads cits atbilstoss tests, lai parbauditu paraugu.

Xlll. TECHNISKAS PROBLEMAS / SUDZIBAS

Ja rodas kada tehniska probléma vai ja veiktspéja neatbilst tai, kas noradita pakas
pielikuma:

1. Noradiet lota numuru.
2. Jaiespéjams, saglabajiet problematisko paraugu saldétava, uz laika periodu,
kura tiks izskatita stdziba.
3. Sazinieties ar Coris BioConcept (client.care@corisbio.com) vai ar
vietéjo izplatitaju.
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