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CITO TEST H. Pylori Ab
Тест імунохроматографічний для виявлення антитіл до антигену H. Рylori
ІНСТРУКЦІЯ

Використання

Тест є швидким, горизонтально поточним, якісним імунохроматографічним аналізом для виявлення антитіл класу IgG до антигену H.Pylori в цільній крові чи сироватці з метою діагностики хелікобактерної інфекції. Даний тест проводиться на зразках крові дорослих старше 19 років. 
Введення
H.Pylori є збудником ряду захворювань шлунково-кишкового тракту, як наприклад, гастриту, дуоденіту, виразкової хвороби шлунку та дванадцятипалої кишки, аденокарциноми та лімфоми шлунку. На сьогодні продовжуються дослідження ролі H.Pylori  в розвитку цих захворювань. Проте, у 90% пацієнтів із клінічними симптомами захворювань ШКТ роль H.Pylori підтверджена гістологічно та бактеріологічно. 

Хелікобактерна інфекція розповсюджена серед людей у всьому світі. У країнах, що розвиваються майже 50% популяції у віці до 60 років мають хелікобактерну інфекцію, в той час як на третьому десятилітті життя всього лише у 10-20% дорослих. 

Існують два методи діагностики захворювань шлунково-кишкового тракту: інвазивні та неінвазивні. До інвазивних методів діагностики відносять бактеріологічний, гістологічний методи та уреазний (CLO)  тест.  Ці методи потребують взяття біоптичного матеріалу під час ендоскопії, котрий є дорогим методом дослідження і зазвичай приносить дискомфорт та становить ризик пацієнту. До неінвазивних методів діагностики відносять уреазний дихальний тест та серологічні методи. Уреазний дихальний тест потребує використання незначної кількості радіоактивної речовини та мас-спектрометра. Під час серологічного дослідження виявляються антитіла, які виробляються в результаті імунологічної відповіді організму на хелікобактерну інфекцію. 

CITO TEST H.Pylori Ab  використовується для виявлення специфічних IgG антитіл до антигену H.Pylori в цільній крові чи сироватці. Пороговий рівень визначення становить 10 мкг/мл. Даний аналіз відноситься до неінвазивних методів діагностики і не вимагає використання радіоактивних речовин. Тест є простим у використанні, тому не потребую професійно підготовленого персоналу для його проведення.  

Принцип тесту

Тест є горизонтально поточним імунохроматографічним аналізом. Тест-смужка складається з 1) прокладки червоного кольору для кон’югату антигенів H.Pylori з колоїдним золотом та 2) нітроцелюлозної мембрани з нанесеними лініями тесту (Т) та контролю (С). На тестову лінію наносять антигени H.Pylori, на контрольну лінію наносять козячі антитіла до антигену H.Pylori. Антигени, які використовуються в даному тесті, є похідними клітинного лізату H.Pylori.

Під час дослідження проходить взаємодія антигенів, нанесених на мембрану із антитілами в зразку. Якщо досліджуваний зразок містить антитіла класу IgG, тестова лінія червоного кольору з’являється на мембрані в результаті такої взаємодії.  У випадку відсутності їх, тестова лінія не з‘являєтья. Контрольна лінія (С) буде завжди з’являтися на мембрані незалежно від наявності IgG антитіл у зразку. С лінія є внутрішнім контролем виконання процедури і свідчить, що достатня кількість зразку була використана і заповнення капілярів мембрани відбулося. 
Зберігання і стабільність

Зберігати тест при кімнатній температурі від 15 до 30(C (59-86°F).  Тест залишається стабільним протягом 2 років чи до закінчення терміну придатності, вказаного на упаковці. Не зберігати при температурі більш ніж  30(C. Заморожування до 
-70°С (-94°F) не впливає на стабільність тесту. 

Застереження
· Необхідно дотримуватися інструкції про використання для отримання точних результатів. 

· Дотримуйтесь правил безпеки при заборі, використанні та тестуванні зразків, які є потенційно біологічно небезпечними. 

· Для кожного зразку використовуйте окрему піпетку та тест-систему. 

· Відкривати запаяні пакети з тестом необхідно безпосередньо перед проведенням дослідження. 

· Не використовувати тест після закінчення терміну придатності, вказаного на пакеті. 

Забір і підготовка зразків
І. Сироватка

1. Слід дотримуватися стандартній лабораторній процедурі забору зразку сироватки.

2. Зразки сироваток можуть зберігатися при температурі від 9 до 30°С (48-86°F) протягом 8 годин, від 2 до 8°С (36-46°F) протягом тижня та на більший термін зберігання при температурі - 20°С чи менше. Повторно заморожені та розморожені зразки не рекомендується використовувати для тестування.

3. Будь-який осад в зразку сироватки слід усунути цинтрифугуваням. Уникайте використання мутних зразків, які можуть бути контаміновані мікроорганізмами. 

ІІ. Цільна кров

1. Рекомендується використовувати для тестування цільну кров з пальця.

2. Для забору цільної крові з пальця:

· Протріть змоченою у спирті ваткою середній чи безіменний палець. Висушіть.
· Проколіть шкіру стерильним ланцетом. Витріть першу краплю крові.

· Масажуючи руку від зап’ястя до пальців, отримайте утворення достатньої краплі крові.

· Використовуючи капілярну трубочку, додайте краплю цільної крові з пальця у лунку S на тест-касеті. 

Надані матеріали 

· Тест

· Буфер
· Інструкція
Необхідні, але не надані матеріали

· Пробірка
· Годинник

Процедура тестування
1. Охолоджені зразки та інші матеріали, в тому числі тест-системи, повинні бути доведені до кімнатної температури перед тестуванням. 

2. Дістаньте тест з пакету і покладіть на рівну поверхню. Нанесіть порядковий номер зразку крові на тест-систему. 

3. Додайте 1 краплю цільної крові з пальця чи сироватки в лунку S на тест-системі. Почекайте 30 секунд поки зразок абсорбується, а потім додайте 3 краплі буферу в лунку. 

4. Позитивний результат може з’явитися уже через 2-3 хвилини, в той час як слабо позитивний через більший термін, до 7 хвилин. Не приймати до уваги результат тестування після 7 хвилини. При тестуванні цільної крові може спостерігатися гемоліз, але це не впливає на результат аналізу.

Інтерпретація результату 


Позитивний:  

поява лінії С та лінії Т свідчить про позитивний результат, тобто про наявність специфічних антитіл  IgG до антигену H.Pylori. 

Примітка:  нечітка Т лінія повинна трактуватися як негативний результат. 

Негативний: 

поява лише лінії С свідчить, що специфічні антитіла  IgG до антигену H.Pylori відсутні в зразку. 

Бліда тестова лінія свідчить про наявність антитіл IgG на межі порогового рівня. Дані позитивні зразки повинні бути підтверджені більш специфічним методом для підтвердження результату. 

Недійсний: 

якщо контрольна лінія не з‘являється протягом 5 хвилин, повторіть процедуру тестування, використовуючи нову тест-систему. 

Контроль якості
Контрольна (С) лінія є вбудованим внутрішнім контролем процедури виконання. Наявність її свідчить, що достатня кількість зразку та буферу були використані і заповнення капілярів мембрани відбулося. 

Рекомендується використовувати позитивні та негативні стандарти в якості зовнішніх контролів процедури виконання.

Обмеження

1. Тест є якісним аналізом, для професійної in vitro діагностики.

2. За допомогою даного тесту не можливо відрізнити гостру інфекцію від колонізації H. Pylori. Тому, позитивний результат слід підтверджувати іншими методами, доступними лікарю. 

3. Тестування слід проводити на зразках крові пацієнтів старше 19 років. 

4. Літературні дані свідчать про перехресну реактивність IgG до наступних мікроорганізмів: Borrelia burgdorferi та Pseudomonas. Проте, під час дослідження характеристик виконання даного тесту не було виявлено впливу даних організмів на результати тестування. Тому, специфічність тесту невідома при наявності даних мікроорганізмів. 

Характеристики виконання

А. Чутливість та специфічність

Тест був оцінений на 296 підтверджених зразках сироваток, серед яких було 144 позитивних та 152 негативних зразків. Усі зразки були пронумеровані в сліпу.

	
	Клінічно підтверджені результати
	Загальний результат

	
	Позитивний
	Негативний
	

	Тест на H.Pylori Ab
	Позитивний
	137
	9
	146

	
	Негативний
	7
	143
	150

	Загальний результат
	144
	152
	296


Чутливість тесту становить 95,1% (137/144) та специфічність – 94,1% (143//152).

В. Дослідження порівняння з комерційними тестами

Імунохроматографічний тест на H.Pylori був порівняних із іншими комерційними тестами на H.Pylori. Дослідження було проведено на 296 зразках сироваток. Результати тестування представлені в таблиці

	
	Комерційні тести на H.Pylori
	Загальний результат

	
	Позитивний
	Негативний
	

	Тест на H.Pylori Ab
	Позитивний
	142
	4
	146

	
	Негативний
	3
	147
	150

	Загальний результат
	145
	151
	296


Результати співпали у 97,9% (142/145) при тестуванні позитивних зразків та у 97,4% (147/151) при тестуванні негативних зразків.

С. Дослідження порівняння тесту імунохроматографічного на H.Pylori Ab

Імунохроматографічний тест на H.Pylori був порівняних на 296 зразках сироваток, серед яких були 144 позитивних та 152 негативних зразків. Зразки крові, які були пронумеровані в сліпу, були протестовані тестом імунохроматографічним на виявлення H.Pylori Ab у сироватці та тестом імунохроматографічним на виявлення H.Pylori Ab у цільній крові та сироватці. Результати тестування представлені в таблиці
	
	Тест на H.Pylori Ab у сироватці та цільній крові
	Загальний результат

	
	Позитивний
	Негативний
	

	Тест на H.Pylori Ab
	Позитивний
	146
	1
	147

	
	Негативний
	0
	149
	149

	Загальний результат
	146
	150
	296


Результати співпали у 99,3% (146/147) при тестуванні позитивних зразків та у 100% (149/149) при тестуванні негативних зразків, що свідчить однакову ефективність обох форматів тесту.

Д. Дослідження перехресної чутливості та втручання побічних речовин

1. Близько споріднені мікроорганізми були досліджені на предмет перехресної чутливості до H.Pylori. Білки даних мікроорганізмів були додані до негативних та позитивних на вміст H.Pylori Ab зразків крові у великих концентраціях і були окремо протестовані.  Ні один із даних мікроорганізмів не вплинув на результати тестування.

	Досліджувані речовини
	Концентрація

(мг/мл)


	Зразок

	
	
	Позитивний
	Негативний

	E.coli
	10
	+
	-

	C.coli
	10
	+
	-

	C.jejuni
	10
	+
	-

	C.fetus
	10
	+
	-

	Proteus
	10
	+
	-

	N.gonorrhea
	10
	+
	-

	Streptococcus
	10
	+
	-

	Staphylococcus
	10
	+
	-


2. Потенційно перехресно чутливі речовини, в тому числі компоненти сироватки: ліпіди, гемоглобін, білірубін, були додані у великій концентрації до негативних та позитивних на вміст H.Pylori Ab зразків крові і були окремо протестовані.  Перехресної реактивності доданих побічних речовин не було виявлено під час дослідження. 

	Досліджувані речовини
	Концентрація


	Зразок

	
	
	Позитивний
	Негативний

	Альбумін
	20 мг/мл
	+
	-

	Білірубін
	10 мкг/мл
	+
	-

	Гемоглобін
	15 мг/мл
	+
	-

	Глюкоза
	20 мг/мл
	+
	-

	Сечова к-та
	200 мкг/мл
	+
	-

	Ліпіди
	20 мг/мл
	+
	-


3. Біологічно активні речовини, які представлені в таблиці, були додані до негативних та позитивних на вміст H.Pylori Ab зразків крові і були окремо протестовані.  Перехресної реактивності доданих побічних речовин в указаних концентраціях не було виявлено під час дослідження. 

	Досліджувані речовини
	Концентрація


	Зразок

	
	
	Позитивний
	Негативний

	Ацетомінофен
	200
	+
	-

	Ацетооцтова к-та
	200
	+
	-

	Ацетосаліцилова к-та
	200
	+
	-

	Бензойлекгонін
	100
	+
	-

	Кофеїн
	200
	+
	-

	DMSO
	5%
	+
	-

	EDTA
	800
	+
	-

	Етанол
	1.0%
	+
	-

	Гентизинова к-та
	200
	+
	-

	Β-гідроксибутират
	20000
	+
	-

	Метанол
	10%
	+
	-

	Фенотіазін
	200
	+
	-

	Фенілпропаноламін...
	200
	+
	-

	Саліцилова к-та
	200
	+
	-


Д. Дослідження на відтворення

Дослідження тесту на виявлення H.Pylori Ab у сироватці на відтворення було проведено в 3 лабораторіях. В дослідженні використовувалися 60 зразків сироваток, серед яких було 20 негативних зразків, 20 слабо позитивних та 20 позитивних зразків. Кожен зразок в трьох копіях був протестований протягом 3 днів у кожній лабораторії. Результати тестування в межах однієї серії тестів співпали на 100% у двох лабораторіях та на 99,4% в одній лабораторії. Результати тестування між серіями тестів співпали на 100% у двох лабораторіях та на 99,8% у одній лабораторії. 

Дослідження тесту на виявлення H.Pylori Ab у сироватці та цільній крові на відтворення було проведено також у 3 лабораторіях. В дослідженні використовувалися 60 зразків сироваток та 60 зразків цільної крові, які містили різний вміст антитіл IgG до антигену H.Pylori. Серед зразків було 20 негативних, 20 слабо позитивних та 20 позитивних зразків. Кожен зразок був пронумерований в сліпу і був протестований у кожній лабораторії. Результати тестування отримали у всіх лабораторіях як і сподівалися окрім одного слабо позитивного зразку, який був не визначений у одній лабораторії. Результати тестування зразків сироваток співпали на 100% у трьох лабораторіях. Результати тестування зразків цільної крові співпали на 100% у двох лабораторіях та на 98,3% у одній лабораторії. 
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