ИНСТРУКЦИЯ ПО ПРИМЕНЕНИЮ ТЕСТ-СИСТЕМЫ ИММУНОФЕРМЕНТНОЙ
ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ АНТИТЕЛ КЛАССА IgM К ЦИТОМЕГАЛОВИРУСУ В СЫВОРОТКЕ И ПЛАЗМЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА
«ЦМВ IgM»
Только для in vitro диагностики
Цитомегаловирус (ЦМВ) представляет собой вирус икосаэдрический формы, 180-250нм в диаметре, принадлежит к семейству герпесвирусов. Вирус оказывает цитопатический эффект, увеличивает размеры клетки-хозяина за счет цито​плазматических и ядерных включений.

В настоящее время ЦМВ признан основным биологическим агентом, который приводит к врожденным аномалиям вследствие внутриутробной инфекции. Около 2% беременных женщин подвергаются первичной инфекции или реинфекции, при этом 10‑20% новорожденных детей с врожденной ЦМВ-инфекцией имеют выраженные признаки нарушения центральной нервной системы.

Врожденная инфекция также может быть следствием эндогенной реактивации вируса в организме беременной женщины. В последнее время ЦМВ определяют как основную причину осложнений при трансплантации органов, особенно при трансплантации почки. Процент ЦМВ инфекции как следствие трансплантации от ЦМВ-позитивного донора ЦМВ-негативному реципиенту составляет от 52 до 100%. ЦМВ инфекция широко распространена: антитела класса IgG к ЦМВ были обнаружены в 50-70% населения старше 35 лет. Обычно цитомегаловирусная инфекция протекает бессимптомно. В результате первичной ЦМВ инфекции антитела класса IgM против ЦМВ сохраняются у иммунокомпетентных пациентов на период от 2 до 9 месяцев; у пациентов с нарушениями иммунной системы эти антитела могут сохраняться более 2 лет.

ПРИНЦИП АНАЛИЗА

Данная тест-система основана на твердофазном иммуноферментном анализе вариант “capture”. В течение первой инкубации антитела класса IgМ против ЦМВ (если они есть в образце) улавливаются антителами против m‑цепей иммуноглобулинов человека, адсорбированными на твердой фазе (в лунках планшета). С помощью промывки удаляется несвязавшийся материал. В течение двух следующих инкубаций комплекс «антиген ЦМВ - биотинилированные антитела против ЦМВ» реагирует с выявленными IgM против ЦМВ; далее стрептавидин, меченый пероксидазой хрена, взаимодействует с биотином. После цикла промывки в лунки добавляется раствор хромогена, что приводит к развитию окраски под воздействием фермента. Реакция останавливается добавлением блокирующего реагента (HCl). Интенсивность окрашивания раствора измеряется на спектрофотометре при длине волны 450 нм или 405 нм. Содержание антител класса IgМ против ЦМВ в образцах и контролях прямо пропорционально интенсивности окраски раствора.

СОСТАВ НАБОРА

Стрипы с моноклональными антителами против IgM: планшет разборный состоит из 12 стрипов по 8 лунок. Лунки покрыты моноклональными антителами против иммуноглобулинов М человека.

Положительный контроль: раствор на основе инактивированной сыворотки крови, содержащий антитела класса IgM к ЦМВ — прозрачная бесцветная жидкость;

Контроль сut-off: раствор на основе инактивированной сыворотки крови, содержащий антитела класса IgM к ЦМВ — прозрачная жидкость голубого цвета;

Отрицательный контроль: раствор на основе инактивированной сыворотки крови, не содержащий антител класса IgM к ЦМВ — прозрачная жидкость красного цвета;

Антиген цитомегаловируса: инактивированный антиген ЦМВ — лиофилизованный препарат, представляет собой порошок белого или светло-желтого цвета;

Конъюгат-биотин: раствор моноклональных антител к ЦМВ человека, конъюги​рованных с биотином — бесцветная прозрачная жидкость;

Конъюгат-пероксидаза: раствор стрептавидина, конъюгированного с пероксидазой хрена — бесцветная прозрачная жидкость;

Буферный раствор для промывки лунок (20х): фосфатный буферный раствор - бесцветная прозрачная жидкость.

В случае образования нерастворимых кристаллов поместите флакон с раствором в термостат (37±2°C) на несколько минут. 
Буферный раствор для разведения образцов: раствор на основе сыворотки крови со стабилизаторами –прозрачная жидкость красного цвета. 

Раствор ТМБ: раствор тетраметилбензидина – бесцветная или светло-голубого цвета прозрачная жидкость.

Стоп-реагент: 1Н раствор соляной кислоты - бесцветная прозрачная жидкость.

Самоклеющаяся пленка.

Пластиковый пакет.

назначение

Тест-система «ЦМВ IgМ» предназначена для выявления антител класса IgМ к цитомегаловирусу в сыворотке крови человека методом «capture»-варианта иммуноферментного анализа (ИФА). 

СПОСОБ ПРИМЕНЕНИЯ

1. МАТЕРИАЛЫ, НЕОБХОДИМЫЕ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА

1.1. Материалы и оборудование, необходимые при работе с набором

Микропипетки, в том числе многоканальные, высокой точности (10-200 мкл, менее 3% ошибки).

Стеклянные или пластиковые пробирки для разведения образцов вместимостью не менее 1 мл.

Мерный цилиндр объемом 1л

Дистиллированная или деионизованная вода.

Термостат на 37±2°С.

Автоматическое промывочное устройство.

Одноволновой или двухволновой спектрофотометр вертикального сканирования с фильтрами на 450нм и 405нм. Если используется двухволновой спектрофотометр, установите референсный фильтр на 600-650нм. Руководствуйтесь инструкцией производителя для определения пределов линейности прибора.

1.2. Автоматический анализатор

Тест-система может быть использована для проведения анализа на автоматическом анализаторе для ИФА на планшетах.

Тест-система адаптирована для работы на RADIM и/или SEAC анализаторах. В случае использования автоматических анализаторов других фирм, необходимо удостовериться, что данный анализатор подходит для проведения ИФА на планшетах.

2. Меры предосторожности

Для получения достоверных результатов необходимо соблюдать следующие правила:

Не смешивайте реагенты тест-системы разных серий. Не смешивайте с реагентами других производителей.

Не используйте реагенты после истечения срока годности, указанного на упаковке.

Перед использованием набора доведите все реагенты до комнатной температуры (18...25°С).

Отбирайте только то количество реагента, которое необходимо для анализа. Во избежание контаминации не возвращайте отобранный реагент обратно во флакон.

Используйте только дистиллированную или деионизованную воду и только чистую посуду. Избегайте присутствия ионов металла или окисляющих субстанций.

Не подвергайте реагенты воздействию высокой температуры.

Избегайте контаминации образцов. Используйте чистые наконечники для каждого образца или реагента.

Проводите анализ в соответствии с данной инструкцией по применению.

Восстановление лиофилизованных компонентов проводите в соответствии с указаниями данной инструкции. 

В случае проведения анализа вручную необходимо использовать прошедшее проверку оборудование (автоматические пипетки, автоматическое промывочное устройство, спектрофотометр, термостат). 

С целью предосторожности в процессе работы с набором следует соблюдать следующие правила:

Используйте одноразовые перчатки при проведении анализа и при контакте с потенциально инфекционным материалом.

Не пипетируйте ртом.

Стоп-реагент представляет собой 1Н раствор соляной кислоты. Избегать разбрыз​гивания и попадания на кожу и слизистые. В случае попадания раствора стоп-реагента на кожу и слизистые необходимо промыть пораженный участок большим количеством проточной воды.

Реагенты, содержащие сыворотку крови человека, тестировались на наличие антител к вирусу иммунодефицита человека 1 и 2, вирусу гепатита С, поверхностному антигену вируса гепатита В. Были получены отрицательные результаты. Однако так как на сегодняшний день отсутствуют методы, дающие абсолютную гарантию, все исходные материалы следует считать потенциально инфекционными и обращаться с ними в соответствии с государственными нормами для биологически опасных веществ 2 группы.

Избегайте разбрызгивания реагентов. При попадании реагентов на рабочие поверхности тщательно промойте их 3% раствором гипохлорита. 

Некоторые реагенты содержат азид натрия в качестве консерванта. Азид натрия может реагировать со свинцом и медью в водопроводных трубах с образованием взрывоопасных соединений. После слива реактивов промойте водой систему, чтобы снизить накопление азидов металлов.

3. СБОР И ПОДГОТОВКА ОБРАЗЦОВ

3.1. Забор крови из вены руки следует производить согласно стандартной процедуре, с соблюдением соответствующих мер предосторожности.

Для анализа можно использовать как свежеполученные образцы сыворотки крови, так и образцы, хранившиеся при температуре от 2 до 8°С не более одной недели или при температуре минус 20°С не более 3месяцев. Не допускается повторное замораживание-размораживание, приво​дящее к искажению результатов. После размораживания образцы следует тщательно перемешать. Перед проведением анализа следует убедиться, что образцы полностью прозрачны. Образцы, содержащие осадок, необходимо очищать центрифугированием при 5–10 тыс. об/мин в течение 10 минут.

Для проведения анализа не следует использовать гемолизированную и мутную сыворотку крови. Не допускается использование образцов с признаками микробной контаминации или с повышенным содержанием липидов.

3.2.Перед проведением анализа образцы разводят в отношении 1:100 с помощью буферного раствора для разведения образцов. Например: 10 мкл образца + 990 мкл буферного раствора для разведения образцов.

4. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА

4.1. Упаковку с планшетом перед вскрытием выдерживают в течение 30минут при комнатной температуре (18...25°С). Пакет открывают и переставляют на свободную рамку необходимое количество стрипов.

Хранение: при температуре от 2 до 8°C в течение всего срока годности в пластиковом пакете с герметично закрытым замком (прилагается).
4.2.Перед проведением анализа во флакон с маркировкой «Антиген цитомегаловируса» вносят 2,5 мл раствора конъюгат-биотин и тщательно перемешивают, избегая пенообразования. Следует убедиться, что на крышке и стенках флакона не осталось нерастворенного вещества. В случае одновременного использования нескольких флаконов антигена ЦМВ полученные растворы объединяют.

Хранение: не более 3дней при температуре от 2 до 8°С, при необходимости более длительного хранения раствор замораживают и хранят в течение 1 месяца при температуре ‑20°С.
4.3.Перед проведением анализа в стеклянный стакан вместимостью 1000мл вносят содержимое флакона с буферным раствором для промывки лунок (20-кратным) и доводят объем до отметки 1000мл дистиллированной водой. Тщательно перемешивают, избегая пенообразования. 

Хранение: Приготовленный буферный раствор для промывки лунок хранить 30 дней при 2-8°C.
4.4. Отрицательный контроль, положительный контроль, контроль cut-off, коньюгат-биотин, коньюгат-пероксидаза, буферный раствор для разведения образцов, раствор ТМБ и стоп-реагент готовы к использованию.

4.5. В зависимости от количества образцов приготавливают соответствующее количество реагентов. Перед проведением анализа все реагенты и образцы должны быть тщательно перемешаны и выдержаны при комнатной температуре (18…250С) в течение 30-60 минут.

5. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА*

5.1. Схема проведения анализа приведена на странице 6.

5.2. Составляют протокол маркировки лунок. Лунки маркируют следующим образом:

А1, А2 – № 1 – лунки для определения оптической плотности (ОП) раствора ТМБ;

B1, В2 – № 2 – лунки для определения ОП отрицательного контроля;

С1, С2 – № 3 – лунки для определения ОП контроля сut-off;

D1, D2 – № 4 – лунки для определения ОП положительного контроля.

5.3. В лунки А1 и А2 вносят по 100мкл буферного раствора для разведения образцов.

5.4. Вносят в соответствующие лунки по 100 мкл контролей в дубликатах.

5.5. Вносят в оставшиеся лунки по 100мкл предварительно разведенных (см. п.3.2.) исследуемых образцов в монопликатах.

Примечание. Общее время внесения калибровочных проб и исследуемых образцов не должно превышать 20 минут, иначе время инкубации различных образцов с иммуносорбентом будет значительно отличаться, что приведет к неправильным результатам.
5.6. Накрывают планшет самоклеющейся пленкой и инкубируют стрипы в течение 60±5 минут при температуре 37±2°С.

5.7.По окончании инкубации удаляют содержимое лунок декантированием и промывают лунки четыре раза. При каждой промывке во все лунки добавляют по 350 мкл буферного раствора для промывки лунок, приготовленного по п.4.3, и выдерживают в течение 5–10 секунд с последующим декантированием. При каждом декантировании тщательно удаляют остатки жидкости из лунок постукиванием рамки со стрипами в перевернутом положении по фильтровальной бумаге. 

Допускается промывка лунок при помощи автоматического промывочного устройства.

5.8. Добавляют во все лунки по 100 мкл раствора антигена цитомегаловируса, приготовленного по п.4.2.

5.9. Накрывают планшет самоклеющейся пленкой и инкубируют стрипы в течение 60±5 минут при температуре 37±2°С.

5.10. По окончании второй инкубации удаляют содержимое лунок декантированием и промывают лунки согласно п. 5.7.

5.11. Добавляют во все лунки по 100мкл раствора конъюгат-пероксидаза. 

5.12. Накрывают планшет самоклеющейся пленкой и инкубируют в течение 30±2 минут при температуре 37±2°С.

5.13. По окончании третьей инкубации удаляют содержимое лунок декантированием и промывают лунки согласно п.5.7.

5.14. Во все лунки вносят по 100 мкл раствора ТМБ. 

5.15. Инкубируют в течение 20 минут при 37±2°C. Следует избегать прямого попадания света на планшет.

5.16. Добавляют во все лунки с той же скоростью и в той же последовательности, как раствора ТМБ, по 100мкл стоп-реагента для остановки ферментной реакции. Инкубируют в течение 1–2 минут при комнатной температуре (18…25°C).

5.17. Измеряют оптическую плотность на спектрофотометре при длине волны 450 нм. Референсный фильтр устанавливают на 620 нм, обнуляют прибор по лункам А1, А2. В случае, если значение оптической плотности превышает предел линейности спектрофотометра, считывание результатов проводят при 405 нм. Измерение должно проводиться в течение 15 минут после остановки реакции.

При использовании автоматического анализатора RADIM и/или SEAC, действуйте в соответствии с его инструкцией.

6.Учет результатов.

6.1. Определяют среднее арифметическое значение оптической плотности (ОП) отрицательного контроля, контроля сut-off и положительного контроля. Присутствие или отсутствие антител класса IgM к ЦМВ определяется путем сравнения ОП образца с ОП контроля сut-off.

6.2. Результаты анализа считают достоверными при соблюдении следующих условий:

среднее арифметическое значение ОП в лунках, содержащих отрицательный контроль, не более 0,1 о.е.;

среднее арифметическое значение ОП в лунках, содержащих контроль cut-off, не менее 0,2 о.е.;

среднее арифметическое значение ОП в лунках, содержащих положительный контроль, не менее 0,7 о.е.

В случае если полученные данные выходят за пределы указанных значений, результаты анализа считают недостоверными и анализ повторяют.

6.3. Вычисляют индекс антител (ИА) для каждого исследуемого образца по формуле:

ИА = ОПобр. / ОП cut-off,

где:

ОПобр. – значение ОП исследуемого образца, измеренное при соответствующей длине волны;

ОП cut-off – значение ОП контроля cut-off, измеренное при той же длине волны, что и ОП исследуемого образца.

* При использовании автоматических анализаторов для планшетного формата считывающий спектрофотометр должен измерять значения автоматически на 3 длинах волн: 450, 405 и 620 нм, что позволит расширить область кривой.

7.СХЕМА ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА

Предварительное разведение образцов 1:100.

	Стадия анализа и реагенты
	Номер лунок в соответствии с маркировкой по п.5.2

	
	1
	2
	3
	4
	5-96

	Отрицательный контроль, мкл
	-
	100
	-
	-
	-

	Контроль сut-off, мкл
	-
	-
	100
	-
	-

	Положительный контроль, мкл
	-
	-
	-
	100
	-

	Сх, мкл
	-
	-
	-
	-
	100

	Буферный раствор для разведения образцов, мкл
	100
	-
	-
	-
	-

	Инкубация № 1
	1 час, 37±2°С

	4-кратная промывка:
Буферный раствор для промывки лунок, мкл
	4х
350
	4х
350
	4х
350
	4х
350
	4х
350

	Раствор антигена цитомегаловируса, мкл
	100
	100
	100
	100
	100

	Инкубация №2
	1 час, 37±2°С

	4-кратная промывка:
Буферный раствор для промывки лунок, мкл
	4х
350
	4х
350
	4х
350
	4х
350
	4х
350

	Конъюгат - пероксидаза, мкл
	100
	100
	100
	100
	100

	Инкубация № 3
	30±2 минут, 37±2°С

	4-кратная промывка:
Буферный раствор для промывки лунок, мкл
	4х
350
	4х
350
	4х
350
	4х
350
	4х
350

	Раствор ТМБ, мкл
	100
	100
	100
	100
	100

	Инкубация № 4
	37±2°С, темное место, 20 минут

	Стоп-реагент, мкл
	100
	100
	100
	100
	100

	Инкубация № 5
	КT, 1–2 минуты

	Измерение ОП растворов в лунках стрипов
	Спектрофотометр, 450 нм и 405 нм.

	Расчет результатов


Примечание: СХ – исследуемые образцы;
ОП – оптическая плотность;
КT – комнатная температура (18…25°С).
8. Интерпретация результатов. 

Образцы с ИА выше 1,1 признают положительными (содержащими антитела класса IgM к ЦМВ). 

Образцы с ИА ниже 0,9 признают отрицательными (не содержащими антител класса IgM к ЦМВ). 

Область значений ИА от 0,9 до 1,1 является областью сомнительных значений. Если ОП образца попадает в этот диапазон, результат считается сомнительным и требуется повторное тестирование для подтверждения. 

8.1. Пример подсчета
	Описание
	ОП
450 нм

	Отрицательный контроль
	0,023

	Cut-off контроль
	0,424

	Положительный контроль
	1,252

	Образец
	0,932

	Индекс антител
	2,19


Исследуемый образец признается положительным по содержанию антител класса IgM против ЦМВ.

9. ХАРАКТЕРИСТИКИ АНАЛИЗА

9.1. Диагностическая специфичность

В представленном методе отсутствует влияние ревматоидного фактора и IgM к другим вирусам герпеса (вирус Эпштейна – Барр, вирус ветряной оспы, вирус простого герпеса). Диагностическая специфичность данного метода оценивалась на группе из 236 образцов, отрицательных по содержанию антител IgМ класса против ЦМВ. Специфичность составляет 100%.

9.2. Диагностическая чувствительность

Диагностическая чувствительность данного метода оценивалась на группе из 61 образцов, полученных от пациентов с острой цитомегаловирусной инфекцией. чувствительность составляет 93,4%.

9.3. Аналитическая специфичность

Аналитическая специфичность определяется как способность анализа точно выявлять специфический аналит в присутствии интерферирующих факторов в матриксе образца. Контрольные исследования показали, что характеристики анализа не изменяются под действием антикоагулянтов (ЭДТА и гепарин).

9.4. Точность

Точность оценивалась на автоматическом анализаторе с помощью определения повторяемости и воспроизводимости анализа (внутри- и межаналитическая вариабельность) на 3 сыворотках с различной концентрацией антител класса IgM против ЦМВ.

Повторяемость (Внутри анализа)
	Сыворотка
	Значение
	±
	S.D.
	C.V. %
	Кол-во репликатов

	a
	11,7
	±
	0,3
	2,28
	10

	b
	4
	±
	0,2
	6,19
	10

	c
	1,9
	±
	0,11
	5,57
	10


Воспроизводимость (Между анализами)
	Сыворотка
	Значение
	±
	S.D.
	C.V.
	Кол-во репликатов

	a
	19,01
	±
	2,74
	14,40
	10

	b
	2,18
	±
	0,28
	13,07
	10

	c
	1,57
	±
	0,22
	13,80
	10


10. Ограничения анализа

При определении уровня иммунитета пациента против ЦМВ, присутствие антител класса IgG, в любом случае, не исключает возможность действующей инфекции. Таким образом, определение специфических антител класса IgM является основным для ранней диагностики острой инфекции. В случае заболевания раннее вмешательство значительно уменьшает риск. Применение варианта «capture» ИФА позволяет значительно снизить возможность неспецифических реакций. Однако результаты анализа должны интерпретироваться с осторожностью и подтверждаться клиническими данными и дополнительными диагностическими тестами.

11.ФОРМА ВЫПУСКА

Тест-систему «ЦМВ IgM» выпускают в виде набора:

	1.
	Стрипы с моноклональными антителами против IgM в пакете из пленки цефленовой 
	1 шт
	12стрипов по 8лунок

	2.
	Положительный контроль 
	1 фл
	2 мл

	3.
	Контроль Cut-off
	1 фл.
	2,5 мл

	4.
	Отрицательный контроль
	1 фл.
	2 мл

	5.
	Антиген цитомегаловируса
	7 фл
	Лиофилизованный препарат

	6.
	Конъюгат-биотин
	1 фл.
	19 мл

	7.
	Конъюгат-пероксидаза
	1 фл.
	14 мл

	8.
	Буферный раствор для разведения образцов
	2 фл.
	50 мл

	9.
	Буферный раствор для промывки лунок (20x)
	1 фл.
	50 мл

	10.
	Раствор ТМБ 
	1 фл.
	14 мл

	11.
	Стоп-реагент
	1 фл
	14 мл

	12.
	Самоклеющаяся пленка
	3 листа

	13.
	Пластиковый пакет 
	1 шт.

	К набору прилагается:

	– инструкция по применению набора реагентов
	1 экз.

	Набор упакован в картонную коробку.


12. СРОК ГОДНОСТИ. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ

Срок годности тест-системы указан на коробке с набором. Препарат с истекшим сроком годности применению не подлежит.

Тест-систему хранят в соответствии с СП 3.3.2.1248–03. Хранение осуществляют в сухом, защищенном от света месте при температуре от 2 до 8°C. Замораживание не допускается.

Тест-систему транспортируют в соответствии с СП 3.3.2.1248–03. Транспортировку осуществляют всеми видами крытого транспорта при температуре от 2 до 8°С. Замораживание не допускается.
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