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Format: 4 x 10 well slides
HHV-426-03

¢
Biotrin

Lidsky herpes virus-6
Imunofluorescenéni stanoveni IgM

Imunofluorescenéni zkouska k detekci protilatek IgM proti lidskému herpes viru-6
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Zamyslené pouziti

Biotrin Human Herpesvirus-6 IgM IFA je urCen pro kvalitativni a semikvantitavni detekci
protilatek IgM proti lidskému herpes viru-6 .(HHV-6) v séru a plazmé.

Uvod

Lidsky herpes virus-6 (HHV-6) byl poprvé popséan v roce 1986. Byl izolovan u pacientd
trpicich lymfoproliferativnimi poruchami. Nasledné byl HHV-6 potvrzen jako etiologické
agens zpUsobujici détskou chorobu exanthem subitum (Roseola infantum) a byl spojovan
s fadou dal$ich chorobnych projevii u déti véetné fulminantni hepatitidy®, encefalitidy,
histiocytické nekrotizujici lymfadenitidy® a fatalnich diseminovanych infekci®.

U dospélych je primoinfekce HHV-6 méné bézna a dokumentovana evidence ukazuje, Ze
HHV- 6 muzZe byt pfitomen u pfipadt hepatitidy!”, onemocnéni podobnému mononuklesze®,
atypické polyklonalni lymfoproliferace®, syndromu povirové chronické tnavy®®, sklerézy
multiplex™, karcinomu v dutiné Gstni®? | karcinomu délozniho™® kréku a suprese kostni
dfené u pacient( s transplantaci kostni dren&®®.

PFi virologickych a serologickych zkouskach bylo zjisténo, ze HHV-6 je v lidské populaci
vSudypfitomen, pfiCemz infekce se typicky vyskytuje v raném détstvi a maly pocet dospélych
zustava nachylnych k primoinfekci. Hlasena prevalence protilatek je vy$si nez 80% u
pacient starich 2 let™. Avsak i kdyz vyskyt protilatek proti HHV-6 je vysoky, hladina
protilatek se snizuje po infekci na nizké titry. Detekce protilatek IgM proti HHV-6 u lidi muze
byt pouzita jako pomucka k diagnostikovani primoinfekce timto virem.

Principy testu

Systém Biotrin HHV-6 IFA pouziva nepfimé imunofluorescenéni metody detekce protilatek a
stanoveni titru. Vzorky séra pacienta nebo plazmy jsou inkubovany s imobilizovanym
antigenem HHV-6, ktery byl stabilizovan na mikroskopickém skli¢ku. Jestlize protilatky IgM
proti viru HHV-6 jsou ve vzorku pfitomny, vytvofi se s timto antigenem staly komplex.
Komplex je nasledné vizualizovan pfidavkem kozi protilatky proti lidskym IgM konjugované s
fluoresceinem. Pozitivni reakce protilatek je viditelna ve fluorescenénim mikroskopu jako
jasné zelena fluorescence.

Bezpecnostni opatreni
Bezpecnost

e Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

e Tento kit mUze pouzivat vyluéné kvalifikovany laboratorni personal.

« Kit obsahuje material lidského pvodu, ktery je povazovan za POTENCIALNE
BIOLOGICKY NEBEZPECNY MATERIAL. Byly testovany kontrolni vzorky a bylo
Zjisténo, Ze jsou negativni na HBsAg a protilatky proti HIV 1 /2, HTLV-I/Il a HCV. Jelikoz
v8ak zadna zkuSebni metoda nemulze nabidnout naprostou jistotu nepfitomnosti viru,
pracujte s témito kontrolnimi vzorky jako s potencialné infek&nimi.

o Né&které reagencie obsahuji Thiomersal, ktery muze byt pfi poziti toxicky.

e Vyhybejte se kontaktu s Evansovou modfi, jelikoz je to potencialni karcinogen. Dojde-li
k dotyku s pokozkou, omyjte povrch velkym mnozstvim vody.

o Neékteré regenty obsahuji azid sodny, ktery maze vytvaret potencialné vybusné azidy
kovl pfi styku s olovénym a médénym potrubim. P¥i likvidaci je nutno reagencie
splachnout velkym mnozstvim vody, aby se zabranilo vzniku azida.
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Likvidujte veSkeré klinické vzorky, infikovany nebo potencialné infikovany material podle
stanovenych laboratornich zasad. S veSkerymi materialy je nutno zachazet a likvidovat
je, jako by byly potencialné infeké&ni.

Zbytky chemikalii, pfipravkl a soucasti kitu jsou zpravidla povazovany za nebezpecny
odpad.

Veskeré takovéto materialy je nutno likvidovat podle stanovenych bezpe€nostnich
postupd.

PFi manipulaci se vzorky a pfi provadéni zkousky pouzivejte ochranny odév, latexové
rukavice na jedno pouziti a ochranu oci. Po skonceni prace si dikladné umyjte ruce.
Nepipetujte materialy Gsty a nikdy nejezte a nepijte u laboratorniho stolu.

Postup

Nepouzivejte kit ani jednotlivé reagencie po jejich datu expirace.

Nekombinujte reagencie z kit s riiznymi Cisly Sarzi.

Nepouzivejte kontaminované vzorky nebo reagencie.

Odchylky od tohoto protokolu mohou vést k mylnym vysledkim.

Provadéni zkousky mimo ¢asové a teplotni rozsahy muze vést k mylnym vysledkim.
Zkousky provadéné mimo stanovené Casoveé a teplotni rozsahy musi byt opakovany.
Pozaduje se vysoka kvalita destilované nebo deionizované vody na fedéni
koncentrovaného promyvaciho pufru. Pouziti nekvalitni nebo kontaminované vody muze
vést k neuspéchu. Zajistéte, aby byl diikladné promichan promyvaci koncentrovany pufr.
Vytemperuijte vSechny reagencie na pokojovou teplotu (20-25°C) a pred pouzitim je
dobfe promichejte.

Nevyjimejte mikroskopicka skli¢ka z jejich ochranného obalu dfive, nez je budete
pouzivat. Umoznéte, aby se mikroskopicka sklicka temperovala na teplotu mistnosti a
teprve potom otevrete jejich ochranny obal, aby se tak ochrénila proti kondenzaci.
Nenechavejte po dlouhou dobu reagencie na pfimém slunci a/nebo pfi teploté nad 2-8°C
P¥i barveni vétSiho mnozstvi vzorkl zabrarite kiizové kontaminaci mezi vzorky tim, ze
jamky od sebe oddélite voskovou tuzkou.

Pouziti vétSiho mnozstvi upeviiovaciho média muze zpusobit rozmazanou fluorescenci.
Vzdycky pouzivejte pro pfipravu reagencii Cisté sklenéné nadoby, nejlépe na jedno
pouziti.

Je nutno davat pozor, aby nedoSlo ke kontaminaci slozek soupravy, pro pipetovani
vzorku a reagencii pouzivejte vzdy Cisté Spicky.

Neposkrabejte jamky Spickou pipety nebo kapatka.

Dfive nez se zkouSkou zacnete, je nutno vypracovat plan identifikace a distribuce.
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Obsah kitu
Dodané materialy

1. Mikroskopicka sklicka s antigenem HHV-6.
4 sklicka x 10 jamek se stabilizovanymi lidskymi lymfocyty infikovanymi HHV-6. Sklicka
jsou po vyjmuti z ochranného obalu pfipravena k upotfebeni.

2. Pozitivni kontrolni vzorek**:
[CONTROL [+ [IgM |
1 x 0,5ml pozitivniho kontrolniho vzorku protilatky IgM proti HHV-6 Obsahuje 0,1 % azidu
sodného (pfipraven k upotfebeni) (modré vicko).

3. Negativni kontrolni vzorek**:
| CONTROL [- |IgM |
1 x 0,5ml negativniho kontrolniho vzorku protilatky IgM proti HHV-6. Obsahuje 0,1 %
azidu sodného (pfipraven k upotifebeni) (Cervené vicko).

4. Konjugét fluoresceinu **
| CONJ | ENZ [ 1X |
1 x 1,5ml koziho antilidského IgM konjugovaného fluoresceinem s Evansovou modfi a
rhodaminovymi kontrastnimi barvivy. Obsahuje 0,1 % azidu sodného. (pfipraven
k upotifebeni) (zluté vicko).

5. Montovaci médium:
1 x 2ml tris-pufrovany glycerol. Obsahuje Thiomersal (0,01%).
(pfipraven k upotiebeni) (oranzoveé vicko).

6. Promyvaci koncentrovany pufr (PBS):
| BUF | WASH | CONC |
1x sacek. 10 tablet PBS v uzaviratelném sacku z hlinikové folie. Z kazdé tablety se
pfipravi 100ml 1 x koncentrovaného promyvaciho pufru.

7. Savé papiry na skliCka (blottery):

4x save papiry s pfedem pfipravenymi otvory na suseni masky podlozniho sklicka
mikroskopu.

8. Névrod kj pouziti.

I3

** Potencialné biologicky nebezpecny material.
DalSi pozadované materialy

Zafizeni na sbér séra.

Drzak na podlozni sklicka mikroskopu a barvici miska pro umyvani sklicek.
Vysoce kvalitni destilovana nebo deionizovana voda.

Cisté odmérné laboratorni nadoby.

Zkumavky nebo ekvivalent pro pfipravu vzork.
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e Odmérné valce.

Pfesné pipety, mikropipety a Spi¢ky na jedno pouziti k pipetovani 5ul az 50ul a 50ul az
200ul.

Minutka.

Inkubétor 35-39°C.

Papirové ruéniky nebo savy papir.

Zkumavky na fedéni vzork(l a zkumavky do miniodstfedivky (0,5 ml).

Stolni miniodstfedivka.

Inkubaéni miska obsahujici navihéeny hedvabny papir.

Stficka a promyvaci vanicka.

Mikroskopicka kryci sklicka: TlouStka 22 X 50mm ¢is. 1.

Voskova tuzka.

Cinidlo pro adsorpci IgG (komeréné dostupné).

Fluorescenéni mikroskop s odpovidajici kombinaci filtrd pro FITC (excitacni filtr 495nm,
bariérovy filtr 515nm), doporucuje se zdroj halogenového svétla. Fluoresceinovy Stitek
ma excitacni pik 49nm a emisni pik 520nm. Rozdily v konec¢né reaktivité a
fluorescencnich intenzitach mohou byt zpisobeny typem a stavem fluorescenéniho
zarizeni, které se ve vasi laboratofi pouziva.

Skladovani a stabilita

o Kit je stabilni az do data expirace uvedeného na Stitku vnéjsi krabi¢ky za pfedpokladu, Ze
je ulozena pfi teploté 2-8°C. Poznamka: Savé papiry mohou byt skladovany pfi teploté
2-25°C.

e Nepouzité soucasti je nutno vratit do skladu o teploté 2-8°C bezprostfedné po jejich
pouZiti.

e Rekonstituovany promyvaci pufr je stabilni az po dobu 4 tydna, je-li skladovan pfi teploté
2-8°C.

Sbér a skladovani vzorku

e Vzorky je nutno ziskat za pouziti aseptickych laboratornich technik. Vzorky je mozno
skladovat az po dobu 1 tydne pfi teploté 2-8°C a po delSi dobu pfi teploté —20°C Je nutno
se vyhybat opétovnému zmrazZovani a rozmrazovani.

e Nepouzivejte nadmiru lipemické vzorky bez delipidizace.

e Nepouzivejte kontaminované vzorky.

Priprava reagencii a vzorkt

Pfipravte promyvaci pufr pfidanim 1 tablety PBS do 100ml Cerstvé pfipravené nebo
deionizované vody. Promichejte, aby se tableta rozpustila. Skladujte v isté uzaviené
nadobé pfi teploté 2-8°C az po dobu 4 tydnu.

VSechny ostatni reagencie se dodavaji hotové a pfipravené k upotfebeni a v pracovnim
ziedéni.
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Priprava vzorku

Kvalitativni zkouska: VSechny vzorky pfedem upravte, aby se odstranily IgG. Pridejte 90ul
adsorpcniho Cinidla do 10ul testovaného vzorku a dobfe promichejte. Inkubujte po dobu 15
minut pfi pokojoveé teploté. Odstfedujte pfi rychlosti 10 000 ot./min po dobu 2 minut pfi
pokojové teploté. Supernatant nakapnéte na podlozni skli€ko mikroskopu.

Semikvantitativni zkou$ka: ,Titr* vzorku je mozno stanovit tak, Zze se pfipravi série
dvojnasobného fedéni vzorku v promyvacim pufru, pfiéemz se zapocCne s fedénim vzorku v
poméru 1 : 20 v adsorpcnim Cinidle; pro pfipravu kazdého nasledného fedéni se smisi vzdy
stejny objem zfed&ného vzorku a promyvaciho pufru. Redéni se provadi tak dlouho, dokud
se nedosahne fluorescence stupné ,+1“ (viz ,Interpretace vysledkd®).

Pracovni postup
Pfed pouzitim vytemperujte vSechny vzorky na pokojovou teplotu (20-25°C).

1. Pr¥iprava podloznich skli¢ek mikroskopu.
Vyjméte pozadovany pocet podloznich skliCek z ochranného obalu a oznacte mista
mezi jamkami voskovou tuzkou, aby se tak zabranilo kontaminaci. Aplikujte 1 kapku
(asi 20ul) kazdeho zfedéneého testovaného vzorku a 1 kapku (asi 20pl) pozitivniho a
negativniho kontrolniho vzorku na o€islované jamky.
Poznamka: Aplikujte dostateéné mnozstvi, aby se kazda jamka naplnila, nedopustte
vSak smichani obsahu mezi jednotlivymi jamkami.

2. Vzorky inkubuijte.
Inkubujte podlozni sklicko ve vihké komofre pro dobu 3 hodin pfi teploté 35-39°C.

3. Umyjte podlozni sklicko.
Oplachnéte podlozni sklicka podél okraje slabym proudem promyvaciho pufru za
pouziti stficky. Proud nesmérujte na jamky. Polozte sklicka do promyvaci misky
obsahujici promyvaci pufr na dobu 10 minut pfi pokojové teploté (20 - 25°C) a po
5 minutach promyvaci pufr vyménte. Osuste okoli zkuSebnich jamek dodanymi
savymi papiry.

4. Inkubujte s konjugatem.
Pridejte 1 kapku (asi 20ul) konjugatu pfipraveného k upotfebeni do kazdé testovaci
jamky. Inkubuijte sklicka ve vlhké komofte po dobu 30 minut pfi teploté 35-39°C.

5. Umyjte podlozni sklic¢ko.
Opakuijte Krok 3.

6. Aplikujte montovaci médium.
Aplikujte 1 malou kapku montovaciho média do stfedu kazdé jamky a pfilozte kryci
sklicko.

7. Prohlédnéte sklicko.

Prohlédnéte je ve fluorescenénim mikroskopu pfi 200-500x zvétSeni. NejlepSich
vysledkl se dosahne, prohlédnete-li sklicka okamzité po ukon&eni zkousky. (Abyste
dosahli ekvivalentnich vysledk, sklicka zabalte nebo je udrzujte zavihéena, abyste
tak minimalizovali vysychani montovaciho média. Ukladejte v temnu pfi teploté
2-8°C. Odectéte do 3 dnu).

8. Klasifikace.
Pozitivni reaktivita se muze pohybovat ve fluorescenéni intenzité od brilantni po
slabou. Klasifikujte fluorescenéni reakci podle nasledujici stupnice intenzity:
+4 (brilantni), +3 (jasnd), +2 (mirna), +1 (slabd).
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Interpretace vysledkii
Negativni reakce:

Vzorek se povazuje za negativni na pfitomnost protilatek IgM proti viru HHV-6, jestlize nelze
pozorovat fluorescencni zabarveni infikovanych bunék.

Pozitivni reakce:

Pozitivni rekce na protilatky proti HHV-6 se udava pouze v pfipadé, Ze |ze pozorovat
v infikovanych burikach jasné zelenou fluorescenci pfi zfedéni = 1:20. Pozitivni reakce
indikuje primoinfekci HHV-6.

+4 = brilantni zelena fluorescence indikuje velmi vysoky titr reakce protilatek IgM proti
HHV-6.

+3 = jasnd zelena fluorescence indikuje vysoky titr reakce protilatek IgM proti HHV-6.

+2 = zelena fluorescence indikuje stfedni titr reakce protilatek IgM proti HHV-6.

+1 = matné zelena fluorescence indikuje slaby titr reakce protilatek IgM proti HHV-6. Rovnéz
indikuje konec¢né fedéni daného vzorku.

e Titrace HHV-6 IgM pozitivnich vzork( poskytuje kvantitativni informace. V fadé titraci se
nejvysSi rozfedéni séra vykazujici reakci ,+1“ interpretuje jako konecény titr.

e Aby se zajistila interni kontrola, kazda jamka na mikroskopickém sklicku obsahuje jak
buriky infikované HHV-6, tak i bufky neinfikované. Pfiprava mikroskopického skli¢ka
timto zplsobem je zamérna. Neinfikované bunky zabarvené kontrastnim barvivem
Cervené poskytuji kontrastni pozadi.

e Charakter fluorescencniho zabarveni bunék infikovanych HHV-6 je proménny. Podle
stupné infekce buriky se mize charakter zabarveni ménit od fluorescence malé ¢asti
infikované buriky az po fluorescenci celé buriky. Fluorescence se muze rovnéz
pohybovat od zrnité po homogenni.

Signifikance interpretace

U skriningového fedéni neni zjisténa Testovany vzorek je negativni na
Zadna rozeznatelna fluorescence pfitomnost protilatky IgM proti HHV-6.
infikovanych bunék.

U skriningového fedéni nebo pfi Testovany vzorek je pozitivni na
vy8§im zfedéni byla zjisténa pritomnost protilatek tfidy IgM proti
specificka pozitivni fluorescence HHV-6, coz indikuje béznou infekci.

infikovanych bunék.

Zjisténa fluorescence jak u
infikovanych tak i neinfikovanych
bunék

Testovany vzorek vykazuje nespecifickou
reakci.
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Kritéria kontroly kvality

Kazda zkouska musi obsahovat pozitivni kontrolni vzorek a negativni kontrolni vzorek
Vysledky zkousky jsou povazovany za validni, jsou-li splnéna nasleduijici kritéria:

1) Kontrolni vzorek pozitivni na IgM proti HHV-6 dodany s timto kitem dava fluorescencni
intenzitu infikované bunky > +2.

2) Kontrolni vzorek negativni na IgM proti HHV-6 dodany s timto kitem nedava zadnou
specifickou fluorescenéni intenzitu infikované buriky.

Nejsou-li vySe uvedena kritéria spinéna, zkouska se povazuje za nevalidni a musi byt
opakovana.

Ocekavané hodnoty

Prevalence protilatek proti HHV-6 je u pacientt starSich 2 let vy3$Si nez 80%. | kdyz je
prevalence vysoka, titr protilatek proti HHV-6 se po infekci snizuje na nizké hodnoty. Vysoka
hladina IgM muze tudiz naznaCovat primarni infekci.

Omezeni pouziti

e Sérologicky test jako IFA slouzi jako pomiicka k detekci virové infekce, jeho pouziti by
vSak nemélo byt jedinym kritériem. Vysledky testu by meély byt porovnany s pacientovym
klinickym a epidemiologickym profilem a s dalSimi klinickymi laboratornimi vysledky.

¢ Nespecifické pozitivni reakce jako jsou reakce protilatek proti buné&nym jadrdm vlastnich
bunék a/nebo anticytoplazmovych protilatek se mohou vyskytovat ve vzorcich od
pacientl s jistymi autoimunnimi chorobami. Jak infikované tak i neinfikované buriky
mohou fluoreskovat, coz mlize pozitivni reakci prekryt. Zjisténi autoimunni reakce
nemuze tedy vylou€it moznost infekce HHV-6.

e Vzorek ziskany pfili§ brzy v pribéhu infekce nemusi obsahovat detekovatelné hladiny
protilatek tfidy IgM. Je-li podezfeni na virovou infekci, je nutno odebrat po 7-14 dnech
druhy vzorek. Druhy vzorek je nutno testovat soubézné s prvnim vzorkem, aby se zjistila
tvorba protilatek v séru nebo signifikantni vzestup titru virové specifické protilatky tfidy
IgM a IgG. Tvorba protilatek v séru nebo signifikantni vzestup v titru indikuje primarni
infekci.

o JelikoZ existuje mozZnost kontaminace pupecnikoveé krve matefskou IgM, je vhodné
potvrdit pozitivni vysledky virovych protilatek tfidy IgM na vzorcich pupecnikove krve
testovanim nasledného vzorku od ditéte, nejlépe v pribéhu prvnich 5 dnu jeho Zivota.

e Specifické protilatky tfidy IgM se zpravidla detekuji u pacientli s nedavnou primarni
infekci. Protilatky tfidy IgM mohou byt zjiStény u pacientl s reaktivovanymi nebo
sekundarnimi infekcemi.

e Biotrin doporucuje predbé&znou upravu zkusebnich vzorkl, aby se protilatky tfidy IgG
odstranily. Timto dalSim krokem navic napomuzeme k odstranéni faleSnych negativnich
a faleSnych pozitivnich vysledku. Jestlize protilatka IgG konkuruje protilatce IgM na
specifickych vazebnych mistech, pfitomnost protilatky IgG muze vést k faleSné
negativnimu vysledku. Jestlize protilatka IgG vytvari imunitni komplexy s antigenovym
substratem, ktery mize potom vazat revmatoidni faktor (tfida IgM), pfitomnost protilatky
IgG muze vést k faleSnému pozitivnimu vysledku.
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Vykonové charakteristiky

Sensitivita a specificita
Diagnosticka sensitivita

9 HHV-6 IgM pozitivnich vzorku bylo testovano pomoci Biotrin HHV-6 IgM IFA. Uvedenych 9
vzorkl bylo testovano s pozitivnim vysledkem a vykazovaly 100 % sensitivitu.

% sensitivity = skute€né pozitivni/(skutecné pozitivni + faleSné pozitivni + dvojznacné) x 100
9/(9 + 0) x 100 = 100 %
Citlivost = 100 %

Diagnosticka specificita

Bylo testovani 77 normalnich darcovskych vzorkd séra na HHV-6IgM pomoci Biotrinu HHV-6
IgM IFA. Bylo zjisténo 76 vzorkl negativnich na IgM protilatky proti HHV-6 .
Na zakladé nasledujici rovnice se zjistila 99 % specificita:

% specificity = skute¢né negativni/(skuteéné negativni+ faleSné pozitivni + dvojzna&né) x 100
76/(76 +1) x 100 = 99 %
% specificity = 99 %

Vv

KFiZova reaktivita

Bylo testovano 17 vzork( séra, aby se stanovila specificita Biotrinu HHV-6 IgM IFA.
V nasledujici tabulce jsou shrnuty vysledky vzorkd séra odebraného od pacientt s témito
chorobami:

Virus Pocet pozitivnich na Biotrin
HHV6 IgM IFA
CMV IgM 0/2
EBV IgM 0/5
HSV IgM 0/2
VZV IgM 0/2
ANA 0/2
MCTD 0/2
Lymsky 0/2

Tabulka 1: Celkovy pocet potencialnich kFfizové reaktivnich, které nereagovaly na protilatky
IgM proti HHB6.

Interference (Analytické specificita)

Zkoumani interference zahrnovalo testy na hemolyzu, lipemii, bilirubiny a revmatoidni faktor.

Bylo pozorovano cihlové ¢ervené kontrastni barvivo na vSech barvenych mikroskopickych
sklickach, které vSak neinterferovalo s interpretaci intenzity fluorescence.

10
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Reprodukovatelnost

Intra-test

¢

Biotrin

Jeden pozitivni vzorek byl zkousen 15krat na 2 rGznych Sarzich. Viz Tabulku 2.

Kontrolnivzorky | Sarzel | Sarze 2
PV 2+ 2+

NV 0 0

PBS 0 0
Pozitivni vzorek Sarzel | Sarze 2
1 2+ 2+

2 2+ 2+

3 2+ 2+

4 2+ 2

5 1+/2+ 2+

6 2+ 2+

7 2+ 2+

8 2+ 2+

9 2+ 1+/2+
10 2+ 2+

11 2+ 2+

12 2+ 2+

13 2+ 2+

14 2+ 2+

15 2+ 2+

Tabulka 2: Jeden vzorek byl testovan 15krat na 2 Sarzich.

Inter-test

Na skupiné vzorkl bylo provedeno deset rliznych stanoveni ze dvou rGznych Sarzi. Viz

Tabulku 3.
Sarze 1
Vzorky Spec Zkouska 1 Zkouska 2 Zkouska Zkouska 4 Zkouska 5 Zkouska 6 Zkouska 7 Zkouska 8 Zkouska Zkouska
3 9 10
PV 2+-4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
NV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PBS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pozitivni >1+ 2+ 1+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+/2+ 2+
Pozitivni >1+ 2+ 1+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 1+/2+ 2+
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Preruseni >1+ 1+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+
Sarze 2
‘ Vzorky ‘ Spec ‘ Zkouska 1 ‘ Zkouska 2 ‘ Zkouska ‘ Zkouska4 | Zkouska5 | Zkouska 6 ‘ Zkouska 7 ’ Zkouska 8 ’ Zkouska ’ Zkouska 10
3 9
PV 2+-4+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+/3+ 2+ 2+ 2+ 2+
NV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PBS 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Pozitivni >1+ 2+ 2+ 2+ 1+2+ 1+/2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
Pozitivni >1+ 2+ 1+/2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+ 2+
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Preruseni >1+ 1+/2+ 1+ 2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+/2+

Tabulka 3: Vysledky ukazuji skupinu vzorkd,

dvou riznych Sarzi.

11
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Shrnuti postupu HHV- 6 IgM IFA

Dilezita poznamka: Drive nez zacnete se zkouskou, prectéte si, prosim, celou
brozurku Toto shrnuti slouzi pouze k rychlému nahlédnuti.

Kvalitativni stanoveni: Ziedte vzorek pacienta v IgG adsorp&nim Cinidle v poméru 1:10
Semikvantitativni stanoveni: Zacnéte se zfedénim vzorku v IgG adsorp&nim ¢inidle v poméru
1:20, potom pridejte stejné objemy zfedéného vzorku a promyvaciho pufru na kazdé
nasledujici zfedéni

v
Pridejte 1 kapku (~20ul) pozitivniho kontrolniho vzorku do jamky ¢&is. 1 na mikroskopickém
sklicku
Pridejte 1 kapku (~20ul) negativniho kontrolniho vzorku do jamky ¢&is. 2 na mikroskopickém
sklicku
Pridejte 1 kapku (~20ul) zfedéného vzorku do zbyvajicich jamek (jeden vzorek na jamku)

v
Inkubuijte skli¢ko pfi 35-39°C po dobu 3 hodin

v
Umyjte sklicko promyvacim pufrem

v
Aplikujte 1 kapku (~20ul) konjugatu do kazdé jamky

v
Inkubujte skli¢ko pfi 35-39°C po dobu 30 minut

v
Umyijte skli¢ko promyvacim pufrem

v
Dejte 1 malou kapku (~10ul) montovaciho média do kazdé jamky a pfilozte mikroskopické
kryci skli¢ko

v
Prohlédnéte sklicko ve fluorescenénim mikroskopu

12
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Interpretace symbolu

in-vitro diagnosticky zdravotni prostfedek VD
Kod sarze LOT
Katalogové Cislo REF

Teplotni omezeni

Upotrebit do konce

Vyrobce

Pfi poziti Skodlivy. Pfi styku s kyselinami
uvoliuje velmi toxické plyny.

X E s

-1
.

Instrukce k pouziti

=

14



HHV-6 IgM IFA, Cat. No.: V17THHV6, HHV-426-03 07/09, CZ

DalSi vyrobky Biotrin

¢
Biotrin

Biotrin International nabizi jedine&né portfolio testl na lidsky herpes virus vhodnych pro
rutinni laboratorni diagnostiku.

Cat #: Description Assay Format
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG IFA 4 x 10 well slide
V17HHV6 Human Herpesvirus-6 IgM IFA 4 x 10 well slide
V15HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG EIA 96 well EIA
V18HHVS8 Human Herpesvirus-8 1gG IFA 6 x 10 well slide
V19HHVS Human Herpesvirus-8 IgG EIA 96 well EIA

Biotrin International Ltd.
93 The Rise, Mount Merrion

Co. Dublin
Ireland

Tel: +353 (01) 2831166
Fax: +353 (01) 2831232
E-mail: info@biotrin.ie

www.biotrin.com
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