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Zamyslené pouziti

Tato nepfima imunofluorescencni zkouska (IFA) na protilatku proti lidskému Herpesviru-8
(HHV-8) je urCena pro kvalitativni a semikvantitativhi stanoveni protilatky IgG proti
lytickym antigenim v lidském séru nebo plazmé. Detekce protilatek tfidy 1gG proti HHV-8
u lidi mize byt pouzita jako pomlcka k diagnostikovani primarni infekce nebo
reaktivace/reinfekce timto virem.

Uvod

Lidsky Herpesvirus-8 (HHV-8), ktery je rovnéz znam jako herpesvirus asociovany
s Kaposiho sarkomem (KSHV) byl objeven teprve vroce 1994, kdy Chang et al
identifikovali dva fragmenty DNA podobné herpesviru v |ézich pacienta trpiciho Kaposiho
sarkomem asociovanym s AIDSY. Tento virus je klasifikovan jako gama-herpesvirus
(genus rhadinovirus) a podoba se EBV ve svém tropizmu pro B bunky a ve své
schopnosti existovat v latentnim stavu. V souasné dobé existuje silna epidemiologicka
prukaznost kauzativni ulohy HHV-8 v patogenézi Kaposiho sarkomu (KS). HHV-8 je
detekovatelny ve vS8ech formach tohoto onemocnéni: Klasicky KS (fidké maligni
onemocnéni vyskytujici se u starSich muz( ve Stfedomofri), africky endemicky KS, KS
asociovany s transplantacemi a KS asociovany s AIDS.

V prenosu HHV-8 mezi homosexualnimi muzi hraje dlezitou roli sexudlni styk®. Virus
HHV-8 v8ak muzZe byt pfrenasen rovnéz slinami a transplantovanymi organy®.

Séroprevalence viru HHV-8 v obecné populaci uvadéna ve védecké literatufre se
pohybuje mezi 5 a 35% podle typu pouzivaného imunologického testu a podle zkoumané
geografické oblasti. V fadé uvadénych studii byly pozorovany znacné zvySené titry
protilatek IgG u pacientd trpicich Kaposiho sarkomem, nikoliv v§ak u normalnich darcu.
Séroprevalence HHV-8 je tedy odliSna od EBV, HHV-6, HHV-7, CMV nebo HSV-1,

kde >80 % populace je pozitivni na protilatky proti tomuto viru.

Séroprevalence HHV-8 u darcu krve se pohybuje od 5 do 10% ve Spojenych statech a
v severni Evrop&®, od 10 do 35% v Italii a ve Stredomorskych zemich® a dosahuje vice
nez 50 % v mnoha Africkych populacich®.

Existuje domnénka, Ze prevalence protilatek proti viru HHV-8 v bézné populaci koreluje
s Setnosti vyskytu Kaposiho sarkomu po transplantaci'”’. Rovnéz byl evidovan prenos od
darce alotransplantatu na pfijemce. Asociace s virem HHV-8 u pfijemcu transplantatu
vedla k doporuceni, aby u darcli organu a pfijemcu byl proveden screening na protilatky
proti viry HHV-8®9). Ukazalo se, Ze vyskyt HHV-8 protilatek u HIV-pozitivnich pacientt
predchazi a predikuje vyskyt Kaposiho sarkomu®®. U této skupiny pacient(i je Kaposiho
sarkom nejbéznéji se vyskytujicim novotvarem. HHV-8 je rovnéz spojovan s vyskytem
lymfom0 v télesnych dutinach, s multicentrickou Castlemanovou chorobou, non-
Hodgkinovym lymfomem a mnohogetnym myelomem".

V soucasné dobé mize byt diagndza infekce virem HHV-8 potvrzena analyzou PCR a
imunologickymi testy, napf. IFA a ELISA. Pomoci testd PCR je v8ak mozno detekovat
DNA HHV-8 v butikach periferni krve pouze u pfiblizné poloviny infikovanych osob™?*:
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Jelikoz systémy detekce PCR ziejmé vykazuji nizkou citlivost (je-li jako Sablona pouzita
DNA z bunék periferni krve), sérologické testy se ukazaly byt pro epidemiologické studie
pusobeni tohoto viru®“**?. Sérologické studie detekovaly specifické protilatky proti HHV-8
u 80-98% HIV-pozitivnich pacientu trpicich Kaposiho sarkomem, u 54 -100%
HIV-pozitivnich pacientd, u nichz se Kaposiho sarkom vyvinul do 5 let po odbéru vzorku a
u 16-56% pacientd, u nichz se Kaposiho sarkom nevyvinul. Pomoci PCR byl HHV-8 u
stejnych skupin detekovan pouze ve 40-50%, 30% a 5-10%.

Zakladem kitu HHV-8 od firmy Biotrin je bunécna linie exprimujici lyticky antigen a
umoznujici detekci protilatek proti lytickym virovym proteintm.

Néktera z antiherpesvirovych IéCiv, jako je ganciclovir, vykazuji aktivitu proti HHV-8 in
vivo; k dispozici je vS8ak dosud omezené mnozstvi klinickych Udaju. Bude zapotiebi
dalSiho klinického vyzkumu na nékolika krevnich vzorcich, aby se stanovilo zvySeni a
pokles hladin protilatek proti HHV-8 a aby bylo mozno uvést tuto informaci do relace
s infekci HHV-8 a s chorobnymi stavy, jako je Kaposiho sarkom.

Principy metody

Systém nepfimého imunofluorescenéniho testu firmy Biotrin je rychla, jednoducha
metoda ke stanoveni protilatek proti lytickym antigendm lidského herpesviru-8.
Fluorescencni test na protilatky vyuzivd nepfimé metody fluorescenéniho barveni
protilatek. Tento postup se provadi ve dvou zakladnich reakcnich krocich:

V prvnim kroku se lidské sérum nebo plazma, které maji byt testovany, uvedou do styku
s fixovanymi infikovanymi burikami. Protilatka, pokud je v testovaném vzorku pfitomna,
vytvoii v bunéném substratu komplex s antigenem. Jestlize zkoumany vzorek
neobsahuje Zadnou protilatku pro dany antigen, nevytvofi se zadny komplex a veskeré
slozky séra se vymyji béhem cyklu promyvani.

Ve druhé kroku se pfidava fluoresceinem oznacena antilidska protilatka. Je-li protilatka
proti HHV-8 pfitomna (pozitivni reakce), ve fluorescenénim mikroskopu je mozZno
pozorovat jasnou jable&né zelenou fluorescenci.
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Bezpecénostni opatieni

Bezpecnost

Pouze pro pouziti in vitro.

Tento kit muze pouzivat vyluéné kvalifikovany laboratorni personal.

Kit obsahuje material lidského pavodu, ktery je povazovan za POTENCIALNE
BIOLOGICKY NEBEZPECNY MATERIAL Byly zkou$eny kontrolni vzorky a bylo
Zjisténo, Ze jsou negativni na HBsAg a protilatky proti HIV 1/2 a HCV. Jelikoz vSak
zadna zkuSebni metoda nemulze nabidnout naprostou jistotu nepfitomnosti viru,
pracujte s témito kontrolnimi vzorky jako s potencialné infekénimi.

Nékteré reagencie obsahuji Thiomersal, ktery muze byt pfi poziti toxicky.

Vyhybejte se kontaktu s Evansovou modfi, jelikoz je to potencialni karcinogen.
Dojde-li k dotyku s pokoZkou, omyijte povrch pokozZky velkym mnoZstvim vody.
Nékteré reagencie obsahuji azid sodny, ktery mize vytvaret pfi styku s olovénym a
médénym potrubim potencialné vybusné kovové azidy. Pfi likvidaci je nutno
reagencie splachnout velkym mnozstvim vody, aby se zabranilo tvofeni azidd.
Likvidujte veskeré klinické vzorky, infikovany nebo potencialné infikovany material
podle osvédéenych laboratornich zdsad. S veSkerymi materialy je nutno zachazet a
likvidovat je jako by byly potencialné infekéni.

Zbytky chemikalii, pfipravkd a soucasti kitu jsou zpravidla povazovany za
nebezpecny odpad. VesSkeré takovéto materialy je nutno likvidovat podle stanovenych
bezpectnostnich postupl.

PFi manipulaci se vzorky a pfi provadéni zkousky pouZzivejte ochranny odév, latexové
rukavice na jedno pouziti a ochranu oc€i. Po skonCeni prace si dukladné umyjte ruce.
Nepipetujte materidly Usty a nikdy nejezte a nepijte u laboratorniho stolu.

Postup

Nepouzivejte kit ani individualni reagencie po jejich datu expirace.

Nesmésujte reagencie z kitl s rdznymi Cisly Sarzi.

Nepouzivejte kontaminované vzorky nebo reagencie.

Odchylky od tohoto protokolu mohou vést k mylnym vysledkdim.

Provadéni zkousky mimo dané Casové a teplotni rozsahy muze vést k mylnym
vysledkim. Zkousky provadéné mimo stanovené Casové a teplotni rozsahy museji
byt opakovany.

Pro fedéni koncentrovaného promyvaciho pufru je pozadovana destilovana nebo
deionizovana voda vysoké kvality. Pouziti nekvalitni nebo kontaminované vody mize
vést k neuspéchu. Zajistéte, aby byl promyvaci koncentrovany pufr ddkladné
promichan.

Vytemperujte vSechny reagencie na pokojovou teplotu (20-25°C) a pfed pouzitim je
dobfe promicheijte.

Nevyjimejte mikroskopicka sklicka z jejich ochranného obalu dfive, nez je budete
pouzivat. Umoznéte, aby se mikroskopicka sklicka vytemperovala nejdfive na
pokojovou teplotu a teprve potom oteviete jejich ochranny obal, aby se tak ochranila
proti kondenzaci.

Nenechavejte po dlouhou dobu reagencie na pfimém slunci a/nebo pfi teploté nad
2-8°C.

Pfi barveni vétSiho mnozstvi vzorkd zabrarite kfizové kontaminaci mezi vzorky tim, ze
je oddélite voskovou tuzkou.

Pouziti vétS§iho mnozstvi montovaciho meédia mulize zpusobit rozmazanou
fluorescenci.

Vzdycky pouzivejte pro pfipravu reagencii Cisté sklenéné nadobi, nejlépe na jedno
pouZiti.
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Je nutno davat pozor, aby nedoSlo ke kontaminaci slozek, pro pipetovani vzorku a
slozek soupravy pouZzijte vzdy novou Spicku.

NeposSkrabejte jamku Spi¢kou pipety nebo kapatka.

Dfive nez se zkouskou zacnete, je nutno vypracovat plan identifikace a distribuce.

Obsah kitu

Dodané materialy

1. Mikroskopicka sklicka s antigenem HHV-8.

6 sklicek x 10 jamek s lidskymi lymfocyty s expresi lytickych antigent proti HHV-8
v kazdé jamce sklicka. Sklicka jsou po vyjmuti z ochranného obalu pfipravena
k upotiebeni.

Kontrolni vzorek HHV-8 IgG pozitivni*

[CONTROL [+ [1gG |

1 x 500l kontrolniho lidského séra pozitivniho na pfitomnost protilatky IgG proti
HHV-8. Obsahuje azid sodny.Pfipraven k pfimému upotfebeni.

Negativni kontrolni vzorek*:

| CONTROL [- [l1gG |

1 x 500l kontrolniho lidského séra negativniho na pfitomnost protilatky IgG proti
HHV-8. Obsahuje azid sodny.Pfipraven k pfimému upotfebeni.

FITC antilidsky IgG konjugét*:

|CONJ [IgG |

1 x 1,8ml koziho (inaktivovaného) antilidského IgG (t€Zky a lehky Fetézec)
konjugovaného fluoresceinem s Evansovou modfi a rhodaminovymi kontrastnimi
barvivy. Obsahuje azid sodny.Pfipraven k pfimému upotfebeni.

Montovaci média:

1 x 2ml tris-pufrovany glycerol. Obsahuje Thiomersal (0,01%). Pfipraven k pfimému
upotiebeni.

Promyvaci koncentrovany pufr (PBS):

| BUF | WASH | CONC |

3 sacky. Kazdy balicek praskového pufru s hlinikovym uzavérem slouzi k pfipravé
jednoho litru 1x promyvaciho pufru.

Savé papiry (blottery) na sklicka

Absorbentni savé papiry maji pfedem pfipravené otvory na su$eni masky podlozniho
sklicka mikroskopu.

Navod k pouZiti:

(1]

L a

*Potencialné biologicky nebezpecény
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Dalsi poZzadované materialy

Vysoce kvalitni destilovana nebo deionizovana voda.

Pfesné 20ul,100ul a 200ul pipety a Spi¢ky na jedno pouziti.

Vybaveni na sbér séra.

Casovaci zafizeni.

Stficka a vaniCka na promyvani.

Zkumavky, laboratorni stojanky, pipety, mikrotitracni desticky a bezpeénostni
pipetovaci zafizeni na pfipravu roztokd vzorku.

Inkubator 37°C.

VIhka komdrka na inkubovani podloznich sklicek.

Drzak na podlozni sklicka mikroskopu a barvici miska na myti sklic¢ek

Mikroskopicka kryci sklicka Sklo 22x50mm tloustka Cis. 1.

Fluorescenéni mikroskop Pro kalibrovani kontrolnich vzorkG a konjugatu byl pouzit
fluorescencéni mikroskop s nasledujicim vybavenim:

10x okular.

Objektivy 16x nebo 40x.

Epi-iluminator s 50 W halogenovou Zarovkou.

FITC excitacni filtr KP490.

Filtr K530 pohlcujici Zlutou.

Filtr BG38 potlatujici Eervenou.

Fluoresceinovy Stitek ma budici pik 490nm a emisni pik 520nm. Rozdily v
konecné reaktivité a intenzitach fluorescence mohou byt zpusobeny typem a stavem
fluorescenéniho zafizeni, které se ve vasi laboratofi pouziva.

Skladovani a stabilita

Kit je stabilni az do data expirace uvedeného na Stitku vnéjsi krabice za predpokladu,
Ze je skladovan pfi teploté 2-8°C. Poznamka: Savé papiry mohou byt skladovany pfi
teploté 2-25°C.

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

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

Sbér a skladovani vzorku

Vzorky je nutno ziskat za pouziti aseptickych laboratornich technik. Vzorky mohou byt
skladovany az po dobu 1 tydne pfi teploté 2-8°C a pfi teploté -20°C po delSi dobu. Je
nutno se vyhybat opétovnému zmrazovani a rozmrazovani.

Parové vzorky séra a plazmy odebirané po urcité Casové obdobi, aby se prokazala
sérokonverze nebo signifikantni zvySeni titru musi ji byt odebrany s maximalnim
¢asovym rozdilem 7-14 dni a musi byt skladovany pfi teploté -20°C. Tyto vzorky je
nutno testovat soucasné.
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Priprava reagencii a vzorki
Priprava reagencii

Promyvaci pufr: Pfidejte cely obsah balicku PBS do 1 litru Cerstvé pfipravené destilované
nebo deionizované vody. Skladujte v Cisté uzaviené nadobé pfi teploté 2-8°C po dobu az
4 tydn0.

Poznamka: Rozpustnost se usnadni, pfidaji-li se soli za rychlého michani vody.
VSechny ostatni reagencie se dodavaji hotové a pfipravené k upotfebeni a v pracovnim
zfedéni.

Pfiprava vzorku

Kvalitativni test: Nafedte vzorek promyvacim pufrem v poméru 1:64. Pfipravte vSechny
roztoky v minimalnim objemu 100ul promyvaciho pufru.

Kvantitativni test ,Titr* vzorku je mozno stanovit tak, Ze se vzorek sériové fedi (koeficient
fedéni 2) promyvacim pufrem, pfiCemz se zapotne se zfedénim 1:64 a pro kazdé
nasledné zfedéni se vzdy smicha stejny objem zfedéného vzorku a promyvaciho pufru,
fedéni se provadi dokud neni dosazeno fluorescence stupné ,+1“ (viz ,Interpretace
vysledku®).

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

1. Priprava podloznich sklicek

Vyjméte poZadovany pocet podlozZnich skliCek z ochranného obalu a oznacdte mista
mezi jamkami voskovou tuzkou, aby se tak zabranilo kontaminaci. Kapnéte 1 kapku
(pfiblizné 20ul) kazdého roziedéného testovaného vzorku a 1 kapku (pfiblizné 20pul)
pozitivniho a negativniho kontrolniho vzorku a 1 kapku promyvaciho pufru do
ocCislovanych jamek.

Poznamka: Dodejte dostateCné mnozstvi, aby se kazda jamka naplnila, nedopustte
vSak smichani obsahu mezi jednotlivymi jamkami.

2. Vzorky inkubujte
Inkubuijte sklicka ve vihké komofe po dobu 30 minut pfi teploté 35-39°C.

3. Umyjte podlozni skli¢ka
Oplachnéte podlozni sklicka podél okraje slabym proudem promyvaciho pufru za
pouZziti stfiCky. Proud nesmérujte na jamky. VloZte sklicka do promyvaci misky
obsahujici promyvaci pufr na dobu 10 minut pfi pokojové teploté (20-25°C) a po
5 minutach vymérnte roztok promyvaciho pufru jemnym potfepavanim. Osuste
barevnou masku kolem zkuSebnich jamek dodanymi savymi papiry.

4. Inkubujte s konjugatem
Kapnéte 1 kapku (pfiblizné 20ul) konjugatu pfipraveného k upotfebeni do kazdé
z testovacich jamek. Inkubujte sklicka ve vlhké komore po dobu 30 minut pfi teploté
35-39°C.

5. Umyjte podlozni sklicka
Opakuijte Krok 3.

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

Pohlédnéte je ve fluorescenénim mikroskopu pfi zvétSeni 200-500x. NejlepSich
vysledkl se dosahne, prohlédnete-li sklicka okamzité po ukonceni testu. (Abyste
dosahli ekvivalentnich vysledkd, skliCka zabalte nebo je udrzujte zavih¢ena, abyste
tak minimalizovali vyschnuti montovaciho média. Skladujte v temnu pfi teploté

2-8°C. Odectéte do 3 dnul.)

8. Klasifikace

Pozitivni reaktivita se muze pohybovat ve fluorescencni intenzité od brilantni po
slabou. Klasifikujte fluorescenéni reakci podle nasledujici stupnice intenzity:
+4 (brilantni), +3 (jasnd), +2 (mirnd), +1 (slaba).

Interpretace vysledk

Negativni reakce:

Vzorek se povazuje za negativni na pfitomnost protilatky 1gG proti viru HHV-8, jestlize je
nepfitomno fluorescenéni zabarveni infikovanych bunék.

Pozitivni reakce:

V pfipadé lytického antigenu bude fluoreskovat cela bunka, jak cytoplazma, tak i
jadro.

Vzorek mlze byt povazovan za HHV-8 IgG pozitivni, jestlize je pfitomno zelené
fluorescentni zabarveni infikovanych bunék pfi zfedéni > 1:64 a fluorescenéni obraz
je podobny jako u pozitivnhiho kontrolniho vorku. Temné zelené bunky, které nemaji
vzhled podobny pozitivnimu kontrolnimu vzorku jsou klasifikovany jako negativni.

+4 = brilantni zelenda fluorescence indikuje velmi vysoky titr protilatek IgG proti HHV-8.
+3 = jasna zelena fluorescence indikuje vysoky titr protilatek IgG proti HHV-8.

+2 = zelena fluorescence indikuje stfedni titr protilatek 1gG proti HHV-8.

+1 = matné zelena fluorescence indikuje slaby titr protilatek 1gG proti HHV-8. Rovnéz
indikuje konec¢né fedéni daného vzorku.

Titrace HHV-8 IgG pozitivnich vzorkd poskytuje kvantitativni informace. V fadé titraci
se nejvysSi rozfedéni séra vykazujici reakci ,+1“ interpretuje jako konecny titr.

Aby se zajistila interni kontrola, kazda jamka na mikroskopickém sklicku obsahuje jak
buriky infikované HHV-8, tak i bufky neinfikované. Pfiprava mikroskopického sklicka
timto zpUsobem je zamérna. Neinfikované buriky zabarvené kontrastnim barvivem
Cervené poskytuji kontrastni pozadi.
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Vyznam interpretace
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U skriningového zfedéni neni zjisténa
Zadna rozeznatelna fluorescence
infikovanych bunék.

Testovany vzorek je negativni na protilatky 1gG
proti HHV-8.

Nahodile zelené buriky neukazujici
zadnou rozeznatelnou fluorescenci
infikovanych bunék.

Testovany vzorek je negativni na protilatky 19G
proti HHV-8.

Infikované buriky, které nejsou
klasifikovany alespon reakci 1+

Testovany vzorek je nereaktivni a povazuje se
za negativni na protilatky IgG proti viru HHV-8.

U kontrolniho zfedéni nebo pfi vy$Sim
zfedéni byla zjiSténa specificka
pozitivni fluorescence infikovanych

Testovany vzorek je pozitivni na pfitomnost
protilatek tfidy 1gG proti HHV-8, coz indikuje
drivéjsi infekci HHV-8. Sérokonverze nebo

bunék. étyfnasobné a vétsi zvyseni titru protilatek 1IgG
v parovych sérovych vzorcich indikuje nedavnou

infekci virem HHV-8.

Zjisténa fluorescence jak u Testovany vzorek vykazuje nespecifickou reakci.
infikovanych tak i neinfikovanych

bunék

Kritéria kontroly kvality

Kazda zkouSka musi zahrnovat pozitivni kontrolni vzorek, negativni kontrolni vzorek a
prazdnou jamku obsahujici pouze promyvaci pufr. Vysledky zkousky jsou povazovany za
validni, jsou-li spinéna nasledujici kritéria:

1. HHV-8 IgG pozitivni kontrolni vzorek dodany s timto kitem dava intenzitu
fluorescence > +2.

2. HHV-8 IgG negativni kontrolni vzorek dodany s timto kitem nedava zadnou viditelnou
fluorescenci.

3. Jamka obsahujici pouze promyvaci pufr nedava zadnou viditelnou fluorescenci.

Poznamka: Jamka obsahujici pouze promyvaci pufr funguje jako kontrola konjugatu, aby
se zajistilo, Zze konjugat nereaguje s bunéénym substratem.

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

Ocekavané hodnoty

Séroprevalence

Prevalence choroby se zpravidla urCuje po rozsahlém provadéni testl na hladiny
protilatek u kazdé dané populace podle véku, pohlavi, geografické oblasti a
socio-ekonomického statutu.

Séroprevalence HHV-8 u darcu krve se pohybuje od 5 do 10% ve Spojenych statech a

v severni Evropé&®, od 10 do 35% v Italii a ve Stredomorskych zemich® a dosahuje vice
nez 50% v mnoha Africkych populacich®.
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Omezeni pouziti

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

Jediny pozitivni vysledek testu na protilatku IgG proti HHV-8 je signifikantni pouze
uzite€ny pro epidemiologické ucely. Nesmi se vSak pouzivat jako indikace soucasné
nebo nedavné infekce timto virem. Aby se stanovila sou¢asna nebo nedavna infekce,
je nutno provést soucasné testovani parovych vzork( séra odebranych v rozmezi
7-14 dni. Ctyfnasobné nebo vy$si zvySeni titru mezi prvym a druhym vzorkem je
indikaci sou¢asné nebo nedavné infekce.

Ve studii firmy Biotrin byly zjiStény nespecifické pozitivni reakce u vzork( od pacient
s jistymi autoimunnimi chorobami jako je pfitomnost protilatek proti bunéénym jadram
vlastnich bunék (ANA) Jak infikované tak i neinfikované buriky budou fluoreskovat,
coz muze pozitivni HHV-8 reakci prekryt. Zpozorovani autoimunni reakce nemuze
tedy vylou€it moznost infekce HHV-8. Pfi zkouSce na lytické protilatky existuje
moznost, ze pozitivni ANA reakce bude interpretovana jako pozitivni. Aby se faleSné
pozitivni nalezy vyloucily, mize napomoci srovnani udaji ze vzorku obsahujiciho
ANA (protilatky proti bunéénym jadrim vlastnich bunék) s korpuskularni reakci
pozitivniho kontrolniho vzorku.

Vykonové charakteristiky

Sensitivita a specificita

Diagnosticka sensitivita

Bylo vzato 33 vzork(i ze znamé skupiny.pozitivnich vzork( a testovano na protilatky 1gG
proti HHV-8 pomoci testu Biotrin HHV-8 IgG IFA. Uvedenych 33 vzork( bylo testovano
pozitivné a vykazovaly 100% sensitivitu. Uvedena skupina pozitivnich vzork( byla
oveéfena jinou na trhu dostupnou zkouskou.

% sensitivitu = skute€né pozitivni/(skutecné pozitivni + faleSné pozitivni + dvojznacné)

x 100

% sensitivitu = 33/(33 + 0) x 100 = 100 %
% sensitivitu = 100%
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Diagnosticka specificita

Specificita testu Biotrin HHV-8 1gG IFA byla vyhodnocena testovanim 122 negativnich
vzorku. Tyto vzorky byly potvrzeny jako negativni pomoci Biotrin HHV-8 IgG IFA a dvéma
dalSimi na trhu dostupnymi zkouskami na zakladé pravidla dva ze tfi. Z téchto 122 vzorku
bylo 114 negativnich a 8 pozitivnich. Na zakladé nasledujici rovnice se zjistila 94%
specificita:

% specificita = skuteCné negativni/(skute€né negativni+ faleSné pozitivni + dvojznacné)
X 100

% specificita =114/(114 +8) x 100 = 94 %

% specificita = 94 %

Krizova reaktivita
Bylo testovano 42 vzorku séra, aby se stanovila specificita testu Biotrin HHV-8 IgG IFA.

V nasleduijici tabulce jsou shrnuty vysledky vzorkd séra odebraného od pacientd s témito
chorobami:

Tabulka 1:

Virus Biotrin’s HHV- 8 IgG IFA
Lymsky 0/3
Lidsky T-bunéény lymfotropni virus (HTLV) 0/2
Protilatky proti bun&&nym jadrdm vlastnich bunék (ANA)" 3/3
HHV6 IgG 0/3
HIV-1 0/9
Hepatitidy C 0/2
Hepatitidy B 0/2
Cytomegalovirus (CMV IgG) 0/4
Virus Epstein-Barrové (EBV) 0/2
Virus herpesu simplexu (HSV) 0/3
Virus varicella-zoster (VZV) 0/2

! Reaguje kFizové (viz Omezeni pouziti)

Interference (Analyticka specificita)
Zkoumani interference zahrnovalo testy na hemolyzu, bilirubiny a revmatoidni faktor.
Byla pozorovana jista nespecificka fluorescence. Ta vSak neinterferuje s pozitivni

interpretaci intenzity fluorescence. Na vSech zabarvenych sklickach bylo pozorovano
cihlové Cervené kontrastni zabarveni.

Reprodukovatelnost
Intra-testova reprodukovatelnost
Kontrolni séra obsazena v kitu, vzorek promyvaciho pufru, pacientské vzorky s vysokym

a stfednim titrem IgG byly v tentyz den 20krat testovany na soupravach 3 rlznych
vyrobnich Sarzich. Byly ziskany nasledujici vysledky:
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Tabulka 2:

HHV-8 1gG IFA, Cat no.: V18HHV8, HHV-427-03 07/09, CZ BlOtl"lIl
Kontrolni Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3
vzorky
PKV 3+/4+ 3+-4+ 4+
NKV 0 0 0
Promyvaci 0 0 0
pufr:

Vysoky Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3
1 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
2 3+ 3+/4+ 4+
3 3+/4+ 3+ 4+
4 3+ 3+ 4+
5 3+/4+ 3+ 4+
6 3+ 3+ 4+
7 3+ 3+ 4+
8 3+ 3+/4+ 4+
9 3+ 3+ 4+
10 3+ 3+/4+ 3+/4+
11 3+ 3+ 4+
12 3+ 3+/4+ 3+/4+
13 3+ 3+ 4+
14 3+ 3+ 4+
15 3+ 3+ 4+
16 3+ 3+ 4+
17 3+ 3+ 4+
18 3+ 3+/4+ 3+/4+
19 3+ 3+/4+ 4+
20 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
STREDNI Sarze 1 Sarze 2 Sarze 3
1 2+ 2+ 2+/3+
2 1+/2+ 2+ 2+
3 2+ 2+ 2+/3+
4 2+ 2+ 2+
5 1+/2+ 2+ 2+
6 2+ 2+/3+ 2+
7 2+ 2+ 2+
8 2+ 2+ 2+/3+
9 1+/2+ 2+ 2+/3+
10 2+ 2+ 2+3+
11 2+ 2+ 2+
12 2+ 2+ 2+
13 1+/2+ 2+ 2+
14 1+/2+ 2+ 2+
15 1+ 2+ 2+
16 2+ 2+ 2+3+
17 2+ 2+ 2+
18 1+/2+ 2+ 2+/3+
19 2+ 2+ 2+/3+
20 2+ 2+ 2+

13

«




HHV-8 1gG IFA, Cat no.: V18HHV8, HHV-427-03 07/09, CZ

Inter-testova reprodukovatelnost

«

Biotrin

Kontrolni séra obsazena v kitu, vzorek promyvaciho pufru, pacientské vzorky s nizkym,
vysokym a stfednim titrem IgG byly v rlzné dny testovany na soupravach 10 riznych
vyrobnich Sarzich. Byly ziskany nasledujici vysledky:

Tabulka 3a
Sarze 1
vzorky Zkouska | Zkouska | Zkouska | Zkouska | ZkousSka | ZkousSka | Zkousk | ZkousSka | Zkouska Zkouska
1 2 3 4 5 6 a’ 8 9 10
PKV 3+/4+ 3+ 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+4+
NKV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promyvaci 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pufr:
Vysoky 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Vysoky 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+ 4+ 3+/4+
Stredni 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+ 1+/2+ 1+
Stredni 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+ 1+/2+ 2+ 1+ 2+ 1+
PKV 1:256* 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabulka 3b
Sarze 2
Vzorky Zkouska | Zkouska | Zkousk | Zkousk | Zkouska | Zkouska | ZkouSk | Zkouska | Zkouska | Zkouska
1 2 a3 a4 5 6 a7 8 9 10
PKV 4+ 3+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+/4+
NKV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promyvaci 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pufr:

Vysoky 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Vysoky 4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
Stredni 2+ 2+ 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+
Stredni 1+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+/2+
PKV 1:256* 1+/2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+/2+

Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tabulka 3c
Sarze 3
vzorky ZkousSka | ZkousSka [ZkousSka | ZkousSka | ZkousSka | ZkousSka | ZkouSka | ZkouSka | ZkousSka | Zkouska
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
PKV 3+ 3+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+
NKV 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Promyvaci 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pufr:
Vysoky 3+ 3+ 3+ 4+ 2+/3+ 3+ 2+/3+ 3+ 3+ 2+/3+
Vysoky 4+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+
Stredni 1+ 1+ 1+/2+ 2+/3+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+/2+ 2+ 1+
Stredni 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+
PKV 1:256* 2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+ 2+ 2+ 1+
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativni 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*Byl zahrnut titr pozitivniho kontrolniho vzorku pfi zfedéni 1:256 v promyvacim pufru
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Shrnuti postupu HHV-8 1gG IFA

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

Kvalitativni stanoveni: Vzorek zfedte promyvacim pufrem v poméru 1:64.
Kvantitativni titrace: Zacnéte roztokem vzorku zfedénym promyvacim pufrem v poméru
1:64 , pfi dalSim sériovém fedéni smichejte vzdy stejny objem zfedéného vzorku a
promyvaciho pufru.

v

Pridejte ~20ul pozitivniho kontrolniho vzorku do jamky cCis. 1 podlozniho sklicka
Pridejte ~20ul negativniho kontrolniho vzorku do jamky Cis. 2 podlozniho sklicka
Pridejte ~20ul promyvaciho pufru do jamky €is. 3 podlozniho skli¢ka
Pridejte ~20ul rozfedéného vzorku do zbyvajicich jamek (jeden vzorek na jamku)
v
Inkubuijte skli¢ko pfi teploté 35-39°C po dobu 30 minut
v
Umyjte sklicCko promyvacim pufrem
v
PFidejte ~20ul (1 kapku) konjugatu do kazdé jamky
v
Inkubuijte skli¢ko pfi teploté 35-39°C po dobu 30 minut
v
Umyjte skli¢ko promyvacim pufrem
v
Do kazdé jamky dejte 10ul montovaciho média a pfilozte kryci sklicko

v

Prohlédnéte sklicko ve fluorescenénim mikroskopu
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Interpretace symbolu

Diagnosticky in-vitro zdravotnicky prostfedek IVD
Kéd Sarze LOT
Katalogové &islo REF

Teplotni omezeni

Upotiebit do konce

Vyrobce

PFi poziti Skodlivy. Pfi kontaktu s kyselinami
uvolfuje velmi toxické plyny.
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Instrukce k pouziti: D’i_]
L _I

DalSi vyrobky biotrinu

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

Catalogue Number: Product Number of tests
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG IFA 4 X 10 well slides
V17HHV6 Human Herpesvirus-6 IgM IFA 4 X 10 well slides
V15HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG EIA 96 well plate EIA
V18HHV8 Human Herpesvirus-8 IgG IFA 6 X 10 well slides
V19HHVS Human Herpesvirus-8 IgG EIA 96 well plate 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

A
Biotrin

www.biotrin.com
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