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reconBlot CMV IgG (Avidity) C€
reconBlot CMV IgM

Imunoblot uteny k detekci IgG a IgM protilatek prd@iytomegalovir CMV) v lidském krevnim séru nebo
plazn®. Reagencie pt¢bné k ukeni avidity protilatek k dispozici na vyzadani.

1. Obecné aspekty

RecomBlot CMV je kvalitativniin vitro test uteny k detekci a bezpeé identifikaci IgG a IgM protilatek
proti Cytomegaloviruv lidském krevnim séru nebo plaznile roviZz pouzivan ke konfirmaci pozitivnich
vysledki screeningovych tet Na rozdil od ELISA nebo bodovych tésumoziuje tento test diky
elektroforeticky oddlenym antigefim identifikaci a lokalizaci specifickych protilatek

2. Cytomegalovirus

Lidsky Cytomegalovirus (hCMV) je herpesvirus cekdsweé rozSteny v lidské populaci. Jefgnasen krevni
cestou nebofffmym dotykem se sliznicemi (sexudlni, prenataltion@atrogenni fenos pi transplantaci nebo
transfuzi krve).

Obecr je primarni infekce &em inkubani doby (4-8 tydd) u imunokompromitovanych jedific
bezgiznakova. Klinické fiznaky onemocini jsou vysoce variabilni a zavisi ndku a stavu imunitniho
systému kazdého jedince. U pactepb transplantaci, s AIDS nebo nadoryzm byt CMV infekce vaznym a
Zivot ohrozujicim onemoeémim. Riblizné u 40% pipadi dochazi v pibéhu thotenstvi intrauterinnim
pienosem k primarni infekci plodu. 10% infikovanyabvarozené pak trpi vaznymi poruchami. Plodate
byt rovrsz infikovan i vertikalnim penosem.

K orgdnovému poskozeni dochaziignou intenzitou podle cilové skupiny paciertCMV zpisobuje smrt
bud’ ptimo (CMV renitida a colitida u paciens AIDS) nebo nefimo zneénou vlastnosti imunitniho systému
(zvySeni bakterialnich nebo houbovych infekci). &nou komplikaci je také atypickd pneumonie (s kgso
mortalitou) a jen ojedi¢le zarkt mozku. U transplantovanych jedinmiZze infekce hCMV mit za nasledek i
rejekci organ.

3. Diagnostika
Diagnostické metody se v s@snosti zagiuji na stanoveni CMV-specifickych protilatek, detekiru
samotného nebo jeho komponent (nagolace viru, antigenu pp65, PCR). Kter&ehto metod bude pouZita,
zavisi na kazdém konkrétniniipadu.
Sérologické metodjsou dilezité pro diagnostiku hCMV ¥thto gipadech:

» detekce primarni infekce u imunokompetentnich jeidin

e urceni statutu protilatek u ddr@ gijemai orgari ¢i u aloimplantai

e urceni statutu protilatek u dar&rve

» diagnostika v pib&éhu €hotenstvi
Screening CMV-specifickych protilatek je provad ELISA testy, které umdiiji jak kvalitativni, tak
kvantitativni stanoveni humoralni imunitni odpdiv Nicméré timto testem nelze zachytit typické rozdily
primarni a pozdni infekce.
VyhodoureconBlot CMV je stanoveni reaktivity protilatek progdnotlivym antigeim. V ¢asné fazi infekce
jsou detekovatelné protilatky jak proti protéin kiZze p150 a p65, tak i nestrukturdlini proteiny IECM2.
Protilatky proti glykoproteiim gB1 a gB2 jsou zpravidla detekovatelné az payaiBiech primarni infekce.
Sérologicka diagnostika reaktivace je gkud omezena. Nicmén dlouhodob perzistujici vysoky titr 1I9G
protilatek proti p150, membranovym glykoproti&im (gB1, gB2), IE1, CM2 a p65, v kombinaci s pozifiwi
IgM protilatkami, Ize oznéit jako reaktivaci. Tento vysledek vSak musi bygi@n pomoci PCR (detekce
akutni viréemie) nebo detekci antigenu pp65.
Sérologie klasické infekce je zaloZzena na sledovdatiogen-specifickych IgM protilatek, které jsou
produkovany jen dtasré, a dlouhodob pretrvavajicich protilatek IgG.ifRomnost IgM protilatek pak $dci
o akutni infekci, zatimco samotné IgG protilatkyz (bez IgM titru) dokazuji déletrvajici infekci. Bf
variabilit¢ imunitni odpo¥di a odchylkam v sérologii kazdého jedince (peutist, reaktivni nebo opoZde
reagujici IgM protilatky), miZe tato klasicka metoda v mnohdgadech vést ke Spatnym vyslédk
Sérologickou diagnostiku Ize doplnit stanovenimdayilgG protilatek (celkova vaznost populace péabek
proti danému antigenu). Stanoveni avidity protkgte uzitené gedevsim diky tomu, Ze jsoghem vyvoje
imunitni odpoedi pribzné stanovovany zrajici IgG protilatk¢g:im déle infekce probiha, tim maji IgG proti-
latky vySSi aviditu. Nizk& avidita tedy indikujeimpirni infekci, zatimco vysoka avidita je typickéo pozdni
fazi infekce nebo reaktivaci.
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4. Princip testu

Cytomegaloviruspecifické antigeny (IE1, p150, CM2, p65, gB1 &2pBouzité v tomto testu, jsou ziskany
s pomoci rekombinantnich btknE.coli. Purifikované rekombinantni antigeny jsou potéSiaS polyakryl-
amidovém gelu (SDS-PAGE) elektroforeticky separgvaadle jejich molekulové vahy. CMV proteiny jsou
dale elektroforeticky feneseny na nitrocelulézovou membranu (Western .bMgmbrana je néasledn
inkubovana s proteinovym roztokem blokujicim volm@zebna mista, promyta, ndséna na jednotlivé
prouzky a ty poté vloZzeny do zkumavek.

K detekci CMV-specifickych protilatek jsou prouzigkubovany seizdnymi vzorky séra. Bhem inkubace
se protilatky pitomné v testovanych vzorcich vazi k antiy@nna prouZcich. Nenavazané protilatky jsou
odstragny promytim a prouzky nasleglinkubovany s anti-lidskymi 1IgG a IgM protilatkarkonjugovanymi

s k'enovou peroxidazou (HRP). Specificky navazané lat&ti jsou detekovany peroxiddzou katalyzovanou
barevnou reakci. DoSlo-li k vagiprotilatky na antigen, objevi se na odpovidajiaiist testovaciho prouzku
tmavy band.

Pro owfeni spravné inkubace séra jsou na hornim konci (dedtifikatnim ¢islem) kazdého prouzku
naneseny anti-lidské imunoglobuliny, které musiiglitelné i reakci s jakymkoli sérem.

Pouzité rekombinantni antigeny
Tab.1: Rekombinantni CMV antigeny

Rekombinantni Otevieny éteci Molekularni vaha o .
. . : . Oznadeni proteinu
antigen rdmec/protein proteinu (kDa)
IE1 UL123/IE1/1 53 Nestrukturni protein,jmy ¢asny protein“
p150 UL32/pp150 50 Proteinike
CM2 UL44, UL57/p52 (DBP) 45 Nestrukturni protein
p65 UL83/pp65 31 Proteinike
gB1 UL55/gB 25 Membranovy glykoprotein gB
gB2 UL55/gB 18 Membranovy glykoprotein gB

5. Obsah soupravy
reconBlot CMV
Souprava obsahuje reagencie v mnozstuigboiém pro 20 vysSini. Kazda souprava obsahuije:

promyvaci pufr A {0x koncentrovany): obsahuje fosfatovy pufr, NaCl, K@tergent, MIT (0.1%) 4

) Y s 100 ml
Oxypyrion (0.2%) jako konzer¢ai latky

substrat TMB (tetramethylbenzidiniipo k pouZiti) 40 ml
mlé&ny prasek 5¢g
inkubaini vantka s 10 zlabky 2 ks
kontrolni prouzek s vyvinutymi bandy, specifickjoptanou Sarzi 1 ks
navod k pouziti 1 ks
vyhodnocovaci formula 1 ks

5.1. reconBlot CMV IgG

Mimo reagencie uvedené v bodu 5 souprava dale afgsah
zkumavka s vzestuproéislovanymi testovacimi prouzky (10 ks) potazenyriul\Cantigeny 2 ks
IgG cut-off kontrola: lidskéhoivodu, anti-HIV-1/2 a HBsAg negativni, obsahuje MOI'1%) a Zoul
Oxypyrion (0.1%) jako konzervai latky,cerveny vrSek H
IgG konjugat: kralii anti-lidské protilatky konjugované s HRPOQOx koncentrovany, obsahuje Nai
(< 0.1%), MIT (< 0.1%) a Chloracetamide (< 0.1%8leny vrSek

500ul

Pro ugeni avidity 1gG protilatek proti CMV je k soupraxeconBlot CMV IgG na vyzZzadani k dispozici:
Avidity reagens (pevna latka) preipravu 60 ml roztoku proifmé pouZiti

5.2.reconBlot CMV IgM

Mimo reagencie uvedené v bodu 5 souprava dale afgsah
zkumavka s vzestuprocislovanymi testovacimi prouzky (10 ks) potazenymi\Cantigeny 2 ks
IgM cut-off kontrola: lidského fovodu, anti-HIV-1/2 a HBsAg negativni, obsahuje MDI'1%) a 7oul
Oxypyrion (0.1%) jako konzervai latky, bily vrSek H
IgM konjugat: kraléi anti-lidské protilatky konjugované s HRPOQOx koncentrovany, obsahuje
NaN; (< 0.1%), MIT (< 0.1%) a Chloracetamide (< 0.1%glovy vrSek

500ul

6. DalSi potrebné reagencie a vybaveni, které nejsou s@isti soupravy
Deionizovana voda, vakuovy exttak systém s odpadni nddobou a desinfekci na dnfedoztoky, mikro-
pipety, plastové pinzetyidpaka, graduovany odénny valec, vahy.
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7. Informace o testu a reagenciich

7.1. Bezpénostni opakeni:

< Pro gipravu kontrolniho séra byla pouZita krev déane které byla osfena nefitomnost protilatek proti
HIV-1/2, HCV a HBsAg. Pesto nelze moznost infekce absotutryloucit, je tedy nutné s kontrolami
zachazet se stejnou opatrnosti jako se vzorkyeasget.

% Pracujte v ochrannych rukavicich.

« Konjugéat obsahuje azid sodny, MIT (methyisothiarelpa Chloracetamide. Vytire se kontaktu sii a
sliznicemi.

% VSechny reagencie a material, kterjijge do kontaktu s potenci&@ninfekénimi vzorky, musi byt
vydesinfikovan a autoklavovarifd21°C nejméa 1 hodinu.

¢ Inkubani vanitku pouzivejte jen jedenkrét.

S testovacimi prouzky zachazejte opapomoci pinzety.

7
X4

L)

7.2. Zachazeni se soupravou

Reagencie skladujtetipteplot 2—8°C, nezmrazujte. VSechny komponenty soupravy nechtedppouzitim
nejmérk 30 minut temperovatiplaboratorni teplat (18-25°C). Cela procedura je provad (i laboratorni
teplot.

Identické reagencie (dle t&tych symbal) mohou byt pouZzity u tuznych imunoblai a reconbloti
odpovidajici SarZze. DodrZujte prosim dobu exspijadeotlivych komponent soupravy.

Kontrolni séra lze pouZit pouzecisla Sarze uvedeného na obalu soupravy; nelzeygiyat u souprav jiné
Sarze.

Pfed samotnou analyzou testované séra a konjugét gobiepejte.

Zkumavky obsahujici testovaci prouzky otvirejterteptsné pied pouzitim, aby v nich nedochazelo ke
kondenzaci vlhkosti. NepouZité prouzky nechejte 2keimavce a dale skladujteri 2—8°C (zkumavku
uzavirejte velmi pewf) prouzky nesmi zvihnout!).

Prouzky jsou vzestugrnoislovany a ozngeny zkratkou daného testu.

Cut-off kontrola musi byt provedena parateltestovanymi vzorky, bez ohledu na to, kolik kiosér je
testovano. SlouZi k é¥eni podminek testu a spravné interpretaci vysiedk

Kvalitu soupravy lze zatiit pouze hem doby exspirace uvedené na obalu soupravy.

Chraite veSkeré reagenciéqul gimym slunénim swtlem.

Test musi byt proveden pouze zaskolenymi a kvalfiiaymi pracovniky.

Test je vhodny i pro zpracovani na automatu. Blifeirmace Zadejte u svého dodavatele.

7.3. Friprava roztolé

7.3.1. Riprava pracovnih@edeni promyvaciho pufru A

Pufr je pouzivan nejen k promyvani, aletiekkéni vzorki séra a konjugatu. Podle to testovanych prouik
piipravte odpovidajici objem promyvaciho pufru A (Miabulka 2). Nejprve rozptie mi&ny prasek
v koncentratu promyvaciho pufru A a pak kessipxilijte deionizovanou vodurédini 1+9). Testujete-li jiny
pocet prouZzki, nez je uvedeno v tabulce, je nutnéebny objem promyvaciho pufru dafitat.
PracovnitedEni promyvaciho pufru A fiZe byt i 2-8°C skladovano 4 tydny. Pracoueidni promyvaciho
pufru A je mirrgé zakalené a bez zpachu.

Tab. 2: Priprava promyvaciho pufru A
Pouzité Mléény Koncentrovany Deionizovana Pracovni fredéni
prouzky prasek promyvaci pufr A voda promyvaciho pufru A
1 0.1g 2ml 18 ml 20 ml
2 0.2¢g 4 mi 36 ml 40 ml
3 0.3¢g 6 ml 54 ml 60 ml
5 0.5¢g 10 ml 90 ml 100 ml
10 1g 20 ml 180 ml 200 ml
15 15¢ 30 ml 270 ml 300 ml
20 29 40 ml 360 ml 400 ml

7.3.2. Fiprava roztoku konjugatu

Roztok konjugatu musi bytipraven &sre pred pouzitim. PracovrtedEni roztoku konjugatu neni mozné dale
skladovat.

1 dil koncentrovaného 1gG, respektive IgM konjugéeiedi se 100 dily pracovnihi@dini promyvaciho
pufru A (1+100).

Potebna mnoZstvi jednotlivych roztblkudava tabulka 3. Testujete-li jiny & prouzk, nez je uvedeno
v tabulce, je nutné pibné objemy danych roztbklopaitat.
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Tab. 3: Objemy pro Fedni anti-lidského IgG a IgM konjugatu

Pouzité prouzky * | Koncentrovany IgG nebo IgM konjugat | Pracovnifedéni promyvaciho pufru A
1 20 pl 2 ml
2 40 pul 4 mi
3 60 pl 6 ml
5 100 pl 10 ml
10 200 pl 20 ml
15 300 pl 30 ml
20 400 pl 40 ml

* Objemy jsou pditany bez ,mrtvého objemu*“.ipravujte proto roztok konjugatu pro 1-3 prouzkyitav zavislosti na zjsobu
zpracovavani testu (oé nebo na automatu).

7.3.3. Roztok substratu

Roztok substratu jefjpraven k pimému pouziti. Bed pouZzitim jej vytemperujte na laboratorni tepl¢i8-
25°C).

Je nutné vyvarovat se kontaminaci roztoku substrég. pouZzitim kontaminované 3y, neba by se tak
ovlivnila citlivost testu.

7.4. Skladovani a stabilita

Reagencie skladujtei®-8°C.

Pracovnitedini promyvaciho pufru A iiZe byt i 2-8°C skladovéno 4 tydny.
Roztok konjugatu musi byftipraven vZzdyerstvy.

8. Vzorky

Jako vzorek Ize pouZit krevni sérum nebo plazmarékibyly co nejtive po odebrani separovany od koagula.
Tepelré inaktivované vzorky zjsobuji zvySenou reaktivitu pozadi testu. Za vSekblnmsti gedchazejte
mikrobialni kontaminaci vzork Nerozpustnéastice je nutné ze vzarlodstranit jedt pred jejich inkubaci.
Lipemicka, hemolyticka nebo zakalena sérasgbuji ztmavnuti pozadi testeconBlot CMV. Mohou rovigz
poskytovat faleSné vysledky, proto nesmi byt poérjv

Upozornéni!

NemiZete-li test provést okamzi, mohou byt vzorky skladovany gFi teploté 2-8C az 2 tydny.
Dlouhodobgji je Ize skladovat pfi minimalni teploté -20°C. Opakované zmrazovani a rozmrazovani
vzorki neni doporwovano, neba@ se tim ovliviuje kvalita vysledki.

9. Pracovni postup

9.1. Obecné informace

Reprodukovatelnost vysletlkzavisi edevSim na preciznosti promyvani proudlpostup promyti uveden
v bodech 9.3. 2 9.5.).

9.2. Inkubace vzorku

1. 1 inkub&ni Zlabek je ufen pro 1 testované sérum. Do kazdého Zlabku nagipé& ml pracovniho
fedni promyvaciho pufru A. Plastovou pinzetou opatpondte testovaci prouzek doipluSného
Zlabku naplaného promyvacim pufren@iislo prouzku musi sétiovat vzhiru.
Upozornéni! Testovaci prouzek musi byt do promyvaciho pufrizcela ponden.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznamenajtsio zkumavky s pouZitymi testovacimi prouzkygislo kaz-
dého prouzku.

2.  P¥idani vzorka
lgG/IgM test: Do pislusnych Zlabk napipetujte20 pl ngedtného vzorku - lidské sérum nebo plazma
(Fedéni 1 + 100.
Dbejte na to, abyste vzorekigévali u konce prouzku poreného v promyvacim pufru A, a co mozna
nejdiive opatr@ promichali.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznameneijiglo vzorku aitidu imunoglobulif (IgG, IgM).
Inkubaini misku gikryjte vickem a za jemnéhdegpani pi laboratorni teplat 1 hodinu inkubuijte.
Upozornéni! Dbejte na to, aby se roztoky nedostaly do jinyt Zlabka. Vi¢ko otevirejte a zavirejte
opatrné, aby jednotlivé roztoky nevyskikly ven ze Zlabl (riziko k #iZové kontaminace).

9.3. Promyti
1. Po uplynuti inkub&ni doby opatr# odstraite plastové wko.
2. Zied®né sérum ze Zlaldkopatrré odsajte.
Upozornéni! Odsavejte roztoky ze Zlabk vZdy ¢istou Spickou nebo SpEky vZdy Fadné promyijte
deionizovanou vodou. Pouzivéate-li promywé&ku, Fid’te se pokyny vyrobce.
LABOSERYV s.r.0. -€esky navod 4/11 CMV-IgG-IgM_Cz



LABOSERYV s.r.0., Hudcova 532/78b, 612 00 Brno

3

. Nasledrt do kazdého Zlabkuijlejte 2 ml pracovnihoredni promyvaciho pufru A a za jemného
ttepanib minut inkubuijte. Poté pufr odsajte.

4. Promyti dle bodu 3 opakujte jéd¥ikrat.

9.4.

9.5.

9.6.

Inkubace s konjugatem

Po promyti prouzk do kazdého Zlabkutjolejte 2 ml pripravenéhaoztoku konjugéatu (viz tabulka 3).
Za jemného fepani pi laboratorni teplat 45 minut inkubujte. Bhem inkubace musi byt Zlabky
zakryty plastovym wkem.

Promyti
Roztok konjugatu ze Zlalikodsajte a prouzky éppromyjte (viz bod 9.3).

Reakce substratu
Do kazdého Zlabkuilejte 1.5 ml roztoku substratua za jemnéhaepéani inkubujte {b laboratorni
teplog 5-15 minut.

Kontrolujte pr ibéh barevné reakce. Prouzky v roztoku substratu inkulojte, dokud se na prouzku
inkubovaném s cut-off kontrolou neobjevi band p150.

U vysoce pozitivnich sér nize byt barevna reakce piliS intenzivni. U téchto prouzkia proto
doporuéujeme zastavit barevnou reakci dive.

9.7.

1.
2.

3.

9.8.

Zastaveni reakce
Po odsati roztoku substratu prouzkiirat promyjte deionizovanou vodou.
Plastovou pinzetou prouzky opatrmyjméte, umistte je mezi d¥ vrstvy absorbniho papiru a nechte
2 hodiny susit. Suché prouzky vlepte do vyhodnocbwabulky a odé&ené vysledky zapiste do
protokolu.
Prouzky by nily byt uchovavany na temném nést

Uréeni avidity protilatek

Postup testu pro stanoveni avidity protilatek jeiia popsan v navodu na pouZiti avidity reagentu.

10. Souhrn pracovniho postupu

Vytemperujte vSechny reagencie na laboratopidte.

Vlozte prouzky do 2 ml pracovniliedni promyvaciho pufru A a zkontrolujte, zda jsouufrp zcela
ponaeny.

Fridejte 20 pl vzorku, respektive cut-off kontrol.

Za jemnéhorepéni pi laboratorni teplat 1 hodinu inkubuijte.

Na tepace fikrat po gti minutach promyvejte 2 ml pracovnibedini promyvaciho pufru A.

Fridejte 2 ml odpovidajiciho roztoku konjugatu.

Za jemnéhorepani pi laboratorni teplat 45 minut inkubuijte.

Na tepace tikrat po @ti minutadch promyvejte 2 ml pracovniliedsni promyvaciho pufru A.

Fridejte 1.5 ml roztoku substratu a za jemné&lpdni pi laboratorni teplat inkubujte 5-15 minut (bandy
viz bod 9.6).

Prouzky promyjte nejmérrikrat deionizovanou vodou.

Prouzky nechte mezi 2 vrstvami absgoiho papiru 2 hodiny suSit a poté e vysledky.

11. Vyhodnoceni

11.1.

1.

Vyhodnoceni intenzity bandi

Cut-off kontrola musi byt provedena paratelitestovanymi vzorky, bez ohledu na to, kolik \or
sér je testovano. Reaktivita cut-off kontroly slbdZodliSeni reaktivity specifickych protilatek a
reaktivity pozadi.

Do priloZzené vyhodnocovaci tabulky zapiSte datum, S&f#lp zkumavky a detekovanou ptidu
protilatek.

Déle zapiste identifikani ¢isla vzorki.

Prilepte jednotlivé prouzky na odpovidajici pole vghocovaci tabulky tak, aby band kontroly reakce
byl na vyznéené linii. ProuZek poté transparentni lepici paskalevo od této linie zafixujte. Pokud
byste prouzek flepili lepidlem nebo lepici paskou po celé délebarveni jednotlivych baridby
vymizelo.

Kontrolni prouzek s ozganymi nazvy jednotlivych baridpriloZte k fixovanym prouzikm tak, aby
bandy kontroly reakce byly v jedné linii. Kontrolpiouzek je specificky pro danou SarzZi a pochazi ze
stejného nitrocelul6zového pésu jako prouzky testovJsou nadm vyznaeny molekulové vahy a
nazvy jednotlivych antigennich baihnd
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6. Intenzitabandi je ukovana v porovnani s cut-off kontrolou pro kazdgdu imunoglobulifi zvia®
(viz 11.2, respektive tab. 4). Zj&té bodové hodnoty zapiSte do protokolu.

11.2. Kontrola vysledki

Cut-off kontrola musi byt provedena paratels testovanymi vzorky. Slouzi k&eni podminek testu
(citlivosti) a ke konfirmaci reaktivity protilatek jednotlivymi antigennimi bandy. Poloha bandusi byt u
testovacich prouzkshodnd s prouzkem kontrolnim (specificky pro daendi).

Kontrolni band (kontrola reakce) nejblize péidlem prouzku slouzi k éveni spravného provedeni testu.
Musi byt Zetelrg zbarveny.

Prouzky inkubované s cut-off kontrolou musi vykaaionasledujici sestavu band

* 1gG cut-off kontrola
Musi byt viditelny band kontroly reakce a p150.

Reaction-Ctrl.  IE1  p150 CMm2 p65 gBi1 gB2

* IgM cut-off kontrola
Musi byt viditelny band kontroly reakce a p150.

Reaction-Ctrl. IE1  p150 CM2 p65 gB1 gB2

K vyhodnoceni intenzity batidjak u 1gG, tak IgM testu) slouzi jako refetanband p150.

Tab. 4: Vyhodnoceni intenzity bandi

Bandy Intenzita

negativni -

I+

velmi slabé intenzita (slabsi nez u p150 bandwéukontroly)

slaba intenzita (stejna jako u p150 bandu cutkafiitroly) +
silna intenzita (sil&Si nez u p150 bandu cut-off kontroly) 2+
velmi silna intenzita 3+

11.3. Vysledky a interpretace testu

Imunitni odpo¥d ¢lovéka na CMV infekci je vysoce variabilni. Interpretasérologickych vysledk je
porgkud obtiZzrjsi, predevsim diky tomu, Ze IgM protilatky mohotepvavatiradu let po prodlané infekci a
Ze primarni infekce fZe indukovat jen velice nizké nebo aZ nedetekavatidtry IgM protilatek.

Proto k vyhodnoceni CMV imunitniho statutu musi bgtnoceny vysledky IgG i IgM testu S@sre.

11.3.1. Interpretace vysledlkgG testu
Tab. 5: Vyhodnoceni bandi u 1gG testu

» Zadné specifické CMV bandy

 velice slal¥ intenzivni bandy (odpovidajici )

» bud samostatny slabintenzivni p65 band (odpovidajici +) nebo dohroynadialSimi bandy
které vykazuji velmi slabou intenzitu (odpovidaji

IgG negativni

» prinejmensim slabintenzivni p150 band (odpovidajici +), obvykleysaditelné i dalSi bandy
« p150 negativni, ale CM2 je velmi sHintenzivni (odpovidajici 2+) a je viditeIngipejmensim|  1gG pozitivni
jeSt jeden band slabé intenzity (odpovidajici +)

» vSechny ostatni schémata IgG hranéni
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11.3.2. Interpretace vysledkgM testu
Tab. 6: Vyhodnoceni bandi u IgM testu

» Zadné specifické bandy
+ velice slal¥ intenzivni bandy (odpovidajici %)
» samostatny slabintenzivni (odpovidajici +) band (mimo p150 bandu) IgM negativni
» bud’ samostatny slabintenzivni p65 band (odpovidajici +) nebo dohroynadialSimi bandy
které vykazuji velmi slabou intenzitu (odpovidaji

» prinejmensim slab intenzivni p150 band (odpovidajici +) a alesgeden jeden band slabé

intenzity (odpovidajici +) IgM pozitivni
» samostatny velmi sithintenzivni band p150 (odpovidajici 2+)
» vSechny ostatni schémata IgM hraniéni

11.3.3. Shrnuti interpretace vyslaédiestu
Vysledky testu jsoudtSinou vyhodnocovany nasledavn
Berte prosim v Gvahu mozné odchylky od typickéheopy imunitni odpowdi, ke kterym niZe dojit ve
zvlastnich pipadech. Je nutné je zahrnout do interpretace dskestu (viz 12.2 a 12.3).
* reconBlot CMV IgG pozitivni, reaktivita lgB2 negativni(moZzna reaktivita &i gB1)
reconBlot CMV IgM pozitivni nebo negativni
lze atekavat: priméarni infekci - je doporu ¢ovano stanovit jeS¥ aviditu protilatek (nizka
avidita protilatek poukazuje na infekci ne starsi rez 14 tydni, viz 11.4.2)
nebo CMV infekci starSi p¥i nejmensSim 6-8 tydni (gB2 negativni)
Pro uglesréni jedné zdchto moznosti by #fia byt stanovena avidita protilatek (viz 10.3).

* reconBlot CMV IgG pozitivni,reaktivita vaéi p150 a gB2 negativni
reconBlot CMV IgM pozitivni
——> lze @ekadvatprimarni infekci ne starsi nez 6-8 tydni

* reconBlot CMV IgG pozitivni,gB2 band alespa slal& intenzivni (pozitivni nebo negativni reaktivita
vici bandu gB1)
reconBlot CMV IgM pozitivni (rezidudlni titr IgM) nebadZ negativni
——> lIze a¢ekavatCMV infekci star$i nejméné 6-8 tydni

* reconBlot CMV IgG pozitivni, izolovanyp150 band(reaktivita protilatek i u¢i gB1 a/nebo gB2)
reconBlot CMV IgM vétSinou negativni (je-li pozitivni, jedna se o pstentni titr IgM protilatek proti
p150)
——> lIze aekavatdiivéjSi CMV infekci (obvykle starsi 6ti mésiai)

Diky ptirozené variabilg imunitni odpo¥di - zejména u imunosuprimovanych pacigre @i stanoveni
konegné diagn6zy nutno bratretel gredevsim na klinické projevy (v souladu se sérokgiu vysledky)
kazdého pacienta.

11.4. Poznamky k interpretaci testu

O Protilatky proti p150 jsou obvykle titeny @i kazdé CMV infekci, nevyskytuji se vSak bezpredte po
primarni infekci.

O Pri primérni infekci Ize detekovat jak 1gG protilatyoti p150, tak i proti IE1, CM2 a p65. Nejsou kSa
ptitomny protilatky proti glykoproteiim (gB1, gB2). Titr IgM protilatek je obvykle poarti
(pretrvavaji 6-12 tydi).

O IgG protilatky reaktivni pouze i pl50 a glykoproteiim (gBl a/nebo gB2) a negativni titr IgM
protilatek jsou typické pro dlouhotrvajici infekfmbvykle starSich nez 6é&siai).

0 Protilatky proti gB1 se mohou objevitide nez za tyden, naproti tomu protilatky proti gB8u deteko-
vany nejdive po 6-8 tydnech.iRomnost anti-gB2 protilatek vyéwje priméarni infekci.

O Sérologicka diagnostika reaktivace je plud omezena. Nicmén dlouhodob perzistujici vysoky titr
lgG protilatek proti p150, membranovym glykoprotein (gB1, gB2), IE1, CM2 a p65, v kombinaci
s pozitivnimi IgM protilatkami, 1ze ozt jako reaktivaci. Tento vysledek vSak musi bytien detekci
antigenu pp65 nebo pomoci PCR (detekce akutni ig)em

O Diky ptirozené variabil& imunitni odpo¥di, musi byt sérologické vysledky interpretovanydyz
v souladu s klinickymi projevy pacienta. Nejasnémédranéni vysledky musi byt asfeny s novym
vzorkem séra.
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Tmaw zbarvené testovaci prouzky:

Séra wikterych pacient (nag. s alergii na mkné proteiny) mohou vyt¥at tmavé zbarveni celého
nitrocelul6zového pasu. Tento efekt je vyvolan nandglznymi faktory v séru kazdého pacienta. Vyhodnoceni
prouzki je pak obvykle mozZné pouze <iwu restrikci. Nap ,inverzni bandy” (bilé bandy na tmavém
pozadi) jsou hodnoceny jako negativni. Dané sérsimk ynusi byt v kaZzdén¥ipad testovano znovu jinymi
sérologickymi metodami.

10.3. Roz&tujici vySetireni — uréeni avidity protilatek

Urceni avidity IgG protilatek je moZzné s pomoci ayiditagentu.

RecomBlot CMV umo#iuje stanovovat reaktivitu protilatek proti jedne§im antigeim zvla¥. Aviditu
danych protilatek Ize tedy posuzovat dléde, coz je dleZity aspekt, neliobéhem zrani protilatek se jejich
avidita nmeéni. Ureni avidity protilatek proti IEL, p150 a CM2Zipasi dophkové informace ciasové fazi
infekce. Primarni infekce obvykle vykazuji nizcadiwni protilatky proti IE1, p150 a CM2, zatimco sgce
aviditni protilatky proti émto antigefim (jsou-li gitomny) jsou charakteristické pro pozdni fazi irdek

10.3.1. Princip a postup testu
Postup testu pro stanoveni avidity protilatek jeaii® popsan v ndvodu na pouZiti avidity reagentu:edr
avidity protilatek je mozné s pomagiconBlot CMV IgG soupravy.

10.3.2. Interpretace vysledlistanoveni avidity protilatek

- Porovnejte intenzitu odpovidajicich baénd dvou testovacich prouZknkubovanych se stejnym sérem
(IgG prouzek a prouzek avidity). Zkontrolujte, zmintenzita zbarveni zmila. Reaktivitu protilatek na
IgG prouzku niz8i nez u cut-off kontroly (velmi s&intenzita) nelze brat v Gvahu.

- U vysoce aviditnich protilatek se intenzita bamé prouzku avidity nesniZzujaélec nebo jen velmi malo
(intenzita band je v rozmezi 75-100% oproti intenziband: na IgG prouzku). Naopakimizké avidit
protilatek se intenzita bafdniZuje minimals o 50%.

- Pro diagnostické dely Ize vyuZivat pouze aviditu protilatek proti I[EA150 a CM2. U p65 je avidita
protilatek Ehem jejich zrani vysoce variabilni, k tomutdelu jsou tedy nevhodné. Avidita anti-gB1 a
anti-gB2 protilatek ma sekundarni vyznarfegevsim nejsou-lifftomny protilatky proti gB2. Vysledky
testu by v takovémifpacdt n¥li byt ovéieny stanovenim avidity protilatek.

— Kompletni nebo iztelné sniZzeni avidity (nizka avidita) nejrdé@ndvou z anti-IE1, anti-p150 nebo anti-
CM2 protilatek s vysokou pragdodobnosti znd primarni infekci (ne déle nez 14in

— Naopak vysokda avidita alespa dvou z &chto relevantnich protilatek (anti-IE1, anti-p15@mati-CM2)
S\d¢i o pozdni fazi infekce (starSi minimal6-8 tydm).

— Je nutno bréat v tvahu, Ze proces dozravani prekiligt plynuly. Neni tedy vylaien soubzny vyskyt jak
nizce, tak vysoce aviditnich protilatek (mezi 6t¢dny od infikace). Sérac¢kterych paciernit vykazuji
vysoce aviditni protilatky jiz po 6-8 tydnech, ratio jini pacienti maji protilatky s nizkou aviditaZ do
konce 14 tydne od gétku infekce.

- Stredni avidita protilatek (intenzita bahde 50-75% intenzity baridu IgG prouzku) nepodava Zadné
doplikové informace @asové fazi infekce.

- Pro vyhodnoceni avidity protilatek nelze definovaidné absoluthplatné pravidlo. Jestlizetid¢jSi
infekce vykazovaly nizce aviditni protilatky, mubjt brano v Gvahu opo#dé dozravani avidity
protilatek.

- Zjisténa avidita protilatek musi byt interpretovana vidy spojeni s celkovymi vysledky testu. Pokud
jsou vysledky testu nejasné nebo heahidoporduje se test po 2-3 tydnech zopakovat s novym vrorke
séra.

12. Klinické vysledky

12.1. Citlivost a specificita

12.1.1. 1gG

Celkow bylo pomocireconBlot CMV IgG testu vySéeno 548 sér a vysledky poté porovnavany s konder
dostupnymi ELISA sety. Soubor obsahoval vzorkytinni diagnostiky: 15 vzorks probihajici CMV infekci
protilatky a 145 potenciénproblematickych vzork sér (autoimunitni onemoéni, €hotenstvi, primarni
EBV infekce, Zloutenkové, hemolytické nebo lipenddéra).

IgG ELISA CMV IgG
pozitivni | negativni| hragni
reconBlot | pozitivni 327 4 1
CMV IgG | negativni 2 193 10
hrangni 0 8 2
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Hraniéni vysledky nebyly zahrnuty do hodnoceni citlivasspecificity testu.
Vysledky srovnani s pouzitym kondaim ELISA setem:

Specificita: 193/ (4 + 193) x 100 = 98.0%

Citlivost: 327/ (327 + 2) x 100 = 99.4%

U 25 testovanych vzotksér (4.4%), ¥etré hrantnich vysledk, byly prokdzany nesrovnalosti s ELISA
testem:

Zhruba polovina vykazovala s#j$i reaktivitu ureconBlotu CMV; wtSina €chto vysledk vyzniva ve
prosgch reconBlot CMV, jelikoZ se jedna o vzorky sér s probibaCMV infekci.

Druha polovina spornych vysletlkaopak vykazovala rteconBlotu CMV niZ38i reaktivitu nez v ELISA testu.
V8echna séra vSak byla u spodniho datéio limitu 1gG titru, jedna se tedy o odchylky &mci ,cut-off
rozmezi.

12.1.2. IgM
PomocireconBlot CMV IgM testu vySaeno 557 sér a vysledky poté porovnavany s kémndedostupnymi
ELISA sety. Soubor testovanych vzér&Z na par vyjimek odpovidal IgG souboru.

IgM ELISA CMV IgM
pozitivni | negativni| hragni
reconBlot | pozitivni 174 20 11
CMV IgM | negativni 3 308 2
hranini 5 28 7

Hranini vysledky nebyly zahrnuty do hodnoceni citlivas8pecificity testu.
Vysledky srovnani s pouzitym kondaim ELISA setem:

Specificita: 308/ (20 + 308) x 100 = 93.9%

Citlivost: 174/ (174 + 3) x 100 = 98.3%

e

CMV pozitivni (19); ELISA negativniéconBlot CMV hranini (28); ELISA hraninifreconBlot CMV
pozitivni (11).

Zhruba ¥ &chto vysledk vyzniva ve prosgch reconBlot CMV, nag. pribézné vysoce pozitivni 1gG titry,
reaktivace, nedavna primarni infekce. é¢hto Fipadech se u &kterych vzork maze objevit i titr IgM
protilatek, pravéipodobr diky vyssi citlivosti IgM blotu.

Priblizne 15 vzorki uréenychreconBlot CMV jako reaktivnich bylo bdl IgG-pozitivhich se zbytkovym
titrem IgM protilatek nebo IgG-negativnich s nesfiekou IgM reakci.

10 vzorka sér vykazovalo ueconBlot CMV niZ8i reaktivitu nez v ELISA testu: ELISpozitivnifeconBlot
CMV hraniéni (5) nebo negativni (3), ELISA hr&nii/reconBlot CMV negativni (2).

Hranini/pozitivni IgM vysledek v ELISA testu Ize vy&lit diky tomu, Ze 7 z&chto sér bylo sérokonverznich
nebo s probihajici CMV infekci; zbyvajici 3 vzorkyZzaduji dalSi vySéeni.

12.2. Vyhodnocujici daje pro ugeni data infekce
Studie byla provatha s 258 vzorky sér. Vysledky jsou nasledujici:

12.2.1. 1gG reaktivita k gB

Zhruba u 17% vzoikbyly IgG protilatky proti gB prokazany jizitve nez za 6 tydn Protilatky proti gB2 se
vétSinou neobjevuji ilve nez za 6-8 tydnpo primarni infekci. Pouze v jednontipads byly tyto protilatky
prokazany #ive. Ritomnost protilatek proti gB2 s vysokou prapddobnosti vylduje infekci v rAdmci
prvnich 6-8 tydan.

12.2.1. Nereaktivni IgG protilatky proti p150 umarni infekce

U 29% vzorki nebyla wasné fazi infekce prokdzana Zadna reaktivita Igstilatek proti p150 (IgG reaktivita

je jinak pozitivni). Protilatky proti p150 se zpidha tvai behem 6-8 tydid od z&atku infekce (v 19ti z 20ti

piipad). | presto, Ze 1gG protilatky proti p150 u jednohidpadu chybly, jejich piitomnost dokazuje primarni

infekci (bshem prvnich 6-8 tydi).

12.2.3. Reaktivita IgG protilatek proti izolovanémtoteinu p150 (fipadre i protilatky proti gB1 a/nebo
gB2) z divejSi infekce

Izolované IgG protilatky proti p150 (bez jakéko&aktivity vici IE1, CM2 a p65) a protilatky proti gB1

a/nebo gB2 jsou charakteristické pro pozdni infelStudie prokazala pouze 1 vzorek, u kterého se tot

schéma protilatek objevilo, a to az ve 24. tydnani infekce). Besto v8ak fitomnost proti IgG protilatek

proti p150, gB1 a/nebo gB2 indikuje pozdni infefrainimalrg 6 mesial od infikace).
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12.3. Vyhodnocujici udaje k avidi€ protilatek

Stanoveni IgG a IgM protilatek i &ani jejich avidity bylo provedeno veigmené laboratti. Vysledky byly
porovnavany s komeén¢ dostupnym ELISA testem (postup dle uvedené meyddik

Celkem bylo hodnoceno 237 vzdrkér pochézejicich od dérkrve (CMV ELISA pozitivni alespo 2 roky);
sérokonverze odpovida primarni infekci Bk infekce byl definovan jak podle prvniho pazitho séra, tak
podle prvnich Kklinickych fiznaki.

18 sér s negativnimi nebo hrémimi vysledky byly vylodeny z tohoto hodnoceni.

Nizka avidita minimalaé u 2 ze i relevantnich protilatek (IE1, p150, CM2) prokazal 96.3% Hpadi
(77/80) primarni infekci (hem poslednich 14 dh

Vysoké avidita minimaléa u 2 ze ti relevantnich protilatek (IE1, p150, CM2) prokaral 98.4% fpadi
(57/58) pozdni infekci (vice nez 6-8 tyign
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Katalogovétislo

Pouzitelné do uvedené doby exspirac|

[}

Teplotni limitace. Skladujteipx-y°C

15. Kontakty
Vyrobce:
ALL.DIAG
10, rue Ettore Bugatti — BP6
67038 Strasbourg Cedex 2

tel: 03 88 78 80 88, fax: 03 88 78 76 78
www.alldiag.com; info@alldiag.com

Dodavatel:
LABOSERYV s.r.0.
Hudcova 78b, 612 00 Brno

Tel: +420 541 243 113, Fax: +420 243 114
email: laboserv@laboserv.cz

http://www.laboserv.cz
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