CZ NAVOD: reconiine Parvovirus IgG & IgM
recomLine Parvovirus B19 IgG (Avidita)
recomLine Parvovirus B19 IgM

Pfima imunoanalyza vyuzivajici rekombinantni antigkmetekci IgG a IgM protilatek proti Parvoviru 81
v lidském krevnim séru nebo plagm

1. OBECNY UVOD

Reconhine Parvovirus B19 je kvalitativrih vitro test ke stanoveni IgG a IgM protilatek proti Patimo B19
v lidském séru a plazin

Diky jednotliv fazenym rekombinantnim antigen test umo#uje identifikovat protilatky specifické proti
jednotlivym antigedm Parvoviru B19. Na rozdil od ELISA metod poskytugzoniine Parvovirus B19 i
informace o stadiu infekce.

2. PARVOVIRUS B19

Parvovirus B19 je jedndettzcovy DNA virus s linearnim genomem o délce 5.1 Hbho povrch je tien
proteinovou schrankou, ktera se sklada ze dvouppplydi VP-1 (84 kDa) a VP-2 (58 kDa). Oba proteiny jsou
kédovany jedninttecim rdAmcem na genomu viru, CoZ znamena, Ze aiiaipy jsou identické s vyjimkou 26
kDa N-terminalniho segmentu proteinu VP-1. Kédoy@n hlavni nestrukturalni protein (NS-1), kteryrus
vyZaduje pro svoji replikaci a propagaci.

Parvovirus B19 se primatmreplikuje v erytropoetickych prekurzorovychitlidch, u nichz zgsobuje lyzi. Proto
se v zavislosti na imunologické kompetendiz@ vyskytovat vice nebo m&myrazréjSi anémie. K fenosu viru
obvykle dochéazi kapénkovou infekci. Diky relativmysoké stabili& proteinového kapsidu viru je moznd i
infekce krvi a krevnimi produkty. Parvovirus B19rgzSten po celém si€. Kolem 60-70 % sttové populace
je timto virem infikovana.

KLINIKA

NejcéasgjSim klinickym projevem je infedni erytém, také znam jako patd nemoc (typickislieé onemoaini).
Dalsi relativié mirny prodromalni symptom, typicky exantém, sej@raje po 1 az 2 tydnech, coz je obvykle
doprovazeno symptomy obdobnymi jako tipky. Exantém se nejprve vyskytuje naifwé bthem rékolika dni

se roz&iuje po celémde.

Asi u 50% dosplych probihd infekce Parvovirem B19 asymptomatickynekterych gripadech se vyskytuji
symptomy podobné ¢ipce. Mezi dalsi komplikace, které se mohou vysiytnpati artralgie a artritida. Zeny
témito komplikacemi trpi dvakrat takasgji jako muzi. Ve ¥tSiné piipadh symptomy vymizi Bhem dvou az
¢ty tydni. Na druhou stranu se ¢kolika pripadech mZe stat, Zze se symptomy po mnoho let opakévaaci.

Z tohoto divodu je pro objasii chronickych artropatii nutné zvazit perzistemufiékci Parvovirem B19.

Doba trvani mnozeni viru je omezena diky vzniku ceffikych protilatek. Proto infekce a zanik
erytropoetickych prekurzorovych b¥a nezmisobuje Zzadné vézné komplikace. OvSem u patient
s hemolytickou anémii &iZe vyustit v Zivot ohroZujici aplastickou krizi.

U infekci vyskytujicich se whotnych Zen, rive dojit k transplacentalnimigmosu Parvoviru B19 na plod (asi
u 20%). ProtoZe dobagriti erytrocyt je az do 20. tydnehotenstvi kratkd adinné imunitni odpo¥d’ chybi,
mize infekce zpsobit €Zkou akutni nebo chronickou anémii a vézt k sam@dmlu potratu. Jinou komplikaci
diky infekci Parvovirem B19dhem druhého trimestru je tvorba hydrops fetalierktpokud neni en, mize

U imunodeficientnich osob e infekce Parvovirem B19 vézt ke vzniku chroniekémie, protoZe virus neni
kompletrg eliminovan. Nicméé# tento typ anémie ma mnohem n&gi pribéh ve srovnani s aplastickou krizi u
anemickych pacient

DalSi organové projevy jako jaterni dysfunkce, negpi choroby, s Parvovirem B19 spojena myokardititth a
byly popsany teprve nedavno.

V nekterych gipadech je chronickd anémie a artropatiésppena persistentni infekci Parvovirem B19 u
pacienti bez znamého imunitniho poskozeni.

3. DIAGNOZA

Primarni infekce Parvovirem B19 se vyzog vyskytem IgM specifickych protilatek. IgM titrge objevuiji
kolem 10 dne od infikace. Ve stejné ddde objevuji i symptomy onemaani. IgG titry se vyskytuji azéakolik
dni pozdji a pretrvavaji celozivot& Strukturdlni proteiny viru se vyuzivaji k detekecotilatek.

Nedavno byl nestrukturalni protein NS-1 popsan jakoologicky marker u chronickéhotpghu nemoci.
Nicmérg u 10—-20% vSech sér jsou protilatky k tomuto protenalezeny i po skéeni infekce. U pacieiit
s poderenim na perzistujici infekci (chronické anémie, oclické artropatie...) by #ha prokEhnout gima
detekce viru metodou PCR.

Reconhine Parvovirus B19 IgG (avidita), IgM

Tento test vyuzivd antigeny Parvoviru B19, kterdybyytvoieny pomoci genetického inzenyrstvi. Jsou
produkovéany E.coli ve fortnnefuznich proteiin

Sérologickd interpretace zaloZzenad na #temul strukturalniho proteinu VP-1 na 2 segmentyamastatné
prezentaci linearnich a konforgrdch epitofii, umoziuje odhalit moznou fazi infekce. Obeclze fici, ze IgG
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CZ NAVOD: reconiine Parvovirus IgG & IgM

protilatky proti linearnim epitopm na celkovém strukturalnim proteinu jsou produkgvgi nastupu imunitni
odpoudi hned po primarni infekci. To znamena, ze prtkitéobsazené ve vzorku rozpoznavaji jak N- tak C-
terminalni region (VP-N a VP-C, stgjiako VP-2r a VP-1S). V fibéhu asi 6-9 résial jsou VP-C-specifické
protilatky namiené proti linearnim epitdpn nahrazeny protilatkami, které rozpoznavaji komf@ni epitopy,
které gedstavuje protein VP-2p. Odpovidajici IgG protijatbvykle getrvavaji po cely zivot. S prodluzujici
se primarni infekci Ize pozorovat klesajici reaktivk VP-C (obvykle po 6 @sicich) a VP-2r (po dkolika
letech), zatimco IgG protilatky proti VP-N {ast&né také proti VP-1S) istavaji detekovatelné po mnoho let.
Protilatky proti VP-2p petrvavaji ve tSing pripadi po cely zivot.

Na testovacim prouzku je umiisti nestrukturdlni protein NS-1. Podle literatunyaSich vlastnich zji&ni, Ize
IgG protilatky proti NS-1 najit u pacients Parvovirem B19 indukovanou artritidou a dalS@hronickymi
formami onemoc#ni, ale nelze je najit u paciéns akutni infekci. Diagndzu nelze stanovit pouzezéldad
zjisteni protilatek proti NS-1. Vzdy musi byt potvrzenaziivnim PCR vysledkem.#Ppodezeni na perzis-
tentni infekci Parvovirem B19, jeipomnost protilatek proti NS-1 povazovana za indikememocsni.

Obr.1: Genova skladba Parvoviru B19; pouziti rekomlinantnich antigeni v recomLine Parvovirus B19 IgG, IgM

Lokalizace a usgadani proteift Parvoviru B19

5.-

NS-1 VP1 VP2

Rekombinantni antigeny pouzité v testigoniine Parvovirus B19
NS-1 VP-N

VP-18 VP-C
1 | |

VP-2p; VP-2r

Tab.1.: Popis a diagnosticky vyznam pouzitych rekotsinantnich antigeni

Rekombinantni antigen| Popis a diagnosticky vyznam

VP-2 (VP-2p, VP-2r) Hlavni kapsidovy antigen; 1gG protilatky proti kemmainimu epitopu (VP-2p) jsouétsinou
dlouhodold detekovatelné, proti linearnimu epitopu (VP-2rpusdetekovatelné &sice az
nekolik let. Oba antigeny vykazuji dobrou reaktiviiigasné fazi infekce (IgG a IgM). VP-2
1gG reaktivita odpovida reakti¢iigG protilatek proti VP-C.

-

VP-N N-terminalni fragment kapsidového antigenu VP-1G Igrotilatky zpravidla detekovatelné
roky. Zahrnut do wovani avidity protilatek.
VP-C C-terminalni fragment kapsidového antigenu VP-1pr&8-2; reaktivita IgG a IgM protilate

proti linearnim epitopm detekovatelnd jiz vasnych fazich infekce, pak mizi (IgG protilatky
v obdobi 8-26 tydi (6 mesia1) negativni). IgM protilatky negativnigtSinou az do 12 tydne.

=

VP-1S N-terminalni, specificky fragment kapsidového aetig VP-1 (timto fragmentem se VP-1 I{S
od VP-2); IgG protilatky éstavaji detekovatelné dlouho po skeni infekce. Zahrnut do
uréovani avidity protilatek.

NS-1 Nestrukturalni protein 1; 1gG protilatky proti totouproteinu se objevuji nejdre 6-8 tydr po
skorteni infekce, minimalkiu 20% nemocnych. Protilatky mohou indikovat peegisi viru.

Diagnostika infekce Parvovirem B19u#e byt usnadina stanovenim avidity 1gG protilatek. 1gG protilatk
postupr vyzravaji a Bhem tohoto procesu se zvysuje jejich avidita (vagngrotilatky s nejnizsi aviditou jsou
tedy vcasné fazi infekce a nejvySSi aviditu pak maji pofakeni protilatky. Nizce aviditni protilatky Ize
z testovaciho prouzku odstranit pomoci avidity exdg, zatimco vysoce aviditni protilatky toto reage
odstranit nemize. Porovnanim dvou paralélprovedenych IgG proudk(jeden oSéen avidity reagensem) Ize
stanovit aviditu protilatek a tim i fazi infekcevility reagens k dispozici na vyzadani.

Imunodominantni rekombinantni antigeny VP-1 a VP-2.

Oddslena detekce 1gG a IgM protilatek.

Snadné hodnoceni testu diky specifickym kontroléat-6ff a kontrola reakce konjugétu).

Dobite definované a vysoce purifikované rekombinanttigany, navic s vysokou specifitou; jednoduse a
jasre interpretovatelné.

Vysoka citlivost diky kvantitativé optimalizovanym antigeim.

Snadné a spolehlivé ¢eni avidity protilatek.

YVVY

LABOSERYV s.r.0., Hudcova 78b, 612 00 Brno 2/10 GR, 2009-01-12



CZ NAVOD: reconiine Parvovirus IgG & IgM

4. PRINCIP TESTU

Na nitrocelul6zovou membranu jsou aplikovany rekorahtni, vysoce purifikované proteiny. Matrix jet@o
rozstihana na jednotlivé prouzky.

Pri diagnostice Parvovirus B19 specifickych protiléjsou prouzky nejprve inkubovany sedsnym vzorkem
séra nebo plazmy. 88em inkubace se specifické protilatky vazi k oddajicim antigeim. Nenavazané
protilatky jsou odstramy promytim a prouzky nasleéinnkubovany s anti-lidskymi IgG a IgM protilatkami
konjugovanymi s kenovou peroxidazou (HRP). Specificky navazané lat&ti jsou detekovany pomoci
peroxidazou katalyzované barevné reakce. DoSladiakci antigen-protilatka, objevi se na odpovidajimise
membrany prouzku tmavy band.

Na hornim konci testovaciho prouzku jsou vedle gaistup® sdazeny nasledujici kontrolni bandy:

1. kontrola reakce - umi&ta €srg podc¢islem prouzku, tento band se musi objegiitkpzdé reakci s jakymkoli
testovanym sérem

2. kontrolni bandy reakce konjugatu - IgG/IgM — slojaio kontrola reakce odpovidaji¢idy protilatek. Je-li
prouzek pouzit nap k detekci IgG protilatek, objevi se u kontrolyddonjugatu #etelny band. Totéz plati
pro IgM protilatky.

3. ,cut-off* kontrola — kontrolni band intenzity zbaemwi, jeho intenzita zbarveni slouzi zarbyako zakladni
kriterium pro stanoveni reaktivity protilatek jagozitivni, hrantni nebo negativni.

5. OBSAH SOUPRAVY

Kazda souprava obsahuje uvedené reagencie v mhpbsebném pro 20 vySini:

promyvaci pufr A {Ox koncentrovany): obsahuje fosfatovy pufr, NaCl, Kd@tergent, MIT (0.1%) a

; . i 100 ml
Oxypyrion (0.2%) jako konzervai latky

substratovy roztok TMB (tetramethylbenzidin, #rpému pouziti) 40 ml
mléeny prasek 5¢
navod k pouziti 1ks
vyhodnocovaci formula 1ks
inkubani misky, kazda s 10 Zlabky 2 ks
5.1.RecomLINE PARVOVIRUS B19 IgG

Mimo reagencie uvedené v bodu 5 souprava obsahuije:

zkumavka gislovanymi testovacimi prouzky (10 ks) potaZzenyskiambinantnimi antigeny Parvoviru B19 2 ks
IgG konjugat: krakii anti-lidské protilatky konjugované s HRPOQx koncentrovany, obsahuje Nai 5000l
(< 0.1%), MIT (< 0.1%) a Chloracetamide (<0.1%)eng vrSek H

Detekce avidity protilatek
Pro detekci avidity 1gG protilatek proti ParvoviBd9 je k soupravk dispozici na vyzadani Avidity reagens (pevné
skupenstvi; proifjpravu 60 ml roztoku kipmému pouziti

5.2.RecomLINE PARVOVIRUS B19 IgM
Mimo reagencie uvedené v bodu 5 souprava obsahuje:

zkumavka gislovanymi testovacimi prouzky (10 ks) potazenyekiambinantnimi antigeny Parvoviru B19 2 ks

IgM konjugéat: kraléi anti-lidské protilatky konjugované s HRPOQx koncentrovany, obsahuje Nai 5000l
(< 0.1%), MIT (< 0.1%) a Chloracetamide (<0.1%Jdivy vrSek H

6. DALSI POTREBNE REAGENCIE A VYBAVENI, KTERE NENi SOPASTi DODAVKY |

Deionizovana voda, odsavacitizeani s dezinfalni nadobou, mikropipety, plastova pinzetgpttka, odngrné
vélce se stupnici, vahy.

7. INFORMACE O TESTU A REAGENCIICH |

7.1. Preventivni opafeni

¢  Pracujte v ochrannych rukavicich.

¢ Konjugat obsahuje azid sodny, MIT (Methylisothiamw) a Chloracetamid. Vyvarujte se proto kontaktu
s kiizi a sliznicemi.

d VSechny reagencie a materialy, ktet&ly do styku s potenciéninfekinimi vzorky, musi byt dezinfiko-
vany nebo nejmeénl hodinu autoklavovanypl21°C.

¢ Inkubani misky nepouzivejte opakowan

d S testovacimi prouzky zachazejte opawomoci plastové pinzety.

7.

>

2. Skladovéani
Reagencie skladujtetipteplog 2-8C, nezmrazujte. Pred provedenim testu temperujte vdechny kompo-
nenty soupravy minimain30 minut i 18-25°C (laboratorni teplota). Samotny test i inkéiaprocedury
probihaji gi laboratorni teplat
> Shodujici se reagencie (dle &$fch symbal) mohou byt pouzity uiznych imunobloi odpovidajici
Sarze. Dodrzujte prosim dobu exspirace jednotliik@imponent soupravy.
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Koncentraty obou konjugéi séra pacieiitpied provedenim testu disbprotepejte.

Zkumavku obsahuijici testovaci prouzky otevirejtaga pied pouzitim, aby nedochazelo ke kondenzaci
vlhkosti uvnit zkumavky. NepouZzité prouzky musi byt skladovanyzkemavce fi 2-8°C. Zkumavku
pevre uzavete, prouzky nesmiipd provedenim testu navihnout!

Jednotlivé prouzky jsou vzestupacislovany a ozngeny zkratkou daného testu.

Po uplynuti doby exspirace uvedené na obalu soypralze zartit kvalitu vysledki.

Chraite vSechny komponenty soupravigg gimym slun€nim swtlem.

Test musi byt proveden pouze zaSkolenymi a kvaW@nymi pracovniky.

Test je vhodny i pro zpracovani na automatu. BiiZ&irmace zadejte u svého dodavatele.

A\

YVVVY

7.3. Priprava roztoki

7.3.1. Fiprava pracovnihgeedni promyvaciho pufru A

Je pouzivanip fedEni séra a konjugatu digpromyvani.

Pred jeho redsnim je nutné uiit objem potebny pro dany ptet provadnych test. Nejprve rozpude mi&ny

prasek v koncentratu promyvaciho pufru A. Tutaésmoté dopite deionizovanou vodou na kamg objem
(fedEni 1+9). Patebné objemy jednotlivych reagencii udavéa tabulkd éstujete-li jiny pdet prouzk, nez je
uvedeno v tabulce, je nutné patiny objem promyvaciho pufru dajtat.

Pracovnifedni promyvaciho pufru A iize byt i 2-8°C skladovano 4 tydny. Pracov@dni promyvaciho
pufru A je mirgé zakalené a bez zapachu.

Tab. 2: Promyvaci pufr A pdebny pro dany piet testovacich prouik

Pouzité Mlé&ny Koncentrovany Deionizovana Pracovnifedéni
prouzky prasek promyvaci pufr A voda promyvaciho pufru A

1 0.1g 2 mi 18 ml 20 ml

2 0.2g 4 ml 36 ml 40 ml

3 0.3g 6 mi 54 ml 60 ml

5 05¢ 10 ml 90 ml 100 ml

10 1g 20 ml 180 ml 200 ml

15 15¢g 30 ml 270 ml 300 ml

20 2g 40 ml 360 ml 400 ml

25 25¢ 50 ml 450 mi 500 ml

7.3.2. Fiprava roztoku konjugatu
Roztok konjugatu musi bytiipraven &srg pred pouzitim. PracovriedEini roztoku konjugatu neni mozné dale

skladovat.
1 dil koncentrovaného 1gG respektive IgM konjugseiledi se 100 dily pracovnittedsni promyvaciho pufru A

(1+100).
Potebna mnozstvi jednotlivych roztbkudava tabulka 3. Testujete-li jiny ¢t prouzk, nez je uvedeno
v tabulce, je nutné pietbné objemy danych roztbklopaiitat.

Tab. 3: Objemy prored®ni anti-lidského IgG resp. IgM konjugatu

Pouzité prouzky * Koncentrovany 1gG/IgM konjugét Pracovnifedéni promyvaciho pufru A
1 20 pl 2 mi
2 40 pul 4 ml
3 60 pl 6 ml
5 100 pl 10ml
10 200 pl 20 ml
15 300 pl 30 ml
20 400 pl 40 ml
25 500 pl 50 ml

* Objemy jsou pditany bez ,mrtvého objemu“.ipravujte proto roztok konjugatu pro 1-3 prouzkyitav zavislosti na
zpisobu zpracovavani testu {ng¢ nebo na automatu).

7.3.3. Roztok substratu
Roztok substratu jefpraven k pimému pouziti. Red pouzitim jej vytemperujte na laboratorni tepl¢i8-

25°C).
Je nutné vyvarovat se kontaminaci roztoku substmddgF. pouzitim kontaminované Sy, neba by se tak

ovlivnila citlivost testu.

7.4. Skladovani a stabilita
Reagencie skladujtif-8°C. Pracovniedni promyvaciho pufru A iiZze byt i 2-8°C skladovano 4 tydny.

Roztok konjugatu musi byfipraven vzdycerstvy.
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8. VZORKY

Jako vzorek Ize pouzit krevni sérum nebo plazmergkbyly co nejtive po odebrani separovany od koagula. Za
vSech okolnosti fedchazejte mikrobialni kontaminaci vzériNerozpustnéastice je nutné ze vzarlodstranit
jest pred jejich inkubaci.

Lipemickd, hemolytickd nebo zakalena séradispbuji ztmavnuti pozadi testu recomLine ParvoviBi®
IgG/IgM. Mohou roviez poskytovat falesné vysledky, proto nesmi byt poardy.

Upozornéni!

NemiZete-li test provést okaméjtmohou byt vzorky skladovanyigeplo& 2-8°C az 2 tydny. Dlouhodddji je
Ize skladovat $ minimalni teplo¢ -20°C. Opakované zmrazovani a rozmrazovani vizaowni doporéovano,
neba’ se tim ovliviuje kvalita vysled&.

9. PRACOVNI POSTUP |

9.1. Obecné informace
Reprodukovatelnost vysletlkzavisi gedevSim na preciznosti promyvani proluzZfpostup promyti uveden
v bodech 9.3.a9.5.).

9.2. Inkubace vzorku

1. 1 inkuba&ni Zlabek je uten pro 1 testované sérum. Do kazdého Zlabku najipet ml pracovniho
fedéni promyvaciho pufru A. Plastovou pinzetou op&ondte testovaci prouzek ddiplusného zlabku
naplréného promyvacim pufrendiislo prouzku musi sétovat vzhiru.
Upozornéni!
Testovaci prouzek musi byt do promyvaciho pufru A eela ponden.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznamensjfslo zkumavky s pouzitymi testovacimi prouzkyialo kaz-
dého prouzku.

2. Pridani vzorkia
IgG/IgM test: Do pislusnych Zlabk napipetujte20 ul ne'edéného vzorku - lidské sérum nebo plazma
(Fedéni 1 + 100.
Dbejte na to, abyste vzorekigévali u konce prouzku pobeného v promyvacim pufru A a co mozna
nejdiive opatri promichali.
Do vyhodnocovaci tabulky zaznamengijtglo vzorku aiidu imunoglobulifi (IgG nebo IgM).
Inkubani misku fikryjte vickem a za jemnéhdepani i laboratorni teplat 1 hodinu inkubuijte.
Upozornéni!
Dbejte na to, aby se roztoky nedostaly do jinych @bki. Viéko otevirejte a zavirejte opatrrg, aby
jednotlivé roztoky nevysttikly ven ze Zlabki (riziko k ¥FiZové kontaminace).

9.3. Promyti

1. Po uplynuti inkubéni doby opatré odstraite plastové wko.

2. Zredkné sérum ze Zlalikopatrg odsajte.
Upozornéni!
Odsévejte roztoky ze Zlabk vzdy ¢istou Spikou nebo Spéky vzdy Fadné promyjte deionizovanou
vodou. Pouzivate-li promyva&ku, fid’te se pokyny vyrobce.

3. Nésled® do kazdého zlabkutjglejte 2 ml pracovnihoredéni promyvaciho pufru A a za jemného
tiepani 5 minut inkubujte. Poté pufr odsajte.

4. Promyti dle bodu 3 opakujte jeédfikrat.

9.4. Inkubace s konjugatem
Po promyti prouzk do kazdého zZlabkurigejte 2 ml piipravenéharoztoku konjugatu (viz tabulka 3).
Za jemnéhoitepani pi laboratorni teplat 45 minut inkubujte. BEhem inkubace musi byt Zlabky zakryty
plastovym vtkem.

9.5. Promyti
Roztok konjugatu ze Zlakikodsajte a prouzky @éppromyjte (viz bod 9.3).

9.6. Reakce substratu
1. Do kazdého Zlabkuilejte 1.5 ml roztoku substratua za jemnéha¢pani inkubujte i laboratorni
teplot 5-10 minut.
2. Cut-off kontrolni band musi vykazovat slabé, ajazietelné zbarveni.

9.7. Zastaveni reakce

1. Po odsati roztoku substratu prouzkigrat promyjte deionizovanou vodou.

2. Plastovou pinzetou prouzky opatrmyjméte, umistte je mezi d¥ vrstvy absorbniho papiru a nechte 2
hodiny susSit. Suché prouzky viepte do vyhodnocouvatiulky a od&ené vysledky zapiste do
protokolu.

3. Prouzky by mily byt uchovavany na temném ndist

9.8. Pracovni postup g ur éovani avidity protilatek
Postup je detaithpopsan v instrukcich pro pouziti avidity reagentu.
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. SOUHRN PRACOVNIHO POSTUPU

[N
o

Vytemperujte vSechny reagencie na laboratopiote

Vlozte prouzky do 2 ml pracovnihiedsni promyvaciho pufru A a zkontrolujte, zda jsouufrp zceld
pondeny.

Fidejte 20 ul vzorku.

Za jemnéhorepani pi laboratorni teplat 1 hodinu inkubuijte.

Na trepace tikrat po @ti minutach promyvejte 2 ml pracovnibiedsni promyvaciho pufru A.
Fridejte 2 ml odpovidajiciho roztoku konjugatu.

Za jemnéhorepani pi laboratorni teplat 45 minut inkubuijte.

Na tepace tikrat po @ti minutach promyvejte 2 ml pracovniliedsni promyvaciho pufru A.
Fidejte 1.5 ml roztoku substratu a za jemnéepdni pi laboratorni teplat inkubujte 5-10 minut.
Prouzky promyjte nejméririkrat deionizovanou vodou.

Prouzky nechte mezi 2 vrstvami absofho papiru 2 hodiny susit a poté oée vysledky.

D
RB|ojo|~jolo|sw N |k

11. VYHODNOCENI
11.1.Vyhodnoceni intenzity bandi

1. Do prilozené vyhodnocovaci tabulky zapiSte datum, Satislp zkumavky a detekovanou ptidu
protilatek.

2. Déle zapiste identifikani ¢isla vzorki.

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

4. Podle kontrolniho prouzku vyt&tého na vyhodnocovacim protokolu pro kaZdddutimunoglobuliri
zvlag urcete u jednotlivych baridintenzitu reakce (tabulka 4). Vysledek zapiStegditokolu.

11.2. Kontrola vysledki

Vysledky testu Ize hodnotit, pouze pokud jsou spinnasledujici kriteria:

»  band kontroly reakce (nejblizsi band pgslem prouzku) musi bytetelré zbarveny

«  tfida protilatek (druhy af¢ti band): kontrolni band odpovidajitidy protilatek musi byt viditelny, jagn
zbarveny prouzek (intenzita s¥8i nez cut-off bandu); druhy kontrolni band pittk nize vykazovat
slabé, nespecifické zbarveni

e cut-off kontrola tvrty band) — slabé, algetelrg viditelné zbarveni

Tab. 4: Intenzita bandl v porovnani s intenzitou zbarveni cut-off bandu

Prouzky Intenzita
Zadna reaktivita -
intenzita slabsi nez u cut-off bandu +
stejnd intenzita jako u cut-off bandu +
siln& intenzita (sil§Si nez u cut-off bandu) ++
velmi intenzivni zbarveni +++

Upozornéni!

Pri detekci IgG a IgM protilatek mohou vzorové bandykazovat fiznou intenzitu zbarveni. Intenzita
jednotlivych band zavisi na koncentraci Parvovirus B19-specifickpebtilatek, je tedy mozné, ze v IgG testu
(v porovnani s IgM testem) budou mit bandy tmawsénzivrejSi zbarveni.

Vyhodnoceni avidity protilatek: viz kapitolu 11.5.

11.3. Vysledky a interpretace testu
Tab. 5: Vyhodnoceni IgG testu (vyjma stanoveni reaktiviantu NS-1)

Zadna reakce nebo jina schémata, nez jsou uvedéma n IgG negativni
VP-N nebo VP-2r nebo VP-C pozitivni fimejmensim + IgG hraniéni

VP-2p nebo 2 antigeny (VP-N, VP-1S, VP-2r, VP-Cifigni Pfi nejmensim + IgG pozitivni

Tab. 6: Vyhodnoceni IgM testu (vyjma stanoveni reaktivigndu NS-1)

Zadna reakce nebo jina schémata, neZ jsou uvedéma n IgM negativni
VP-N nebo VP-1S nebo VP-2r nebo VP-C pozitivni fi iejmensim + IgM hrani éni
2 antigeny (VP-N, VP-1S, VP-2p, VP-2r, VP-C) pouaili P nejmenSim + IgM pozitivni
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Vyhodnoceni reaktivity NS-1 bandu (IgG)

Reaktivita NS bandu musi byt posuzovana ve vztalgGkprotilatkam. Za normalnich podminek nemusi byt
protilatkova odpo¥d’ na NS band hodnocena.

Slouzi k utovani giblizné doby vzniku infekce. Poziti¢énreagujici anti-NS-1 IgG protilatky poukazuji na
infekci starSi nez 6 tydn Musi vSak byt brantetel na to, Ze protilatky proti NS-1 jsou feoy jen zhruba u
20% pipadi.

V souvislosti s fipadnymi symptomy aipdlEznymi klinickymi nalezy, NS-1 titr rize indikovat moznou
perzistenci viru.

Nicmérg, diagndza ,perzistentni Parvovirus B19 infekce“mige byt nikdy u¢ena pouze na zaklad
sérologickych vysledk Sérologicka vySéeni musi byt podloZzena izolaci antigenu nebo vildMA. Musi byt
rovnéz brano v Gvahu to, Ze 1gG protilatky proti NS-1teai pouze v witém éasovém intervalu, vysledek PCR
tedy nemusi byt v kazdém stadiu infekce pozitivhitohoto divodu musi byt testy provédy v ugitych
intervalech v pibéhu trvani infekce.

11.4. Instrukce pro interpretaci vysledki testu

Pti hodnoceni vysledktestu je nutné posuzovat vysledky IgG i IgM teddhhromady.

Pri interpretaci vysledku, zvlaSu testi se slab pozitivnim vysledkem, je velmitdezité brat v Gvahu klinické
projevy daného pacienta. Kdeni spravné kby onemoc#ni je tedy vyzadovana Uzka spoluprace labdeato
s klinikem. Vzorky s nejasnymi nebo hramimi vysledky musi byt po 2-3 tydnech testovanywvans ohledem
na klinicky obraz pacienta.

Negativni vysledek testu néire vylowit moznou infekci Parvovirem B19. FaléSmegativni vysledky se
mohou objevit, byly-li vzorky séra odebrany velmizp po infikaci organismu, kdy jeStnejsou vytvieny
specifické protilatky.

Pozitivni vysledky IgM test (samostatné, bez IgG protilatek) musi byt integu@ny obegetrg, mize jit o
akutni infekci wWasném stadiu infekce.

Slaba reaktivita IgM protilatek @ize byt zfisobena perzistujicimi IgM protilatkami, které savwoyily pti drive
prodklané infekci. Dale reaktivovanymi IgM protilatkafmag. prodlava-li pacient EBV infekci) nebo
nespecificky reagujicimi protilatkami.

Iktericka séra by nedly byt pouzity, vedou k faleSnym vysleiti.

Typické profily reakce:

Na zéklad vyhodnoceni, které byly dosud provedeny, mohouedagici zakonitosti reaktivity IgG/IgM
protilatek pomoci objasnit aktualni status infekde.vSak nutné mit na péin Ze toto jsou typické zakonitosti
reakce protilatek,izné odchylky jsou tedy dost di@mozné.

Reaktivita 1gG protilatek proti VP-2p a/nebo VP-bBbyykle i s VP-1S) je obvykle pozorované géletrvajici
infekce.

V piipack akutni infekce je pozorovana vyrazna reaktivit® lgrotilatek nejen proti VP-C a VP-2r, ale navic i
proti VP-2p, VP-N a VP-1S. Vyraznd reaktivita platek vici VP-C je charakteristicka pro pateini faze
infekce (doba trvani infekce neni delSi nez &siui) nebo pro infekce, které byly prédny v minulosti.
V ojedirglych pripadech je pozorovana velmi silna reaktivita Ig@titditek proti VP-2r, ficemz reaktivita 1gG
protilatek vici VP-C je velmi slaba neboibec Zadna — jedna setasné stadium infekce. V tomtoipack bude
titr VP-C IgG protilatek stale vistat.

Tab. 7: Parvovirus B19 status - typické zakonitosti realgie/IgM protilatek

IgG IgM Pravd épodobny status infekce
VP-2p, VP-N, VP-2r, VP-C (reaktivita VP-2p, VP-N (reaktivita §tSinou> ++) Akutni infekce
vé&tSinou< +) VP-2r, VP-C (reaktivita #Sinou + aZ ++)| Titr IgG protilatek je velmi nizky nebo chybi Gpin
VP-2p, VP-N, VP-1S, VP-2r, VP-C VP-2p, VP-N a VP-2r Pozdni infekce (tyden az risic)
(reaktivita \&tSinou> ++) (reaktivita &tSinou> +) s IgM i IgG odpo¥di
VP-2p, VP-N, VP-2r a VP-C, obvykle  Negativni nebo hratii (ojedirela Pozdni infekce (nésic)
i VP-1S (reaktivita wtSinou> ++) reaktivita protilatek< +)
VP-2p a/nebo VP-N s VP-1S
(reaktivita &tSinou> +) Negativni Dlouhotrvajici infekce (roky)
VP-2r a VP-C negativni
VP-2p, VP-N a VP-2r , VP-2p, VP-N a/nebo VP-2r {fpadré i Nejasny status, test byghbyt po ukité dok
(reaktivita ¥tSinou jen +) VP-1S); (reaktivita ¥tSinou jen +) zopakovan
Pozdni infekce s 1gG odpedi a atypickou
VP-2.p., VP"V\I,' VP-1S VP-N, VP-1S reaktivitou IgM protilatek, tento status byl popsan
ggélz(?\;t\?p\ﬁ t(silrr]lglsit;:/)ni (reaktivita \&tSinou jen +) vzorkii s pozitivnim VRFIeSt by ,rﬂl byt po ukité
dobs zopakovan

Odpowd 1gG protilatek musi byt vzdy interpretovana v sall s odpogdi IgM protilatek (pozitivni nebo
hranini). U rékterych pacierit koncentrace IgM protilatek e velmi rychle klesat, zvliaStéch, které jsou
namieny proti linearnim epitapn. To je i divod, pr@ je pozitivni odpowd’ IgM protilatek pozorovana i 4
tydny po infikaci organismu.
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V tab. 7 nebyl hodnocen titr NS-1 protilatek proadseni dlouhotrvajici infekce Parvovirem B19, reaktivni
arthropatie, chronické anémie nebo jinych sympitosraiekavanou perzistenci Parvoviru B19. A to z toho
divodu, Ze zde existuje velké mnozstvi moznych komntiiry zavislosti na dabtrvani infekce, klinickych
datech a imunokompetenci. NS-1 titr bylnbyt do interpretace zahrnut pouze, jefitlda odpo¥dét na
specifické otazky (viz. 11.3).

Testovani avidity protilatek:

Uréeni avidity 1gG protilatek proti individualnim agénim umoziuje ve &tSiné pripadi presrgji definovat
aktualni status infekce, &@ste&né také usnadni rozliSeni akutni infekce Parvoviret® Bd subakutni infekce
s perzistujicimi IgM protilatkami (viz 11.5.).

Tmaw zbarvené testovaci prouzky:

Séra gkterych pacient (nagf. s alergii na miéné proteiny) mohou vyt¥ét tmavé zbarveni celého nitrocelul6-
zového pasu. Tento efekt je vyvolan mnobzngmi faktory v séru kazdého pacienta. VyhodnogeoiuZzki je
pak obvykle mozné pouze <itou restrikci. Nap ,inverzni bandy“ (bilé bandy na tmavém pozadfujs
hodnoceny jako negativni. Dané sérum vSak musi kgtzdém pipadt testovano znovu jinymi sérologickymi
metodami.

11.5. Roz&tujici vySetreni — uréeni avidity protilatek

11.5.1. Princip a postup testu

Postup testu pro stanoveni avidity protilatek jeaii@ popsan v ndvodu na pouziti avidity reagentu. Dajtkz
prosim instrukce popsané v tomto navodu.

11.5.2. Avidita IgG protilatek proti Parovoviru B19

Reconhine Parvovirus B19 detekuje reaktivitu protilatetoti jednotlivym antigetim, VP-N a VP-1S. Avidita
protilatek proti VP-2r a VP-C antigém neni uéovana, protoze tyto vysoce aviditni protilatky mejss mnoha
ptipadech v pibéhu infekce tvdeny. Strukturni epitopy VP-2 antigenu byly avidigagentem modifikovany,
uréovani avidity tohoto antigenu proto neni spolehlivé

11.5.3. Interpretace vysledistanoveni avidity protilatek

- Hodnoti se pouze avidita pozitivnich IgG protilatek

- Hodnoti se pouze avidita IgG protilatek proti VPaN/P-1S.

— Nelze brat v Gvahu reaktivitu 1gG protilatek nia&Z je u cut-off kontroly (velmi slabé intenzitaarteni).

—  Srovnejte intenzitu zbarveni odpovidajicich iand dvou prouzit inkubovanych se stejnym vzorkem
testovaného séra (IgG prouzek a avidity prouzeli®, zda se intenzita zbarveni &mia.

-  Pri nizké avidi¢ protilatek se intenzita bafidsniZzuje minimald o 50%, pi stredni avidi¢ protilatek se
intenzita band snizuje o cca 50%.

- U vysoce aviditnich protilatek se intenzita bama prouzku avidity nesnizujéibec nebo jen velmi malo.

— 1gG protilatky proti VP-N a VP-1S vykazuji vysokawviditu jak véasném stadiu infekce (4 tydny od
infikace), tak v pozdni fazi (6-8 tydh Nizkou, respektive #dni aviditu protilatek proti VP-N a VP-1S
Ize tedy interpretovat jako akutni infekciit®mnost vysoce aviditnich IgG protilatek proti WPa VP-1S
obvykle vylwtuje infikaci organismu v minulych 4 tydnech. Poleedavidita 1gG protilatek proti VP-N 1isi
od avidity IgG protilatek proti VP-1S, je rozhodtijavidita proti VP-1S.

—  Obecr Izefici, Ze utovani avidity protilatek nelzefiladat absolutni vyznam. V jednotlivychiipadech
je nutno mit na pa#i to, Ze nizce aviditni protilatky se mohou iita v pozdni fazi infekce (diky
opozdnému vyzravani protilatek). Avidita protilatek muysioto byt interpretovana v kontextu se vSemi
zjisSttnymi vysledky (viz 12.7.).

12.  KLINICKE VYSLEDKY |

Pro ukeni kapacity provedeni testeconiine Parvovirus B19 IgG (avidita), IgM byly testawAvzorky ziskané
z riznych zdroji. Celkem bylo provedeno 298 IgG a 287 IgMiedavic bylo testovano 70 potenciélohyb-
nych vzorki a provedeno 10 srovnani sérum-plazma. Pteniravidity 1gG protilatek bylo testovano 125
vzorki sér.

12.1. Vzorky, u kterych byla prokazana akutni Parvairus B19 infekce

Bylo testovano 52 vzotkpacient infikovanych Parvovirem B19. Panel zahrnoval vzozkl2 stadii infekce (2-
5 vzorki od kazdého pacienta). Ve vSech 12 stadiich bybkdwdny specifické Parvovirus B19 protilatky.
V nekterych gipadech byl pozitivni prvni vzorek kdani faze infekce. U pacidntkde byl prvni vzorek
negativni, byla u dalSich vzarkprokazana sérokonverze. IgM protilatky byly deteitelné v 11ti z dvanécti
fazi infekce, nejmé&nhdo 42 dne od prvnich projevenyctizmaki. Ve vSech 12ti fazich byly minimamu 1 séra
odpovidajici faze detekovany IgG protilatky proBC.

12.2. Dérci krve

Bylo testovano 187 (IgG) a 176 (IgM) vzdrklazmy od nahodnvybranych dan krve. Vzorky byly konfirmo-
vany pomoci ELISA testu (viz 12.3.2.).

Vysledky IgG testu: u 66% vzaikpacient byly prokazany IgG protilatky, &Sina €chto pozitivnich vzorik
vykazovala zakonitosti typické pro pozdni fazi kde (viz tab. 8).

Vysledky IgM testu: u 3% vzotkpacient: byly prokézany IgM protilatky.

Reaktivity IgG protilatek u 100 dakdkrve jsou uvedeny v nasledujici tabulce:
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Tab. 8: Reaktivita IgG protilatek

Darci krve n =100 Reaktivita IgG protilatek - pozitivni vysledek vrecomLine Parvovirus B19
vysledky % VP-2p | VP-N | VP-1S| VP-2r| VP-C| NS-1 n %
negativni 31 - - - - - - -
+ - - - - - 7/69 10
+ + - - - - 3/69 4.3
pozitivni 69 + + + - - - 28/69 41
+ + + + - - 25/69 36
+ + + + + - 6/69 8.7

12.3. Srovnani ELISA testu aecomLine Parvovirus B19

Shoda meziémito 2 metodami byla u IgG protilatek 98%, u Ighbtilatek pak v rozmezi 93.1-95.5%iznych
soubofi pacienti. i vyhodnocovani ,shodythto 2 metod” byly hrakini vysledky stanoveny za pozitivni.

12.3.1. Vysledky 101 vzarkér pacient s akutni nebo nedavnou Parvovirus B19 infekci

Akutni nebo nedavna infekce ELISA Parvovirus B19 Ig/IgM
pozitivni 99 0 0
recomLine Parvovirus B19 IgG hrangni 0 0 1
negativni 1 0 0
pozitivni 40 0 1
recomLine Parvovirus B19 IgM hrangni 2 1 4
negativni 1 1 51
Celkem IgG resp. IgM =101
Shoda v IgGidé = 98.0 %
Shoda v IgMitdé = 93.1 %
12.3.2. Darci krve
Darci krve ELISA Parvovirus B19 I1gG/IgM
pozitivni 123 0 1
recomLine Parvovirus B19 IgG hrangni 0 0 0
negativni 2 1 60
pozitivni 2 2 2
recomLine Parvovirus B19 IgM hrangni 0 0 3
negativni 3 0 164

Celkem IgG = 187
Celkem IgM =176
Shoda v IgGidé = 97.8 %
Shoda v IgMitdé = 95.5 %

12.4. Ureni citlivosti WHO IgG standardu

IgG WHO standard (100 IU/ml) byl testovan soupravaeconiine Parvovirus B19 IgG a ELISA IgG
v fedénich odvozenych od daného standardu. IgG WHO stdrstale ukazoval hrami vysledky (osamocena
pozitivni reaktivita w¢i VP-N) uiedini 1.5 IU/ml jakreconline Parvovirus B19, tak i ELISA testem.

12.5. Vzorky s potenciali faleSnym vysledkem

Byly testovany vzorky sér s potenciélimterferegnimi faktory (lipemické, CRP-pozitivni nebo ANA-ptizni

vzorky sér).

Hemolytické nebo iktericka sétaséra pacietits pozitivnim revmatoidnim faktorem vykazovala niiewySené
vysledky IgM testu. V fipadt probihajici infekni mononukle6zy (Pfeifferova choroba, EBV infekaajze
dochéazet k polyklonalni stimulaci B-lymfodytTo ma za nasledek pozitivni vysledky v IgM testu.

12.6. Porovnani vzorki sér a plazmy
Porovnanim 10 vzoiknebyly zjiS&ény zadné rozdily mezi sérem a plazmou.

12.7. Vyhodnoceni avidity protilatek

Reconhine Parvovirus B19 IgG bylo na aviditu 1gG protd& proti VP-N a VP-1S testovano 67 vzirgér
odebranych v akutni, nedavné i pozdni fazi infeld@jténé vysledky korelovaly s klinickymi daty a reaktavi
protilatek proti jednotlivym antigem pak se zji&nou hladinou IgG a IgM protilatek. Dle ziskanychshedki

je zZejmé, Ze IgG protilatky proti VP-N a VP-1S dosaHgweae wtSing pripadh nejvyssi avidity v 6-8 tydnu, u
nekterych jiz po 4 tydnech od infikace organismu.

Navic bylo testovano 58 vybranych IgG pozitivnidrda krve. VSechny vzorky prokazovaly schéma protilatek
typické pro pozdni fazi infekce, respektive jiz jjpiekéni status (résice)“. U 10 vzork byla avidita protilatek
hraniéni (10%) a u 1 vzorku nizk& (1.7%). IgM protilatyly u €chto vzorki negativni.
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