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Parvovirus B19
IgM — ELISA (rekombinantni)

ELISA test pro kvalitativni ptkaz IgM — tidy protilatek proti Parvoviru B19 Ndském
séru nebo plazin
Pouze pro diagnostické pouiitivitro
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Katalogovétislo vyrobku: PARMO0370 (96 tast
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1. UvOD

Parvoviry jsou neobalené DNA viry s kapsidou kuBidymetrie o velikosti 18 — 32 nm. Parvovirus B&%puze lidskym patogenem,
a protoze mezi B19 a Zecimi parvoviry neexistuje #iZena reaktivita, fgnos mezislovékem a zvifaty neni mozny. Parvovirus B19 je
pivodcem erythema infectiosum, tzv. ,paté nemocitméiio onemoaini charakterizovanéha@devsim kozni vyrazkou, které sedaejtji
vyskytuje u dti. Nakazeni pacientitpnaseji infekci hemcasné faze nemoci, nez se objevi vyrazka, takzéd¥ ejpidemii je zasazeno az
60 % dosplé populace. U zhruba 20 % infikovanycttid dosglych se neprojevitbec zadné symptomy choroby. U vSech nakazenych
vSak vyviji dlouhodoba imunita, ktera je v budouchuani proti dalsi infekci.

Parvovirus nizZe ale také zjsobovat zavazné stavy, a to u osob se srpkovitémim jinymi podobnymi typy chronické anemie grateak

u pacieni s problematickou imunitou (lidé s leukémii nebkadnou, vrozenou imunodeficienci, pacienti po orgéé transplantaci nebo
HIV-pozitivni). Nékdy (u mér nez 5 % infikovanychéhotnych Zen) se mohou objevit vazné komplikagleen €hotenstvi (hrozi morbus
haemolyticus fetalis, hydrops plodu).

Druh Onemocéni Symptomy Zjisob genosu

Parvovirus B19 Erythema infectiosum acutum (,pata nemoc*) Tzv. ,zpolickovana tv&' — vyrazka | Virus se §ii piimym kontaktem
na oblteji, dale na trupu a s respir&nimi sekrety
Skoncetinach u dti, u dosplych se | infikovanych osob (prostslin,
miZe objevit bodava bolest nebo | sputa, nosniho sekretu)
otoky (ruce, zagsti, kolena)

Komplikace: aplasticka krize, m. haemolyticy
fetalis

P¥itomnost viru resp. infekce Ize identifikovat porhotetod:
= Serologicky: Detekce protilatek pomoci ELISA

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Parvovirus B19 IgM ELISA yeiena ke kvalitativnimu fikazu IgM fidy protilatek proti parvoviru B19
v humannim séru nebo plaznicitrat). Vysoka diagnosticka igsnost a citlivost jsou zajity pouzitim vysoce purifikovanych
rekombinantnich antigerii.

3. PRINCIP TESTU

Dukaz IgM protilatek proti parvoviru B19 je zaloZem mprincipu ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Agsa$tny jamek strif
mikrotitratni desttky jsou potazeny antigeny parvoviru B19, které elaesnavazuji odpovidajici protilatky ze vzorku pata. Po promyti
jamek, kterym se odstrani nenavazany material vzak do jamekijda konjugat protilatky proti lidskému IgM sdnovou peroxidazou
(HRP), ktery se vaze na zachycené specifické athyil proti parvoviru B19. Takto vyt¥eny imunokomplex je zviditetm pridanim
substratu tetramethylbenzidinu (TMB) za vzniku nébdr zabarveni. Intenzita zabarveni fén Gnérnd mnozstvi IgM protilatek proti
parvoviru B19 pitomnych ve vzorku pacientova séra. Reakce sevdast&nou pH, gidanim kyseliny sirové. Intenzita kaim&ho zlutého
zabarveni se #iii pomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4 1. Reagenty dodavané v souprév
Mikrotitra &éni destitka, 12 lomitelnych strii po 8 jamkach potazenych antigeny parvoviru Bl%uwea® zabaleno v uzaviraci
aluminiové folii.

L] IgM fedici roztok vzorki ***: 1 lahvicka, 100 ml pufru prdedsni vzorki, pripraveno k okamzitému pouziti, pH 720,2, barva
Zluta, bily uzawr.

L] Stop roztok: 1 lahvitka, 15 ml 0.2 mol/l kyseliny sirovéfipraveno k okamzitému pouZzitierveny uzavr.

L] Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvitka, 50 ml 20x koncentrovaného pufru (pH %20,2) ugeného k promyvani jamek
mikrotitratni destéky, bily uzawr.

L] Konjugat anti-IgM **: 1 lahvicka, 20 ml krakki protilatky proti lidskému IgG zri@né Kenovou peroxidadzou, barvgervena,
piipraveno k okamzitému pouzitierny uzéavr.

L] Substrat TMB: 1 lahvitka, 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinu (TMB)ippaveno k okamzitému pouziti, Zluty uzav

L] Pozitivni kontrola Parvovirus B19 IgM ***: 1 lahvi¢ka, 2 ml pozitivniho séra, barva Zlut&ippaveno k okamzitému poufZiti,
gerveny uzawr.

L] Cut-off kontrola Parvovirus B19 IgM ***: 1 lahvitka o objemu 3 ml, barva Zluté&ipraveno k okamzitému pouzidelenyuzawr

L] Negativni kontrola Parvovirus B19 IgM ***: 1 lahvicka, 2 ml negativniho séra, barva Zlutéipmveno k okamzitému pouziti,
modry uzawr.

* obsahuje 0,01 % Kathonu — ptedsni
ki obsahuje 0,2 % Bronidoxu L
ok obsahuje 0,1 % Kathonu

1 rameek mikrotitraini destéky
2 kryci félie
1 protokol testu

4.2. Material dodavany v soupra¥
. 1 schéma rozlozeni a identifikace vzibrka destice
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4.3. DalSi potebné materialy a z&izeni

ELISA reader pro rfeni absorbancefipd50 nm s referemim filtrem na 620 nm
Inkubator pro 37° C

Rwni nebo automatick& promytkea mikrotitratnich destiek

Pipety pro davkovani objeiod 10 - 1000 pl

Vortex

Deionizovana voda

Jednorazové zkumavky

Stopky

5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagenty obsazené v souprgsou i teplot 2-8°C stabilni az do doby exspirace uvedené nepoél

6. PRIPRAVA REAGENT U

Pred zah4jenim testu je velmileiZité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky dosahnout pokojové teploty 28°C)!

6.1. Stripy mikrotitra éni destitky

Stény jamek mikrotitrénich strigh jsou potazeny antigeny parvoviru B1ipPaveny k okamzitému pouziti. Skladujtéi peplog& 2-8°C.
Stripy jsou vakuo¥ zabaleny.lhned po otekeni s@ku musi byt nepouzité stripy ddpvzduchatsré uzaveny do aluminiového obalu
s vysouSecim prosidkem dodavanym v soupfaa musi byt skladovanyigeplot 2—8°C. Jsou stabilni az do exspirace.

6.2. Konjugat anti-lgM

Lahvicka obsahuje 20 ml protilatky proti lidskému IgM #eaé Kenovou peroxidazou, pufru, stabilizdtpikonzervani a inertniho
¢erveného barviva. Tento roztok jéigraven k okamzitému pouziti. Skladujté peplog 2-8°C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az
do exspirace pokud je uloZeri eplot 2—8°C.

6.3. Kontrolni vzorky

Lahvicky oznaené jako Pozitivni kontrola, Cut-off kontrola a Négni kontrola obsahuji kontrolni roztokyipravené k okamzitému
pouziti. Roztoky obsahuji 0.1% Kathon a musi byad#vany pi teplo& 2—8°C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace pokud
je ulozen pi teplot 2—8°C.

6.4. IgM fedici roztok vzorki

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $igioni, konzervant a inertniho zlutého barviva. Pouziva se fadini vzorki.
Roztok je pipraven k okamzitému pouziti a musi se skladoviateplott 2—8°C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace pokud je
uloZen pi teplot 2-8°C.

6.5. Promyvaci roztok (20x koncentr.)

Lahvicka obsahuje 50 ml koncentrovaného roztoku pufrterdenti a konzervarit RoZed’te v pongru 1:20; nap. 10 ml promyvaciho
roztoku + 190 ml deionizované vody. idasny roztok je stabilni 5 dniiplaboratorni teplat Krystaly v roztoku zmizi po z&ti na teplotu
37°C ve vodni lazni.

6.6. Roztok TMB Substratu

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbenzidinMB) a peroxidu vodiku. fipraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2—
8°C. Chrdite pred sw¥tlem. Tento roztok by #h byt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud tenbstsét zmodra, byl kontaminovan &lm
by byt zlikvidovan. Po prvnim ot@ni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulgZeteplo¥ 2—8°C.

6.7. Stop roztok
Lahvicka obsahuje 15 ml 0.2 molarni kyseliny sirové (R386S 26). Hpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté peplot 2—8°C.
Po prvnim otefeni je obsah stabilni do exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Souprava je wena pro vyséeni lidského krevniho séra nebo plazmy (citratoyaékud test provedete do 5idpo odiEru vzorki, mohou
byt vzorky skladovanyipteplot 2—8°C, jinak museji byt zamrazeny na —20 az -7@®kud jsou vzorky skladovany v hluboce zmrazeném
stavu, ped pouZzitim je nutno je rozmrazit a detpromichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakavan

7.1.Redéni vzorki

Pred provedenim testu musite vSechny vzorkgdiedit v pongru 1:101tfedicim roztokem vzork Napipetujte 10 pl vzorku a 1 ml IgM
fediciho roztoku vzork do zkumavek a obsah qhe & promichejte na vortextPozitivni a negativni kontroly dodavané v sougrisou
pripraveny k okamzitému pouZziti a nesmi se dZdé.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. FRriprava testu

Drive nez z#énete provadt rozbor, pestéte si pelive protokol testu. Spolehlivost vysletiizavisi na fesném dodrzeni popsaného postupu
NiZe uvedeny postup plati pro manualni provedestiitdBudete-li jej provad na automatu, dopotujeme zvySit pdet promyvacich krak

ze t na @t a promyvat 300-350 pl promyvaciho roztoku. Nednege s praci, stanovte si plan rozlozeni a idéati# vSech vzortka
kontrol na mikrotitréni destéce na pisluSném formuld dodavaném v soupravVyberte pozadovany pet mikrotitrachich jamelka viozte

je do rameku.

Je velmi dlezité, aby ped z&atkem testu byly vSechny reagenty vytemperovanyakajovou teplotu!
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Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:

1 jamka (nap Al) pro slepy test se substrat&hANK
1 jamku (nap. B1) pro negativni kontrolu

2 jamky (nap. C1+D1) pro cut-off kontrolu

1 jamku (nap. E1) pro pozitivni kontrolu

Ponechavame na uzivateli, zda sefpad® nutnosti rozhodne provéttest vzork pacienta i test kontrolnich vzarkluplicitré.
Provadijte vSechny kroky v uvedenémipali a bez zbyteych gestavek mezi jednotlivymi kroky.

Pro davkovani kazdého jednotlivého vzorku je nytoozivatiisté jednordzové Sghy.
Inkubator nastavte na teplotu 37°C + 1°C.

1. Napipetujte 100 pl negativni kontroly, pozitivkéntroly a pedrednych vzorki do jamek, které jste vybrali. Jamku Al
ponechejte pr8LANK

2. Jamky pikryjte félii dodavanou jako s@ast soupravy
3. Inkubuijte 1 hodinu =5 minut p¥i teploté 37°C + 1°C

Po skoreni inkubace odstiige kryci folii, odsajte obsah jamek, a promyjte 300 ul promyvaciho roztoku. Zatite peplnéni
a preteteni roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kazdyktem by ngla byt delSi nez 5 sekund. Nakonec opabdstraite
zbyvajici kapalinu oklepnutim mikrotitfai destéky na savy papir!

Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostaté promyti nize vést k malépsnosti testu nebo k faleSnym hodnotam
absorbance.

Pipetujte 100 pl konjugatu anti-IlgM do kazdé kgm vyjimkou jamky Al utené praBLANK Frikryjte kryci folii.
Inkubujte 30 minut p ¥i pokojové teplot. Chraite p'ed pimym slunénim s¥tlem.

Opakuijte krok 4.

Pipetujte 100 pl roztoku substratu TMB do vSechek.

Inkubujte 15 minut p ¥ pokojové teplot, v temnu.

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamektemém piadi, a stejnou rychlosti jakou jste aplikovali sudits
Modré zabarveni jamek seni na Zluté, barva je stabilni 30 minut.
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich paaiembhou vytvit tmavé srazeniny chromogenu! Tyto srazeniny wiigjina
snimani optické hustoty. échto vzork doporuujeme provést prvotriedni vzorku fyziologickym roztokem chloridu sodného,
nap-. 1:1. Pak vzorky nedte standardnim postupem 1:101 Igidicim roztokem vzarke soupravy. V tomtaipad® musite
vysledky vyjatené v jednotkach NTU nasobit 2x.

11. Zmeite absorbanci vzotkpti 450 nm. Referami vinova délka je 620 nm dtideti minut po pidani stopginidla.

© NG

8.2. Méieni
Vynulujte ELISA reader pomo@LANKu {amka A1) Pokud reader nelze z technickyalivddi vynulovat odététe hodnotuBLANKu od
vSech nardrenych hodnot v ostatnich jamkach. Obdrzfespé hodnoty!

Zméite absorbancivsech jamek ip 450 nm a zaznamenejte nabené hodnoty absorbance vzbrlo identifikaniho planu rozlozeni
jamek. Tam, kde je to nutné, vyfitejte primérné hodnoty absorbance

Doporuwiujeme provést aeni i pii duélni hustat 620 nm.
Tam, kde je to nutné, vypitejte priamérné hodnoty absorbanceu vSech duplikét

9. VYSLEDKY

9.1. Validita testu
Aby bylo mozno test povazovat za platny, musi pjt&na nasledujici kritéria:

= BLANK Al: Hodnota absorbanc&$i nez0.100.

L] Negativni kontrola B1: Hodnota absorbano&si nez 0.200.

= Cut-off kontrola C1+D1: Hodnota absorbaneeozmezi 0.250 — 0.900

. Pozitivni kontrola E1l Hodnota absorbance rovna nebo vysSi@atzoffkoeficient.

9.2. Vypcet vysledki
Cut-offkoeficient se vypéita jako ptimér hodnot absorbance nafanych u obou cut-off kontrol.

Priklad: Nan#ena hodnota absorbance 1. cut-off kontroly 0.3®a#¥iena hodnota absorbance 2. cut-off kontroly 0.37 =
0.76/2 = 0.38 = Cut-off koeficient

9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povazovat ZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy3Shoehotacut-oft

Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pAsmu 108&brmeo pod hodnotowtoff nelze povazovat za jednozna pozitivni nebo negativni
-> Seda zonal téchto vzorki dopordujeme opakovat test za 2 az 4 tydnesstw odebranymi vzorky. Pokud i vysledky druhého testu
budou ot v Sedé zd je tyto vzorky mozno povazovat REGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat ZAEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% nizshoehota at-off.
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9.3.1. Vysledky v jednotkach firmy NovaTec (NTU)

hodnota (piimérné) absorbance vzorku pacienta x 10=[NovaTec-Units = NTU]
Cut-offkoeficient

Priklad:  1.786 x 10 = 47 NTU (NovaTec Units) Cut-pff 10 NTU
0.38 Seda zona: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Rresnost

Interassay pocet pramér CV (%)
Poz. sérum 20 28.7 6.4
Intraassay pocet prameér CV (%)
Poz. sérum 8 1.70 6.9

10.2. Diagnosticka pesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkypsenci specifického analytuteBnost tohoto testu je > 95%.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdipodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky Bigomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstteje > 95 %.

10.4. Interference
Interference s hemolytickymi, lipemickymi nebo ritkymi séry nebyla sledovana po koncentrace: 1@nthgnemoglobin, 5 mg/ml
triglyceridy, 0.2 mg/ml bilirubin.

Poznamka: Tyto vysledky se vztahuji ke konkrétnim testovanggorkim. Stejné vysledky nelze v praxi zaitu I

11. LIMITY POSTUPU

Namstené hodnoty absorbance mohou byt owiw opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim veorébo bakterialni kontaminaci.
Diagn6za infekni choroby by newa byt zaloZzena na vysledku jediného testiesRa diagn6za by da brat v Gvahu klinickou minulost
pacienta, symptomatologii a také sérologicka ddtaacient s oslabenym imunitnim systémem a u novorozenaji sérologicka data
pouze omezenou platnost.

12. BEZPECNOSTNI OPATREN| A UPOZORNENI

L] V souladu lankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/ECvyrobce povinen zajistit vhodnost, funlost a bezpmost
produktu. Proto postup testu, informace, upo&oira varovani v navodu pro pouZziti musi byt stékdlodrzovany. Pouziti testovaci
soupravy na analyzatoru a podobnychizzmich musi byt validovano. Jakéakoliv&m ve vzhledu, sloZeni a postupu testu, a také
pouziti v kombinaci s jinymi produkty neschvalengobcem neni autorizované; uzivatel sam je zodgoy za takovéto zimy.
Vyrobce neni zodpadny za faleSné vysledky a nehody timtaisgbené. Vyrobce neni zodgony za zadné vysledky ziskané
vizualni analyzou pacientova vzorku.

L] Pouze pro diagnostické pouziti in-vitro.

. VSechny komponenty lidskéhdiyodu pouzité pro vyrobu reagénibhoto testu byly testovany naigpmnosti_protilatek proti HIV,

HCV a HBsAg a byly shledany nereaktiviNicmérg, vSechny materialy by &y byt povazovany za potenciélinfekéni, a s jako

takovymi by s nimi mlo byt nakladano.

Nezangiujte reagenty a desky z riznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouZidaéz@agenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esepe uvedené na Stitku.

PouZzivejte pouz&isté jednorazové Sgky, vicekanalové pipety a laboratorntizani.

Nezangtiujte Sroubovaci vka z lahvéek mezi sebou, zabranite tifidové kontaminaci.

Lahvicky s reagenty ddle a tsns zavirejte okamzitpo pouZziti, abyste zabranili odpaani a mikrobialni kontaminaci.

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolujedpdalSim pouzitim konjugat i laktky s kontrolnimi vzorky, zda u nich

nedoslo k mikrobialni kontaminaci.

. Abyste zabranili KZzové kontaminaci a fale§revySenym hodnotam vysletikdavkujte pipetou reagencie vzdy na dno jamek bez
pokapani okoli.

POZOR Bronidox L v pouzité koncentraci fiegstavuje f kontaktu s pokozkou a sliznici téizadné toxikologické riziko!

POZOR: Kyselina sirova drazdicioa pokozku. Fechovavejte z dosahwstd F¥i vniknuti do @i, dikladrg promyjte vodou &
vyhledejte 1ékze.

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a preparétse obect povazuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@aaarodnimi a mistnimi
zakony a n#izenimi. Spojte se s mistnimfagly nebo se specializovanymi firmami zabyvajicimilikvidaci nebezpmého a toxického
odpadu, které vam poradi, jak méate timto s neliezpe odpadem nalozit.
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14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU

Katalogovésislo vyrobku: PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-ELIS8q test)
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16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Parvovirus B19 IgG-ELISA

Priprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Stanovte plan rozdeni a identifikace vSech vzatrka kontrol.
Umisgte potebny péet jamek do ramigu mikrotitrasni destéky.

Postup testu

Blank Negativni Pozitivni Cut-off Vzorek

substratu kontrola kontrola kontrola | (fectny 1+100)
(nap. Al)

Negativni
kontrolni vzorek
Pozitivni
kontrolni vzorek

- 100 pl - - -

- - 100 pl - -

Cut-off kontrola - - - 100 ul -

Vzorek
(fedkny 1+100) i ) ) - 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 1 hodinu i teploté 37°C

Promyti 3 x 300 pl promyvaciho roztoku

Konjugat | - | 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 30 min p¥i pokojové teploté
Promyti 3 x 300 ul promyvaciho roztoku

Substrat TMB | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl
Inkubace 15 min p¥i pokojové teplot€ v temnu
Stoproztok | 100 ul | 100 pl | 100 pl | 100 pl] 100 pl

Méreni @i 450 nm (referegni vinova délka: 620 nm)

PARG0370CZ082006-DH
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