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Varizella-Zoster Virus

IgG — ELISA

ELISA test pro kvalitativni stanoveni obsahu Ig@tpatek
proti viru Varizella-Zoster v lidském krevnim sérabo plasr
Pouze pro diagnostické pouditivitro.
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1. UvOD

Varizella-Zoster Virus (HHV-3) p#tdo podeledi Herpesviridae a #fi v paiméru asi 145 nm. Sklada se z dvouvldknové DNA, abjdapen dvacetishnou
proteinovou vijSi skddpkou a obalem, ktery obsahuje jak hostitelskikiputak komponenty viru. Tento virus se obvyklemasi respitamimi sekrety.
Zpasobuje celosttové rozSfend onemoami zndma jako plané neStovice a pasovy opar. Riag®@vice jsou iedevsim dtské akutni onemoeni, které se
objevuje po prvnim kontaktu s timto virem, zatinpsovy opar je odpédi ¢asténé imunniho hostitele na reaktivaci viru varizelldgjtpmného vile

v latentni fornd. Plané neStovice jsou endemick&sinou zasahujidi ve wku mezi 2 a 6 lety. Rbéh nemoci je obvykle mirny a komplikace se vyskytuji
pouze u €ti s oslabenou imunitou. Vzacné smrteltigppdy vykazuji nekrotické léze na mozku, pliciclafzella pneumonia), ledvinach (nefritida), sl€zin
kostni deni a pleZitostré v travicim traktu. Umrtnost na plané neStovicanigsi nez 0,1 %. P vzacnych pipadech infekce dosjych je pribch nemoci
vazrejsi a Ize gekavat komplikace asi v 5 % vSechpadi. Pasovy opar se vykytujéidka, se zvySujicim seskem se objevujéastji a pribéh choroby je
vazrejSi. Proces obvykletstava omezeny na jedno misto, &Smu roz&eni dochazi pouzetiposlabené imunit Smrtelné fipady jsou velmi vzacné a
témet vzdy zpisobené gakou dalSi doprovodnou chorobou.

Druh Onemocgni Symptomy Mechanismus infekce

Varizella-Zoster Plané neStovice | Puchykova vyrdzka naii a sliznicich, | Pfenos kapénkovou infekci. Viry se nejprve

Virus Pasovy opar spalntkova vyrazka. Pasovy opar se mnoZzi na sliznici hornich cest dychacich a pak
obecr¥ projevuje ¥tSimi zarsty a se Sii hematogenni cestou.
destruktivnimi zninami. (tj. nekrézy, Inkubani doba: Plané nestovice 14 - 17 dn|,
krvacenf) pasovy opar asi 7 — 18 dni

Piitomnost VZV Ize zjistit nasledujicimi metodami:
. Mikroskopicky: barveni Giemsa, elektronovym mikropkem, IF
. Sérologicky: Detekci tvorby protilatek metodou EAIS

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Imundoagnostica Varizell&t&o IgG-ELISA je navrZzena pro kvalitativni stanoivigG protilatek proti viru Varizella-Zoster
(VZV) ptitomnych v lidském krevnim séru nebo pl&d(eitrat).

3. PRINCIP TESTU

Stanoveni IgG protilatek proti VZV je zaloZzen nanpipu ELISA. Stny jamek strifi mikrotitrani destéky jsou potazeny antigeny viru VZV, které na sebe
navazuji odpovidajici protilatky ze vzorku pacier®® promyti jamek, kterym se odstrani nenavazaatemal vzork, se do jamek ifida konjugéat anti-
lidského IgG zn&eny Kenovou peroxidazou (HRP). Tento konjugat se vazeaohycené specifické protilatky proti VZV. Taktgtworeny imunokomplex je
zviditelnén piidanim substratu tetrametylbenzidinu (TMB)za vznikodrého zabarveni. Intenzita zabarveniijenp Unernd mnozstvi IgG protilatek proti
VZV piitomnych ve vzorku pacientova séra. Reakce sevdastanou pH, gidanim kyseliny sirové. Tim se dojde ke kémému Zlutému zabarveni.
Intenzita zabarveni sedi pomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4.1. Reagenty dodavané v souprav

L] Mikrotitra &ni destitka, 12 lomitelnych strifi po 8 jamkach, potazenych antigeny Varizella-Zo@f&V) ; vakuow zabaleno v uzaviraci aluminiové
folii.

L] 1gG fedici roztok vzorki ***: 1 lahvic¢ka, 100 ml, slouzi preedini vzorki, pripraveno k okamzitému pouziti, pH A2,2, barvaluta, bily uzawr.

L] Stop roztok: 1 lahvitka, 15 ml kyseliny sirové ipraveno k okamzitému pouziti, 0,2 mobiérveny uzasr.

L] Promyvaci roztok (20x konc.)*: 1 lahvitka obsahujici 50 ml 20x koncentrovaného pufru (fH£70,2) uteného k promyvani jamek mikrotitiai
desttky, bily uzawr.

L] Konjugat anti-lgG VZV **: 1 lahvicka, 20 ml kraki anti-lidské 1gG zn&né HRP, barvéervena, fipraveno k okamZzitému pouzitierny uzavr.

L] Roztok TMB: 1 lahvitka, 15 mi3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidinu (TMB) fipraveno k okamzitému pouziti, Zluty uzav

L] Pozitivni kontrola Varizella-Zoster (VZV) I1gG ***: 1 lahvi¢ka o objemu 2 ml, barva Zlut&ipraveno k okamzitému pouZitierveny uzawr.

L] Cut-off kontrola Varizella-Zoster (VZV) IgG ***: 1 lahvi ¢ka o objemu 3 ml, barva Zluté&ipraveno k okamzitému pouzitigleny uzavr.

. Negativni kontrola Varizella-Zoster (VZV) IgG**: 1 lahvicka o objemu 2 ml, barva Zlutéipraveno k okamzitému pouzithodry uzavér.

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

4.2. DalSi materidl dodavany v souprad/

1 rameek mikrotitraini destéky

2 kryci félie

1 protokol testu

1 schéma rozlozeni a identifikace vzibrka destice

.
[

. DalSi potebné materialy a z#&izeni

ELISA reader s filtry 450 nm a 620 nm

Inkubator pro 37° C

Rwni nebo automatick& promytkea mikrotitratnich destiek

Pipety pro davkovani objeirod 10 do 1000 pl

Vortex

Deionizovana voda

Jednorazové zkumavky

Stopky
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5. STABILITA A SKLADOVANI

Reagenty jsouipteplott 2 - 8 °C stabilni az do doby exspirace uvedenéahepce.

6. PRIPRAVA REAGENT U

Pred zah4jenim testu je velmileiZité nechat vSechny reagenty, vzorky a kontxaoiky dosahnout pokojové teploty 29 °C)!

6.1. Stripy mikrotitra éni destitky

Steny jamek strij jsou potazeny antigeny VZV. Jsotigraveny k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2 — 8 °C. Stripy jsou vakuéwzabalenylhned po
oteveni saku musi byt nepouzité stripyddwzduchatsré uzaveny do aluminiového obalu s vysouSecim peatkem dodavanym v soup#aa musi byt
skladovany i teplot 2 — 8 °C. Jsou stabilni az do exspirace.

6.2. Konjugat anti-lgG

Lahvicka obsahuje 20 ml konjugéatu anti-lidského IgGenkvou peroxidazou, pufru, stabilizdtpkonzervant a inertnihoserveného barviva. Tento roztok
je pripraven k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2 — 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace pokud jeeniq# teplot 2 — 8 °C.

6.3. Kontrolni vzorky

Lahvicky ozn&ené jako Pozitivni, Cut-off a Negativni kontrolasehuji kontrolni roztokyifpravené k okamzitému pouziti. Roztoky obsahuj#®Kathon a
musi byt skladovanyipteplot 2 - 8 °C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulgZeteplot 2 — 8 °C.

6.4.Redici roztok vzorki

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $itationi, konzervant a inertniho Zlutého barviva. Pouziva seifedini vzorki odebranych
pacientovi. Tento roztok jeipraven k okamzitému pouziti a musi se skladovieplots 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 pufrterdentt a konzervarit RoZedte v pongru 1+19; g. 10 ml promyvaciho roztoku + 190 ml
Cerstvé pedestilované vody bez mikrbbNaredsny roztok je stabilni 5 dniiplaboratorni teplat Krystaly v roztoku zmizi po z&ii na teplotu 37°C ve vodni
14zni.

6.6. Roztok TMB Substratu

Lahvicka obsahuje 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidifiMB) a peroxidu vodiku. fipraveno k okamzitému pouziti. Skladujté# plot 2—-8°C. Chrate
pied sé¥tlem. Tento roztok by #h byt bezbarvy nebo lehce namodraly. Pokud tenbstsét zmodra, je mozné, ze byl kontaminovarelebsnbyt zlikvidovan.
Po prvnim otekeni je obsah stabilni do exspirace pokud je ulgzeteplot 2— 8 °C.

6.7. Stop roztok

Lahvicka obsahuje 15 ml 0,2 molarni kyseliny sirové (RB86S 26). Fpraveno k okamzitému pouziti. Skladujté feplot 2 — 8°C.Po prvnim otekeni je
obsah stabilni az do exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Jako vzorek rize byt pro vySéeni pouzito lidské krevni sérum nebo plazma (9itfbkud test provadite do 5 dni po &dbvzorki, mohou byt vzorky
skladovany {i teplot 2-8 °C, jinak museji byt zamrazeny (—70 az -20B®kud jsou vzorky skladovany v hluboce zmrazenivus ffed pouzitim je nutno
je rozmrazit a dafe promichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky opakévan

7.1.Redéni vzorki

Pro pouziti v testu se musi vSechny vzorkgdedit v pongru 1+100fedicim roztokem vzork Davkujte 10ul vzorku a 1 niiediciho roztoku do zkumavek,
aby jste ziskali 1+10@edini a obsah p#ivé promichejte na VortexuPozitivni a negativni kontrolni vzorky dodavanéoupsaw jsou pipraveny k
okamzitému pouziti a nesmirselit.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. Riprava testu

Drive nez zé&nete provadt rozbor, pectéte si pélive protokol testu. Spolehlivost vysletlizavisi na pesném dodrzeni popsaného pracovniho posilize
uvedeny postup plati pro manuélni provedeni t&idete-li jej provad na automatu, dopotujeme zvysit p&et promyvacich krakze ti na gt a promyvat
300-350 pl promyvaciho roztoku. NeZimate s praci, stanovte si plan rozlozeni a id&atif vzork véetns kontrolnich vzork na mikrotitr&ni destéce,
mizete vyuzit formuldodavany v soupravVyberte pozadovany pet stripi nebo jamek a vloZzte je do rashe.

Dodrzte nasledujici minimalni pet jamek:

1 jamka (nap Al) pro slepy test se substrat&mnANK
1 jamka (nap B1) pro negativni kontrolu
2 jamky (nap. C1+D1) pro cut-off kontrolu a
1 jamka (nap E1) pro pozitivni kontrolu.

Doporuiujeme v pipadé nutnosti provae test vzork pacienta duplicits.
Provadijte vSechny kroky v uvedenémipali a bez zbyteych grestavek mezi jednotlivymi kroky.

Pro davkovani kazdého jednotlivého vzorku je nytoozivatisté jednorazové Sghy.

1. Dle gedem pipraveného planu rozlozeni pipetujte 100 pl negatontroly, pozitivni kontroly aigdiedtnych vzorki do jamek destky. Jamku
Al ponechejte pr&8LANK

2. Jamky pkryjte kryci félif dodavanou jako s¢ést soupravy
Inkubujte 1 hodinu £ 5 minut p¥i teploté 37 + 1°C
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4. Po skoweni inkubace odstiite kryci folii, odsajte obsah jamek a promyjte j& 300 pl promyvaciho roztoku. Zalita preplnéni a geteteni
roztoku z jamek. Proplachovaci doba mezi kazdymlecykby nela byt delSi nez 5 sekund. Nakonec opatodstraite zbyvajici kapalinu
v jamkach oklepnutim mikrotitiai desttky na savy papir!
Poznamka: Promyvani je velmildzité! Nedostat#é promyti nize vést k negsnostem testu nebo k faleSnym hodnotam.

Pipetujte 100 pl konjugétu Varizella-Zoster (MZahti-IgG do vSech jamek s vyjimkou jamky Akemé praBLANK Frikryjte kryci f6lif.
Inkubujte 30 minut p¥i pokojové teplot. Chraite ped pimym slunénim sétlem.

Opakujte krok 4.

Pipetujte 100 pl roztoku TMB substratu do v§echek Zetns Al.

Inkubujte p fesré 15 minut pii pokojové teplo®, v temnu.

10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamek vméte pdadi a stejnou rychlosti, jakou jste aplikovali sudits
Modré zabarveni, které se objeviléhiem inkubace, se zmi na Zluté.
Poznamka: Vzorky od velmi pozitivnich pacienbhou vytvit tmavé srazeniny chromogenu! Tyto sraZeniny wiigjiha snimani optické hustoty.
U techto vzork doporuiujeme provést prvotredeni fyziologickym roztokem chloridu sodného,mhdpl. Déle postupujte stejjako u ostatnich
vzorki prededtnim 1: 10L%edicim roztokem vzatke soupravy. Dosazené hodnoty vigae v jednotkdch NTU v tomtéigad® musite nasobit
2X.

11. Zmeite absorbanci vzotkpii 450/620 nm do 30 minut pdigani Stoptinidla.

© O NGO

8.2. Méfeni

Vynulujte ELISA reader pomodLANKu (jamka Al). Pokud reader nelze z technickyékiodii vynulovat, odététe hodnotuBLANKu od vSech hodnot
nanttenych na ostatnich jamkach. Obdrzitesmé hodnoty!

Zméite absorbancivSech jamek i 450 nma zaznamenejte n&ené hodnoty absorbance vzibido identifikaniho planu rozlozeni jamek.

Doporuiujeme provést dudlnidieni pi husto# 620 nm.

Tam, kde je to nutné, vypitejte priamérné hodnoty absorbance

9. VYSLEDKY

9.1. Kritéria platnosti testu
Aby bylo mozno test povazovat za platny, musi pjt&a nasledujici kritéria:

L] Slepy test substratu Al: Hodnota absorbanec& i nez0,100.

L] Negativni kontrolni vzorek  B1: Hodnota absorbano&si nez 0,200.

. Cut-off konrola ClaD1: Hodnota absorbaneezi 0,250 a 0,900.

= Pozitivni kontrolni vzorek E1l: Hodnota absorbance rovna nebo vyssi nezat@@ut-off kontroly.

9.2. Vypcéet vysledki

Cut-off koeficient je ptmér hodnot absorbanci Cut-off kontroly.

Priklad: Hodnota absorbance Cut-off kontroly 0,39dhota absorbance Cut-off kontroly 0,37 = 0,76/2,38
Cut-off = 0,38

9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povazovat ZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy3$hoehotaCut-oft
Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pAsmu 1Ga%mrebo pod hodnotdCut-off nelze povazovat za jednozna pozitivni nebo negativni -5eda zéna.

U téchto vzorki doporiujeme opakovat test za 2 az 4 tydniesstw odebranymi vzorky. Pokud i vysledky druhého testidou ot v Sedé zo& je tyto
vzorky mozno povazovat 24EGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat ZNEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% niz$hoeehotaCut-off

9.3.1. Vysledky v jednotkach firmy NovaTec (NTU)
hodnota (piimérnd) absorbance vzorku pacienta x 10=[NovaTec-Units = NTU]

Cut-off

Priklad: 1,786 x 10 = 47 NTU (NovaTec Units)
0,38

Koeficient: 10 NTU

Seda zoéna: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Rresnost

Interassay pocet Pramér Cv (%)
Poz. sérum 24 1,296 4,9
Intraassay pocet Pramér Cv (%)
Poz. sérum 21 1,350 2,4

Novatec_VZVG0490-VZV IgG CZ 5 rev. 2007-03-JP



LABOSERYV s.r.0., Hudcova 78b, 612 00 Brno
10.2. Diagnosticka pesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkypsenci specifického analytuteBnost tohoto testu je >95 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky fitomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstteje >92,9 %.

10.4. Interference

Interference s hemolytickymi, lipemickymi nebo itieikymi séry nejsou sledovany do koncentrace 10whgemoglobinu, 5 mg/ml triglycerida 0,2 mg/ml
bilirubinu.

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

11. LIMITY TESTU

Namstené hodnoty absorbance mohou byt owivy opakovanym zmrazovanim a rozmrazovanim vzarbo bakterialni kontaminaci. Diagnéza irsfek
choroby by nerfla byt zaloZzena na vysledku jediného testu. Neldewit kiizovou reakci s HSV (Herpes simplex virus). Infek¢8V mize zpisobit
znané vysokou hladinu protilatek proti VZV v titru a naak. Resna diagndza by &la brat v Gvahu klinickou minulost pacienta, synmmpétologii a také
sérologicka data. U paciéns oslabenym imunitnim systémem a u novoroienaji sérologicka data pouze omezenou platnost.

12. BEZPECNOSTNI OPATREN| A UPOZORNENI

L] V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/E@shbyt s produkty prim vitro diagnostiku zachazeno podle dopmmi vyrobce,
aby byla zajidtna vhodnost, funini charakteristika a bezfrost produktu. Proto musi bytgsré dodrzovan pracovni postup, informace, upozofia
varovani v instrukcich pro pouziti. Pouziti soupvaanalyzatorech a podobnychrizanich musi byt validovano. Jakékolivémg ve vzhledu, sloZeni a
pracovnim postupu, stejjako pouZiti v kombinaci s jinymi produkty nescleréé vyrobcem, nejsou opréymé; uzivatel je sam zodp&iny za
takovéto zminy. Vyrobce neni zodp@dny za nespravné vysledky a incidentgchto divodi. Vyrobce neni zodp@dny za zadné vysledky visualni
analyzou pacientova vzorku.

L] Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

. VSechny komponenty lidskéhdyodu pouZité pro vyrobu reagértohoto testu byly otestovany n&tpmnosti_protilatek proti HIV, HCV a HbsAg a

byly shledany nereaktivnNicmérg, vSechny materialy by &y byt povazovany za potenci&imfekeni, a s jako takovymi by s nimidto byt

nakladano.

Nezangiujte reagenty a desky z riznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouzigaézéagenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esape uvedené na Stitku.

Pouzivejte pouz&sté Spéky, vicekanalové pipety a kvalitni laboratorniizani.

Nezangiiujte Sroubovaci ¢ka z lahvéek mezi sebou, zabréanite tirfidové kontaminaci.

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

Po prvnim otekeni a po nasledném skladovani zkontrolufedpdalSim pouzitim konjugat i lakéky s kontrolnimi vzorky, zda u nich nedoslo k

mikrobiélni kontaminaci.

. Abyste zabranili kizové kontaminaci a fale8zvySenym hodnotam vysledikpipetujte vzorky a reagencie vzdy na dno jamekpmkapani okoli.

POZOR Bronidox L v pouzité koncentraci fiegstavuje f kontaktu s pokozkou a sliznici téirzadné toxikologické riziko!
POZOR: Kyselina sirova drazddi@ pokozku. Fechovavejte z dosahutél Fri vniknuti do @i, dikladng promyjte vodou a vyhledejte |éiea

12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a vzork se obecé povazuji za nebezpey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@éarodnimi a mistnimi zakony aifzanimi.
Spojte se s mistnimiiéidy nebo se firmami zabyvajicimi se likvidaci ngt@rého a toxického odpadu, které vam poradi jak reé&fento nebezgmym
odpadem nalozit.
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14. INFORMACE PRO OBJEDNAVKU

kat.¢.:  VZVG0490 Varizella-Zoster Virus (VZV) IgG-ELKS (96 test)
15. KONTAKTY

Vyrobce: NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark
Waldstr. 23 A6D-63128 Dietzenbach, Germany
T: +49 6074-48760, F: +49 6074-487629, E: info@&lec-ID.com
http: www.NovaTec-ID.com

Distributor:  LABOSERV s.r.0.
Hudcova 78b
612 00 BrnoCeska republika
T: 541 243 113, F: 541 243 114, E:laboserv@laloserhttp://www.laboserv.cz
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16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Varizella-Zoster Virus (VZV) 1gG-ELISA

Priprava testu

Pripravte reagenty a vzorky tak, jak je popsano.
Stanovte plan rozdeni a identifikace vSech vzarka kontrol.
Umisgte potebny péet jamek do ramgu mikrotitratni destéky.

Postup testu

Slepy test Negativni Pozitivni Cut-off Vzorek
Substratu kontrola kontrola kontrola | (fedeny 1+100)
(nap. Al)
Negativni
kontrolni vzorek ) 100 pl i i )
Pozitivni
kontrolni vzorek ) ) 100 pl i )
Cut-off kontrola - - - 100 pl -
Vzorek
(fedkny 1+100) i 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 pl 100 ul | 100 pl | 100 pl
Prikryti kryci folii dodavanou v souprav
Inkubace 30 min pfi pokojové teplot
Promyti 3 x 300 pl 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)
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