CMV IgM

"Capture" ELISA test pro stanoveni protilatek IgM
proti Cytomegaloviru nebo-li CMV IgM

- Pouze k diagnostickému pouzitin vitro -

96 tesfi Cod. CMVM.CE

A. UVOD

Cytomegalovirus neboli CMV je vSudkippmny lidsky
patogen, jehozZ infekce jergvlada mezi &mi a mladymi
dosglymi jedinci. Infekce CMV je zavaznym zdravotnim
problémem v ufitych skupindch paciefit jako jsou
novorozenci, pacienti po transplantaci orgati kostni
dierg a pacienti s AIDS. Ve&chto skupinach je CMV hlavni
pricinou chorobnosti a amrtnosti.

Detekce viro¥ specifickych 1gG a IgM protilatek ma velky
vyznam i diagnostice akutnich/primarnich virovych
infekci nebo reaktivaci iivéjSi infekce, pi absenci
typickych klinickych giznaki. Asymptomatické infekce
CMV zpravidla probihaji u zdankvzdravych jeding, v
pribéhu #hotenstvi a u mnoha chorob jako koinfek
agens.

V sowasnosti vyvinutd IgM capture ELISA pro CMV
poskytuje  klinikim  spolehlivy  diagnosticky  test,
neovlivrény revmatoidnim faktorem, pro monitorovani
rizikové populace.

B. PRINCIP TESTU

Jamky mikrotitr&ni destéky jsou potazeny monoklondalni
protilatkou proti IgM, ktera $ prvni inkubaci navaze
specificky tuto skupinu protilatek.

Po promyti ostatnich slozek vzorku s&hém druhé
inkubace, pdanim komplexu z  purifikovanych
biotinylovanych  syntetickych CMV  antigén a
Streptavidinu zng&geného kenovou peroxidazou (HRP),
detekuji navazané protilatky anti-CMV IgM.

Enzym zachyceny na pevné fazijspbici na sis
substrat/chromogen, vytkidopticky signal, ktery je Gsmny
mnozstvi protilatek anti-CMV IgM ifitomnych ve vzorku a
mize byt detekovan ELSIA readerem.

C. PODMINKY TESTU A UPOZORN ENi

1. VSechna ¢inidla obsazend v soupravjsou utena
pouze pro "in vitro" diagnostiku.

2. Nepouzivejte soupravu aginidla po datu exspirace
uvedeném na ndlepkach. Nemichejte komponeizgych
souprav mezi sebou.

3. Mate-li dosadhnout spolehlivé vysledky pro klinické
interpretace, je nutné prowidrocesy pdiveé.

4. Pred za&atkem tedt ponecheijte vSechny reagencie stat g - Substrat (SOLN HO?2)

alespé 60 minut i pokojové teplat.

5. Zabraite vzajemné kontaminaci reagencii.
Doporitujeme  pouzivat  automatické  pipety s
jednorazovymi Sgkami. Hi pipetovani se nedotykejte
hroty Spéek s&n jamek na mikrodesite.

6. K promyvani pouzivejte pouze promyvaci roztok, kter
je sowésti soupravy, a phvé dodrzujte pokyny uvedené

v kapitole ~ ,POKYNY K PROMYVANI*  tohoto
piibalového letaku.

7. Dbejte na to, aby s¥8 substrat/chromogen rigfa do
styku s oxidanimi ¢inidly nebo kovovymi povrchy; i
inkubaci a pipraw cinidel se vyvarujte vystaveni
prudkému sstlu.

Pti pfipraw smBsi substrat/chromogen pro analyzu
pouzivejte pouze sterilni neb#isté plastové nadoby na
jedno pouziti.

8. Se vzorky a materidly zachazejte jako s idfekni,
mohou pendasSet infekci.

Se vSemi pednety, které gijdou do gimého styku se
vzorky a se zbytky po rozboru, jéeba zachazet jako
s potenciald infekénimi a jako takové je tyto rpdméty
potceba i likvidovat. NejlepSim Zobem deaktivace
infekce je sterilizace v autoklavuiip121°C po dobu
30 minut nebo sterilizace chlornanem sodnyiinkpneiné
koncentraci 2,5 % po dobu 24 hodin. Tuto druhouochet
lze pouzit klikvidaci tekutého odpadu poté, co byl
zneutralizovan hydroxidem sodnym (NaOH).

9. Vyhnéte se kontaktu reagencii s pokozkou a sliznicemi.
Vzdy pouzivejte bezpudrové rukavice, ochranné bgjle
laboratorni pla§ dle bezpénostnich pedpisi.

D. OBSAH SOUPRAVY

a — Stripova mikrotitra éni destika 1ks
Dvanact 8-jamkovych strip potazenych monoklonalni
protilatkou proti IgM CMV. Destika je zatavena v &kéu
svysouSedlem. #d pouzitim destku ponechte i
pokojové teplat, abyste zabranili kondenzaci vlhkosti
v s&ku.

b — Enzymaticky konjugat 1 lahvitka 0 objemu 0,8 ml
Streptavidinovy roztok, zrany HRP, 20x koncentrovany.
Obsahuje proteinovy pufr, 0,2 mg/ml gentamycin &uwifa
0,1% Kathon GC jako konzersai latky.

¢ - Redici roztok pro konjugét /antigen 1 lahvika o 16 ml
Proteinovy pufr pro fipravu komplexu antigen/konjugat.
Obsahuje 0,2 mg/ml gentamycin sulfatu a 0,1% KaiB@n
jako konzervani latky.

d - Lyofilyzovany CMV antigen 6 zatavenych ampulek
Ampulky obsahuji liofilyzovany biotinylovany synteky
CMV antigen v proteinovém pufrikedi se 1,9 mfedicim
roztokem pro konjugat/antigen.

e — Promyvaci roztok 1 lahvitka o objemu 60 ml

20x koncentrovany roztok fosfatového pufitedi se na
objem 1200 ml  deionizovanou vodou. Obsahuje
konzervé&ni piisady Tween 20 a Kathon GC.

Naredsny roztok je pi pokojové teplat stabilni po dobu 1
tydne.

f — Chromogen (SOLN TMB) 1 lahvika o objemu 8 ml
Roztok obsahuje tetramethylbenzidin (TMB) s aktivgta
stabilizatory, rozpushé ve fosfat/citratovém pufru.
Upozornéni: Chraite pred s¥tlem.

1 lahvitka o objemu 8 ml
Roztok obsahuje stabilizovany peroxid vodiku rozfmg
ve fosfat/citratovém pufru.

h — Roztokna zastaveni reakce lahvicka o objemu 15 ml
Obsahuje 0,3M roztok kyseliny sirové.

Upozornéni: Drazdidlo! (Xi. R36/38 S2,26,30)

i - Negativny kontrola 1 lahvicka o objemu 2ml
Lidské sérum nereaktivni na IgM CMV, Kimému uziti.
Obsahuje 0,2 mg/ml gentamycin sulfatu a 0,1% Kalton
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GC jako konzerveni pfisady. Negativni kontrola je
ozna&ena s¥tle Zlutou barvou.

| - Pozitivni kontrola 1 lahvitka o objemu 2ml
Lidské sérum reaktivni na CMV IgM, kijmému uziti.
Obsahuje 0,2 mg/ml gentamycin sulfatu a 0,1% KaiB@n
jako konzervani prisady. Pozitivni kontrola je ozéana
zeleno modrou barvou.

m — Redici roztok na vzorky (DILSPE)2 lahv. o objemu 60ml
Proteinovy roztok Kedéni vzorki. Obsahuje detergent,
proteinové stabilizatory, 0,1% azid sodny a 0,1%hka
GC jako konzervéni latky.

| — Plastova félie 2ks
Prihledné plastové félie tené pro zakryti mikrotitiaich
desttek g inkubaci gi +37°C.

V piipadt  potreby  odstréate  zneiStujici  castice
odstedsnim @i 2000 g x 20 min P pokojové teplot nebo
filtraci pres filtr 0,22um.

Vysoce lipemické, ikterické nebo hemolyzované vyal
se nemly pouzivat, nebb mohou vést kfaleSnym
vysledikim.

H. PRIPRAVA REAGENCI

a — Promyvaci roztok: Koncentrovany roztok je zagebi
pied pouzitim 20x iedit deionizovanou vodou.

b - Antigen/Konjugat komplex: Tésre pied pipetovanim
vzorki,, rozedte obsah zatavené ampulky 1,9 ml roztoku
pro fedni konjugat/antigenu. iRlejte 0,1 ml
koncentrovaného konjugatu a promichejte j&émna

otestovany jako negativni nafifpmnost protilatek proti
HBsAg, HCV Ab a HIV Ab testovacimi
schvélenymi institutem FDA

E. SKLADOVANI A STABILITA

1. Soupravu jeitba skladovatip 2-8°C a pouzit fed
datem exspirace uvedenym na obalu soupravy.

2. Nepouzité stripy je poéeba vratit do s&ku

s vysouSedlem, pe¥nzalepit lepici paskou a znovu goporgujeme

ulozit pri teplo€ 2-8°C. Po otefeni séku jsou zbylé

sadami

¢ - Chromogen/Substrat: Asi 5 minut ged pouzitim
pripravte tuto reagencii v plastové nadoia jedno pouziti.
Podle poteby smichejte 1 dil objemu Chromogenu s

jednim dilem objemu Substratutiftavte pouze mnoZzstvi

nutné k testu.

I. POKYNY K PROMYVANI

Spravny postup promyvani je nezbytnynegpokladem
spravnosti a fesnosti ziskanych analytickych GiélaProto
pouzivat kvalitni promyvhu

_mikrotitratnich destiek ELISA udrZovanou v perfektnim

stripy pouzitelné, dokud se vysouSedlo nezbarviproyoznim stavu.

rizow.
3. Narfedtny promyvaci roztok je stabilni 1 tydedi [2-
8°C.

Obecrk ktomu, aby se zabranilo fal&Snpozitivhim
reakcim, st&i 4-5 automatickych promyvacich cykipo
300 pl/jamku.

pokojové teplat. Nevystavuijte ji sitlu.
5. Naredny konjugat je stabilni 1 tyderti2-8°C pokud
je skladovan ve sterilni naddha jedno pouziti.

systém pimo na soupray aby se dosahlo zadouciho
analytického vysledku.

V pfipacd ruéniho promyvani dopotwjeme provést

6. VSechny ostatni kapalné reagencie jsou ,stgbifhi P 5cykli, bshem kterych bude do kazdé jamky S5krat
2-8°C do exspirace, pokud se s nimi zachazi tay, ab ysgiknuto a naslednodsato vzdy po 300 pl tekutiny.

nedoslo k jejich kontaminaci.

F. NEDODAVANE MATERIALY

1. Mikropipety po 10, 100 a 1000 pl.

2. Vortex a savé papiry.

3. Deionizovana voda.

4. Stopky.

5. ELISA reader s alespo20D s filtry o optické hustét
450nm a 620-630 nm.

V kazdém pipact musi byt tekutina odséata ze sfrip
zlikvidovana jako odpad teprve poté, co byla fee
roztokem chlornanu o koteé koncentraci 2,5% po dobu
24 hodin.

L. PRACOVNI POSTUP

Diilezité poznamky:

Nejmére 1 hodinu ped pouzitim nechte vytemperovat
vSechny sotasti soupravy na pokojovou teplotu atlpss
promichejte tekuté reagencie na vortexu. Nemichejte

manualni z&izeni schopné davkovat 300 pl a odsavat. reagencie ziiznych vyrobnich 3arzi.

6. Inkubator nastaveny na +37°C.
7. Automatickd  promywéka mikrodestiek nebo
G. VZORKY

K testu Ize pouziterstvé sérum, nebo plazmu.

Pokud se vzorky nepouziji okamgitlze je skladovat i
teplo€ 2-8°C po dobu 1 tydne.

V pripact delSiho skladovani vzorky zmrazte na -30°C.
Vzorky séra nebo plazmy by dy byt ¢iré a nesmi byt
kontaminované zadnymi mikroorganismy.

Kalibraéni roztoky doportujeme davkovat v duplikatu.
Doby aplikace a inkubace byéhy byt pro vSechny jamky
stejné. Vyhite se delSim igstavkdm mezi jednotlivymi
kroky testu.

Predchazejte kontaminaci promyvacim roztokem tim, ze
stripy @i ruénim promyvani opatgnoklepnete na podlozku
ze savého papiru.

Barva vyvolana p posledni inkubaci je stabilni maximéin

1 hodinu ve tm. Odeet mikrodestiek dopordujeme

Vzorky nezmrazujte a nerozmrazujte vice neZ jednou,Provést i vinové délce 450 nmeteci filtr); a blankovat fi

mohlo by dojit ke zriieni IgM.

vinové délce 620-630 nm. Jamku Al ponechejte pr@zdn
jako BLANK.
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1 - Predred’te vzorkyiedicim roztokem na vzorky v p&nu
1:101 (10 pl vzorku + 1000 ji¢didla).

Kontroly need’te, ty jsou ngecéné predem a fipravené

k pifimému pouziti.

Kontroly a vzorky doporéujeme aplikovat do jamek podle
nasledujici tabulky:

Al Prazdné jamky ke srovnavani
B1+ Cl1 100 pl Negativni kontroly
D1+E1 100 pul Pozitivni kontroly
F1...H12 100 ul vzonk

Zakryjte mikrodestiku félii a inkubujte po dob®0 minut
p¥i teploté +37°C.

2 — Sejngte folii a promyjte mikrodestku podle pokyf k
promyvani (kap.l).

3 — Hidejte do vSech jamek kramAl po 100 pl komlexu
Antigen/konjugat, fipraveného podle postupu, viz vySe.
Inkubujte destiku zakrytou félii po dobuw0 minut pFi
teploté +37°C.

4 — Sejngte folii a promyjte mikrodestku podle pokyid k
promyvani (kap. I).

5 — Hidejte do vSech jamekc¢etre Al po 100 pl srgsi
chromogen/substrat. Inkubujte mikrodésti po dobu20
minut p¥i pokojové teplot, chrarnou gred s¥tlem.

6 — Zastavte enzymatickou reakdiganim 100 pl roztoku
na zastaveni reakce do vSech jamadtre Al.

Zmgeite desitku ELISA readrem $ 450 nm a 620-630 nm,
jamku Al pouZzijte jako BLANK.

M. PLATNOST TESTU

Test je povazovan za platny, pokud:

1. Hodnota OD450nm jamky Al (BLANKU) je < 0,100.

2. Po odéteni blanku je pmmeérna hodnota OD450nm
negativni kontroly (NC) < 0,200.

3. Praimérna hodnota OD450nm pozitivni kontroly (PC)
je > 0,800.

Dilezithd pozndmkaNebudou-li zji&né hodnoty odpovidat
temto kritériim, ged opakovanim testu ¢liv¢ zkontrolujte
dobu exspirace na souprdv funk’nost nastroj
pouzivanych § testu a postup pipetovani reagéna
vzorki do jamek.

N. VYPOCET VYSLEDK U

Kvalitativni stanoveni
Pokud je test platny, vypéiejte hodnotu cut-off podle
nasledujiciho vzorce:

NC + 0,250 = cut-off

Vzorky s hodnotou OD450nm niz§i nez cut-off jsou
povaZovany za negativni na CMV IgM.

Vzorky s hodnotou OD450nm mezi cut-off + 20% jsou
povazovany za Sedou zénu.

Vzorky s hodnotou OD450nm vySSi nez horni hranexs
zény jsou povaZovany za pozitivni na CMV IgM.

Diilezité poznamky:

1. P/ monitorovani ¢hotenstvi na CMV - primarni
infekci, by rdl byt kazdy pozitivni IgM vysledek
konfirmovan testovanim pacienta na dalSiiszigM,
absenci 1gG, testovanim vzorku konfigmén testem
doporwenym v bod P. a provedenim confirrdaiho
testu IgM (souprava k dispozici na vyzadani).

2. V piipadt, Ze ma pacient jftomny IgG i igM
protilatky, doporduje se provézt test avidity IgG
protilatek (souprava k dispozici na vyZadani).
Samostatna fitomnost IgM protilatek neni markrem
probihajici infekce.

3. | kdyZ je "capture" metoda specifijSi nez sednvova,
mohou se v 1-2%7fpadi vyskytnout fale@hpozitivni
vysledky.

Priklad vypoétu

Pramérna hodnota OD450 negativni kontroly 0,050
Pramérna hodnota OD450 pozitivni kontroly 1,200
Cut-off = NC + 0,250 = 0,300
Seda zoéna = 0,300 + 20% = 0,360

Vzoreké. 1 0OD450nm = 0,080 negativni
Vzoreké.2 OD450nm = 1,200 pozitivni

O. PARAMETRY TESTU

SENZITIVITA : Senzitivita testu byla stanovena
na panelu serokonverznich a pozitivnich viork
porovnanim se soupravou schvalenou FDA. Test vykazu
senzitivitu > 98%..

SPECIFITA: Specifita testu byla stanovena
na panelu negativnich vzdrk vySetenych soupravou
schvédlenou FDA. Test vykazuje specifitu > 98
pro plazmu i sérum.

%

REPRODUKOVATELNOST : Reprodukovatelnost
byla stanovena na zakkadegativnich a pozitivnich kontrol
testovanych opakové&n v rizné dny. Byly obdrzeny
kontrolni hodnoty mezi 4-12%.

P. KONFIRMA CNi TEST

VSechny IgM pozitivni vzorky by #ly byt konfirmovany

diive nez je diagn6za &@na pacientovéi jsou provedeny

dalSi testy. Pro konfirmaci postupujte nasledovn

1. Pozitivni vzorek je n@dn v pongru 1:101 a
napipetovan podruhé, jak je vySe popsano, spolu s
negativni kontrolou v duplikatu.

2. Koncentrovany enzymaticky konjugéat je fedn v
poméru  1:20 fedicim roztokem na komplex
Antigen/konjugat. Pro tuto proceduru nepouzivejte
Zadnou zatavenou ampulku!

3. Naredny konjugat je poté davkovan na d&sti jak je

popsano vysSe. Pak postupujte nadale jak je vySe

popsano.

Pokud vyjde hodnota OD450 pozitivniho vzorku nizsi

nez cut-off, pozitivita vzorku je virav specificka a

proto je pozitivita na IgM CMV potvrzena.

E
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Pokud vyjde hodnota OD450 pozitivniho vzorku vyssi
nez cut-off i @i absenci lyofilyzovaného CMV,
reaktivita vzorku je viro¥ nespecifickd a proto neni
pozitivita vzorku na IgM CMV potvrzena.
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