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Respiratory syncytial Virus IgM
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1. UvOD

Respir&n¢ syncycialni virus (RSV) je obaleny RNA virus, Kigrati do skupiny Paramyxoviridae. Infekce RS\Vigpbuje onemocemi
respir&niho traktu siznymi projevy.

Néakaza RSV u @i zagicinuje vaznou bronchiolitidu, zatimco u délh se projevuje jen jako lehka infekce horniclstagychacich.
Vazné komplikace mohotasto nastat u rizikovych skupin jako jsou nedonb&eworozenci, kojenci, serfionebo pacienti s chronickym
onemocgnim respiraniho traktu.

RSV napada epitelialni liky hornich cest dychacich atgmbuje jejich nekr6zu spojenou se splyvanim sousbdwrek. To pak niize ve
spojeni se zatlivym exsudatem a ucpanim bronchioligpbit vazné respitai problémy. Pokud navic infekce sestoupi i do bbircest
dychacich, je mozny vznik edému a alveolarni kolaps

Virus je rozSfeny po celém si¢ a je vysoce nakazlivy. &Sina dti je infikovana jiz hem prvni zimy po narozeni. 25 — 40 % z nich ma
priznaky bronchiolitidy nebo pneumonie a v 0,5 — Di¥padi je dokonce nutna hospitalizace. EtSiny dsti Ize serologicky zaregistrovat
ptitomnost protilatek proti RSV do 3 letku. RSV zfiisobuje opakované infekce viipghu celého Zivota spojené Eqnaky nachlazeni.

Druh Onemoceni Symptomy Zjisob genosu

Respir&ne Ryma, bronchiolitida nebo Ucpany nos, kaSel, pharyngitida, pocit | Virus se penasi kapénkay pop:.
syncycialni virus | pneumonie, krup zuzeni v krku, cyan6za, hypoxie ptimym kontaktem s infikovanou osobou
(RSV) Méng tonsilitida, pharyngitida nebo kontaminovanymi povrchy.

Piftomnost viru resp. infekce Ize identifikovat porhoetod:
. Mikroskopicky: IF
= Serologicky: Detekce protilatek pomoci ELISA

2. POUZITI

Souprava firmy NovaTec Respiratory syncytial Vitgh ELISA je ugena ke kvalitativnimu fikazu IgM tidy protilatek proti respiang
syncycialnimu viru (RSV) v humannim séru nebo pkataitrat).

3. PRINCIP TESTU

Dikaz IgM protilatek proti respit@é syncycialnimu viru je zalozen na principu ELISAn@me-linked Immunosorbent Assay)&i8t
jamek strigi mikrotitradni desttky jsou potazeny antigeny resping syncycialniho viru, které na sebe navazuji odpajidd protilatky ze
vzorku pacienta. Po promyti jamek, kterym se odstrenavazany material vzdrkse do jamekifida konjugat protilatky proti lidskému
IgM s kienovou peroxidazou (HRP), ktery se vaze na zacléyspacifické protilatky proti respifas syncycialnimu viru. Takto vytieny
imunokomplex je zviditelén piidanim substratu tetramethylbenzidinu (TMB) za kanmodrého zabarveni. Intenzita zabarveniijenp
umérnd mnoZzstvi IgM protilatek proti respé@ syncycialnimu viru fitomnych ve vzorku pacientova séra. Reakce seviast&nou pH,
pridanim kyseliny sirové. Intenzita kafmeho Zlutého zabarveni se&ifmpomoci ELISA readeruipvinové délce 450 nm.

4. MATERIALY

4 1. Reagenty dodavané v sougrav
Mikrotitra &ni destitka, 12 lomitelnych strifi po 8 jamkach potazenych antigeny respigasyncycialniho viru; vakuavzabaleno
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 uzaer.
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 kraki protilatky proti lidskému IgM zngné Kenovou peroxidazou, barvgervena,
piipraveno k okamzitému pouzitierny uzéavr.

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

L] Pozitivni kontrola Respiratory syncytial Virus IgM ***: 1 lahvicka, 2 ml pozitivniho séra, barva Zlut&ippaveno k okamzitému
pouZziti,éerveny uzawr.

= Cut-off kontrola Respiratory syncytial Virus IgM ** *: 1 lahvicka o objemu 3 ml, barva Zluté&ipraveno k okamzitému pouziti,
zelenyuzawr

L] Negativni kontrola Respiratory syncytial Virus IgM ***: 1 lahvicka, 2 ml negativniho séra, barva ZlutApmaveno k okamzitému
pouZziti,modry uzawr.

* obsahuje 0.01 % Kathonu — ptedni
ki obsahuje 0.2 % Bronidoxu L
Fokk obsahuje 0.1 % Kathonu

1 rdmeek mikrotitratni destéky
2 kryci folie
1 protokol testu

4.2. Material dodavany v soupkav
= 1 schéma rozlozeni a identifikace vzbrka destice
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4.3. DalSi patebné materialy a #&zeni

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 mikrotitréni destéky

Stény jamek mikrotitrénich strifi jsou potaZeny antigeny resping syncycialniho viru. Jsoufipraveny k okamzitému pouziti. Skladujte
pii teplo& 2-8°C. Stripy jsou vakuavzabaleny.lhned po otekeni s@ku musi byt nepouzité stripy dpvzduchaotsré uzaveny do
aluminiového obalu s vysouSecim predkem dodavanym v soup#ava musi byt skladovanyripteplo# 2—8°C. Jsou stabilni az do
exspirace.

6.2. Konjugat anti-IigM

Lahvicka obsahuje 20 ml protilatky proti lidskému IgM Zemé Kenovou peroxidazou, pufru, stabilizatprkonzervant 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 teplote 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 byadtvany pi teplo& 2—8°C.Po prvnim otekeni je obsah stabilni az do exspirace pokud
je uloZen pi teplot 2-8°C.

6.4. IgMtedici roztok vzork

Lahvicka obsahuje 100 ml roztoku fosfatového pufru, $igioni, konzervant a inertniho zlutého barviva. Pouziva se fadéni 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 teplote 2-8°C.

6.5. Promyvaci roztok (20x koncentr.)

Lahvicka obsahuje 50 ml koncentrovaného roztoku pufrterdent: a konzervarit. Rozed’te v pongru 1:20; napp 10 ml promyvaciho
roztoku + 190 ml deionizované vody. idany roztok je stabilni 5 dniiplaboratorni teplat Krystaly v roztoku zmizi po z&i 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 plot 2—
8°C. Chrdite pred swtlem. 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 0.2M kyseliny sirové (R 36/3&63 Ripraveno k okamzitému pouziti. Skladujt# plot 2—8°C.Po prvnim
oteveni je obsah stabilni do doby exspirace.

7. ODBER A PRIPRAVA VZORK U

Souprava je wena pro vySéeni lidského krevniho séra nebo plazmy (citratoyalRékud bude test proveden do Sigio odiEru vzorki,
mohou byt vzorky skladovanytipteplott 2—8°C, jinak museji byt rozpipetované alikvoty zameny na —20 az -70°C. Pokud jsou vzorky
skladovany v hluboce zmrazeném staviedppouzitim je nutno je rozmrazit a debpromichatNezmrazujete a nerozmrazujte vzorky
opakovad.

7.1.Reckni vzork

Pred provedenim testu musite vSechny vzorksdiedit v pongru 1:101fedicim 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 sougrgsou
pripraveny k okamzitému pouziti a nesmi se dzdé.

8. POSTUP PROVEDENI TESTU

8.1. Riprava testu

Drive nez zaéneteprovadit rozbor, gestste si pelivé protokol testu. Spolehlivost vysletiizavisi na pesném dodrzeni popsaného postupu
NiZe uvedeny postup plati pro manualni provedestiitéBudete-li jej provad na automatu, dopotujeme zvySit pdet promyvacich krak

ze ¥ na @t a promyvat 300-350 pl promyvaciho roztoku. Nednete s praci, stanovte si plan rozlozeni a idéati® vSech vzorka
kontrol na mikrotitréni destéce na pisluSném formuld dodavaném v souprévVyberte pozadovany pet mikrotitrachich jamelka viozte

je do rameku.
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Je velmi dilezité, aby ped z&atkem testu byly vSechny reagenty vytemperovanglnaratorni teplotu!
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.

8.2. Pracovni postup
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. Inkubujte 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 kgra vyjimkou jamky Al utené praBLANK Fikryjte 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 vSjechek.
Inkubujte 15 minut p ¥ pokojové teplo#, v temnu.
10. Pipetujte 100 pl Stop roztoku do vSech jamektemém piadi, a stejnou rychlosti jakou jste aplikovali sudits
Modré zabarveni jamek senmi 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 Igiddicim roztokem vzaikze soupravy. V tomtaipacd® 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

8.3. M&feni
Vynulujte ELISA reader pomo@LANKu {amka A1) Pokud reader nelze z technickyalivddi vynulovat odététe hodnotuBLANKu od
vSech nardirenych hodnot v ostatnich jamkach. Obdrzfespé hodnoty!

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

Doporuwiujeme provést éfeni i pii duéini hustat 620 nm.
Tam, kde je to nutné, vypitejte priamérné hodnoty absorbanceu v3ech duplikét

9. VYSLEDKY

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

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

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

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

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

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

Priklad: Nan#ena hodnota absorbance 1. cut-off kontroly 0.44a#¥iena hodnota absorbance 2. cut-off kontroly 0.42 =
0.86/2 = 0.43= Cut-off koeficient

9.3. Interpretace vysledk
Vzorky Ize povaZzovat zZROZITIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% vy$Shoehotacut-off

Vzorky jejichz hodnota absorbance je v pAsmu 108&bmeo pod hodnotowtoff nelze povazovat za jednozna pozitivni nebo negativni
-> Seda z6naU téchto vzorki dopordujeme opakovat test za 2 az 4 tydnjessté odebranymi vzorky. Pokud i vysledky druhého testu
budou opt v Sedé zd je tyto vzorky mozno povazovat REGATIVNI .

Vzorky Ize povazovat ZAEGATIVNI pokud je hodnota jejich absorbance o 10% niz$hoehota 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 = 42 NTU (NovaTec Units) Cut-pff 10 NTU
0.43 Sed4 z6na: 9-11 NTU

Negativni: <9 NTU

Pozitivni: >11 NTU

10. SPECIFICKE CHARAKTERISTIKY TESTU

10.1. Resnost

Interassay pocet pramér CV (%)
Poz. sérum 12 1.28 5.2
Intraassay pocet pramér CV (%)
Poz. sérum 24 0.88 4.9

10.2. Diagnostickafesnost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze negativni vysledkypsenci specifického analytuteBnost tohoto testu je > 90 %.

10.3. Diagnosticka citlivost
Pravdpodobnost, Ze test vykaze pozitivni vysledky Bigomnosti specifického analytu. Citlivost tohotstteje > 90 %.

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

11. LIMITY POSTUPU

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

12. BEZPECNOSTNI OPATRENI A UPOZORNENI

= V souladu glankem 1 paragrafu 2b Evropské direktivy 98/79/ECvyrobce povinen zajistit vhodnost, funlost a bezpmost
produktu. Proto postup testu, informace, upoaoira varovani v navodu pro pouziti musi byt stékdlodrzovany. Pouziti testovaci

soupravy na analyzatoru a podobnychizemich musi byt validovano. Jakékoliv&m ve vzhledu, sloZeni a postupu testu, a také

pouziti v kombinaci s jinymi produkty neschvalengobcem neni autorizované; uzivatel sdm je zodgoy za takovéto zimy.
Vyrobce neni zodpa@dny za faleSné vysledky a nehody timtdiggbené. Vyrobce neni zodpgoWy za zadné vysledky ziskané
vizuélni analyzou pacientova vzorku.

L] Pouze pro diagnostické pouziti in-vitro.

. VSechny komponenty lidskéhadiyodu pouzité pro vyrobu reagériibhoto testu byly testovany ndigpmnosti_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 nidlo byt nakladano.

Nezangriujte reagenty a desKy z niznych vyrobnich Sarzi.

S reagenty této testovaci sady se nesmi pouzigaézéagenty od jinych vyrobc

Nepouzivejte reagenty po uplynuti doby jejich esepe uvedené na Stitku.

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

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

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

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

nedoslo k mikrobiélni 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 fiestavuje j kontaktu s pokozkou a sliznici téirzadné toxikologické riziko!

POZOR: Kyselina sirova drazdiioa pokozku. Rechovavejte z dosahustd Fi vniknuti do @i, dikladné promyjte vodou &
vyhledejte lékze.
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12.1. Likvidace odpadu

Zbytky chemikalii a preparéitse obect povazuji za nebez{ey odpad. Likvidace tohoto typu odpadu je regul@aarodnimi a mistnimi
zakony a néizenimi. 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

Katalogovégislo vyrobku: RSVMO0380 Respiratory syncytial \&rigM-ELISA (96 tesi)

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-1D.com
http://www.NovaTec-ID.com

Distributor: LABOSERYV s.r.o.
Hudcova 78b
612 00 BrnoCeska republika
T: 541243 113, F: 541 243 114
E: laboserv@Ilaboserv.dattp://www.laboserv.cz
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16. SCHEMA TESTU

SCHEMA TESTU

Respiratory syncytial Virus IgA-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 @ 450 nm (referegni vinova délka: 620 nm)

RSVA0380CZ082006-DH
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