INFEKCNI SEROLOGIE - VIROLOGIE - CYTOMEGALOVIRUS

Cytomegalovirus

Imunoenzymatické soupravy
k diagnhostice cytomegalovirové
infekce

ELISA, IMUNOBLOT a MICROBLOT-ARRAY soupravy jsou urceny ke stanoveni
specifickych protilatek tfidy IgA, 1gG a IgM v lidském séru, plazmé
nebo mozkomisnim moku
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Uvod

Lidsky cytomegalovirus (CMV, Human Herpesvirus
5, HHV 5) nélezi do skupiny herpesvird. K primarni
infekci lidskym CMV dochéazi nej¢astéji v détstvi Ci
adolescenci, a to rdznymi zplsoby prenosu (respirac-
ni, urogenitalni). Klinicky prlbéh je obvykle asympto-
maticky ¢i mirny (zvySena teplota, Unava, symptomy
mononukledzy). Po primarni infekci CMV vstupuje
virus do latentni faze a nasledna reaktivace (sekun-
darni infekce) nastupuje v zavislosti na zménach ve
vztazich mezi hostitelem a virem (téhotenstvi, vazné
onemocneéni, stres, imunosupresivni lécba). K rein-
fekci mUze dojit jinym kmenem CMV. Zavazné riziko
predstavuje primarni infekce CMV v prabéhu tého-
tenstvi. U imunokompromitovanych lidi (AIDS, trans-
plantovani apod.) se vétsinou vyviji symptomatické
onemocnéni s postizenim rdznych organd, nezfidka
s fatainimi d@sledky.

Diagnostika onemocnéni

Diagnostika onemocnéni je zalozena na klinickém obra-
zu a laboratornich testech.

Ptilaboratorni diagnostice CMV jsou nej¢astéji vyuziva-
ny sérologické metody stanoveni specifickych protila-
tek tridy IgA, 1gM, 1gG a jejich avidity metodou ELISA.

Protilatkova odpovéd’

Primoinfekce

Diagnosticky vyznam specifickych protilatek

IgA: Protilatky tridy IgA jsou ukazatelem aktivni infek-
ce, tj. primoinfekce a reaktivace. Pri reaktivaci dochazi
k produkci protilatek tfid IgA, kterd mize, ale Casto neni
provazena nalezem specifickych IgM. Protilatky tfidy
IgA tak maji velky vyznam pro potvrzeni reaktivace CMV
pri sou¢asném vyskytu IgG protilatek.

lgM: Hladina IgM protilatek se obvykle zvySuje nékolik
tydnl po infekci a posléze pomalu klesa béhem 4 aZz 6
meésict. U imunodeficientnich pacientd se mohou vy-
skytovat v nizkych hladinach az dva roky po infekci. Sa-
motnym prikazem IgM protilatek nelze rozlisit priméarni
a sekundarni infekci, protoze reaktivace muze také in-
dukovat jejich syntézu.

IgG: Specifické IgG protilatky jsou detekovatelné cca
1 tyden po vzestupu IgM a IgA protilatek. Jejich sé-
rokonverze (vzestup titru) indikuje primarni infekci.
K rozliseni primarni infekce od reaktivace slouzi stano-
veni avidity IgG protilatek, coz je ddlezité pro posouzeni
rizika kongenitalni nakazy.

Detekce IgG protilatek je také zavedena jako standardni
metoda pro identifikaci CMV pozitivnich osob u scree-
ningu darcd.

Hladina protilatek

nizka avidita

Postinfekéni stadium Reaktivace
IgG
IgA
IigM
vysoké avidita vysoka avidita Cas



Interpretace vysledku

IgA 1gM IgG  Avidita Interpretace
= - - Nestanovuje se Negativni vysledek
+ + - Nestanovuje se Primoinfekce
+ + + Nizka Primoinfekce
+ (+) + Vysoka Postakutni stadium nebo reaktivace
= = + Vysoka Dtive prodélana infekce

Specifické antigeny

Antigeny Popis
Tegument protein UL32

p150 Silny imunogen pozdni faze infekce (late antigen), nevyskytuje se v ¢asné fazi
V IgG tfidé detekovatelny ve vyssich titrech i u reaktivace

Immediate early antigen, capsid protein UL123
IEA (p72) Hraje roli v casné fazi replika¢niho cyklu lidského CMV
Vyznamna funkce v obrannych mechanismech proti CMV infekci

Tegument protein UL83
p65 VIgM ttidé - jeden z marker( ¢asné faze infekce
V 1gG tFidé - spiSe typicky pro pozdni fazi, pfipadné reaktivaci infekce

CM2 protein; UL44
p52 V IgM - vyznamny marker ¢asné faze primoinfekce
V IgG tfidé - reaktivita spiSe v pozdni fazi, pfipadné reaktivaci infekce

25 Tegument protein UL99
. Silny imunogen, mize se vyskytovat v pozdnich fazich infekce

5 Membranovy glykoprotein B
& Protilatkova odpoved'v IgG tfidé - cca 50-100 dni po primarni infekci
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ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZeny na sendvi¢ovém typu
ELISA metody.
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Mikrotitracni
desti¢ka

Pracovni postup

Krok Kroky testu

Anti-Hu IgA

Redéni vzork(
- séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)

¥V

- mozkomisni moky 1:3 (50 pl +100 pl)
Davkovani kontrol a fedénych vzorkd

2. 100l

- blank = prazdna jamka

3. Inkubace 30 min. pti 37 °C

4. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

- blank = prazdna jamka

Inkubace 30 min. pti 37 °C

7. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani substratu (TMB-Complete)

- véetné blanku
9. Inkubace 30 min. pfi 37 °C
Davkovani Zastavovaciho roztoku

10. 100 ul

- véetné blanku
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11.  Fotometrické méreni pfi 450 nm

Antigeny

Purifikovany a inaktivovany antigen z kmene
AD 169 s vysokym obsahem specifickych
imunodominantnich epitopd

Pouziti souprav

- Vyhledavaci vySetieni specifickych IgA, 1gG a IgM
protilatek v lidském séru nebo plazmeé

- Semikvantitativni vyhodnoceni je vhodné pro
sledovani Uspésnosti terapie

- Diagnostika faze onemocnéni

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni

Barevné odlisené reagencie

- Zameénitelnost komponent

- Barevné znacené stripy s odlamovacimi jamkami
- CUT-OFF kontrola a kalibratory

- Semikvantitativni hodnoceni vysledkd
(Index pozitivity-IP) nebo kvantitativni hodnoceni
vysledkd (U/ml)

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

ELISA citlivost specifita
EIACMV IgA 94,7 % 95,8 %
EIACMVIgG  98,8% 98,9 %
EIACMV IgM 98,5 % 98,9 %

Soupravy jsou validovany na panelu spolec¢nosti BBI
Diagnostic A Boston Biomedica Company, USA.



IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni a vysoce purifikované antigeny jsou
naneseny na nitrocelulézovou membranu.

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugovana sekundarni protilatka

se vaze na primarni protilatku
Specificka primarni

protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu

Blokator

Antigeny

Control line
1gG

IgM

Start

p150

p65

p52

p28

Krok

Pracovni postup

Kroky testu

Davkovani Univerzalnino roztoku

9
2,5 ml
o 2 Smaéaceni stript 10 min. pti lab. teploté
' - trepacka
®© 3. Odsati
i a Redéni vzorkd
: - séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
T 15ml
o 6 Inkubace 30 min. p¥i lab. teploté
' - trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
=] 7. roztoku 3 krat1,5 ml po 5 min.
- trepacka
8. Davkovani Konjugatu 1,5 ml
° 9 Inkubace 30 min. pfi lab. teploté
’ - trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
® 10.  oztoku 3 krat1,5ml po 5 min.
- trepacka
‘ 11 Déavkovani substratu (BCIP/NBT)
" 15ml
° 12 Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
: - trepacka
Odsati a promyti v destilované vodé
© 13.  2krat2mipo 5 min.
- trepacka
14. Nalepenia vyhodnoceni stripd
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Pouziti souprav

- Podrobné stanoveni pfitomnosti protilatek proti
specifickym antigendm Cytomegaloviru
- Konfirmace spornych vysledk

- Konfirmacni test ELISA vySetieni

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

Imunoblot L .
citlivost specifita

CMV IgG 95,9 % 99,0 %

CMV IgM 96,5 % 99,0 %

Interpretace vysledki

p150 p65 p52

Casné primoinfekce = i +
Primoinfekce (+) + /-
Pozdni primoinfekce + +/- +/-

Perzistence infekce - - -

Reaktivace +/- + +

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odliSené stripy

- Zameénitelnost komponent

- Negativni a Pozitivni kontrola

- Kontrolni linie na stripu

- Moznost softwarového vyhodnoceni

Vyhody souprav
- Identicky pracovni postup

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
vysledkd

- Sofistikovany vyhodnocovaci software
- Vysoka diagnosticka Gc¢innost
- Vhodné pro automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

12G
p28 p150 P65 p52 p28
+) - +) ) +)
) - - + +)
- - - + )
) + - + )



MICROBLOT-ARRAY

RozloZeni antigent
a kontrolnich spoti
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Popis kontrolnich spotu

@ R - Reference

© TC - Test control

@ CM - Conjugate control IgM
© CG - Conjugate control IgG
@ C1 - Calibration1

@ C2 - Calibration 2

@ C3 - Calibration 3

@ C4 - Calibration 4

Uzivatelsky komfort

- Nizka spotfeba vzorku

- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby

provedeni

- MoZnost automatického zpracovani a vyhodnoceni

vysledkl pomoci intenzity spotl (AU), pomoci IP

¢i kvantitativni (U/ml)

- Paralelni vy$etfeni vice marker( soucasné

- Vysoka citlivost a specifita

Charakteristiky souprav

Parametr

Microblot-Array
CMV IgG

Microblot-Array
CMV IgM

Diagnosticka Diagnosticka

citlivost specifita
98,1 % 99,9 %
96,9 % 99,1 %

Pracovni postup

Krok

Kroky testu

Davkovani Univerzalnino roztoku

9
150 pl
0 2. Smaceni 10 min pfi laboratorni teploté
@ 3. Odsat
Redéni vzorkd
i 4. - séra/plazmy 1:51 (10 ul + 500 pl)
- mozkomisniho moku 1:3 (50 pl +100 pl)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
© 100 ul
° 6 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
e - Rychlé promyti Univerzalnim
" roztokem*
e s Odséati a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
6 9. Davkovani Konjugéatu 100 pl
° 10 Inkubace 30 min pfi laboratorni
" teploté
e 11 Rychlé promyti Univerzalnim
* roztokem*
e 12 Odséti a promyti v Univerzalnim
© roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
6 13 Davkovani Substratového roztoku
" (BCIP/NBT) 100 ul
o 14. Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté
e 15. Rychlé promyti destilovanou vodou*
® 16 Odsati a promyti v destilované vodé
© 2krat 200 pl po 5 min
17. VysuSenia vyhodnoceni

* v pfipadé pouziti promyvacky naplfite jamky po okraj

a po naplnéni posledni jamky ihned odsajte



INFEKCNI SEROLOGIE - VIROLOGIE - CYTOMEGALOVIRUS

in
o
0 Objednaci udaje
=
2
2

ELISA
Kod Nazev soupravy Pocet testt
CMAO096 EIACMV IgA 96
CMGO096 EIACMV IgG 26
CMMO096 EIACMV IgM 96
SK-CMA096 SmartEIA CMV IgA 96
SK-CMG096 SmartEIA CMV IgG 96
SK-CMMO096 SmartEIA CMV IgM 96

Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pfistroji Agility®.

IMUNOBLOT
Kéd Nazev soupravy Poéet testu
CMGL20 BLOT-LINE CMV 1gG 20
CMML20 BLOT-LINE CMV IgM 20

MICROBLOT-ARRAY

Kod Nazev soupravy Pocet testt
CMGMA48 Microblot-Array CMV IgG 48
CMMMA48 Microblot-Array CMV IgM 48
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