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Parvovirus B19 Enzymova imunoanalyza 1gG

Enzymova imunoanalyza pro kvalitativni stanoveni IgG protilatek proti Parvoviru B19 v
lidském séru a plasmé.
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Pouziti

Parvovirus B19 enzymovéa imunoanalyza 1gG je ur¢ena ke kvalitativnimu stanoveni IgG
protilatek proti Parvoviru B19 v lidském séru a plasmé. Test je uréen k pouziti u vSech
zen, u nichz je podezieni na expozici Parvoviru B19 jako markeru pfedchozi infekce.
Pozitivni vysledek na IgG proti Parvoviru B19 znamena imunitu. Negativni vysledek
IgG proti Parvoviru je znamenim nachylnosti k infekci Parvovirem B19. Spolu
senzymovou imunoanalyzou Biotrin Parvovirus B19 IgM poméha tento test
v identifikaci rizika hydropsu fétu a odumrti fétu.

Uvod

Parvovirus B19 byl poprvé identifikovan jako lidsky patogen v roce 1975 a poté bylo
prokazano, ze je puvodcem mnoha klinickych stavii, jako je vyrazka, artralgie a
poskozeni fétu."*? Infekce Parvovirem B19 u dospélych, ptfedev§im Zen, mize zpusobit
akutni artritis, kterd miZe n&jakou dobu pietrvavat.! Infekce miZe vést u pacienti
s oslabenou imunitou au jedinct trpicich hemolytickymi poruchami, jako je srpkovita
anémie, k zivot ohrozujici anémii.”

Virus je dvacetisténny nezabaleny virus o praméru 18 — 25 nm a obsahuje genom v
linearni jednovlaknové DNA (5,5 kb), kterd je chrandna vn&jsim obalem.”® Obal viru
se sklada ze dvou strukturalnich proteina, VP1 (83kDA) a VP2 (53kDA). Infekce
Parvovirem B19 se obvykle ziskava piimym kontaktem s respiracnim sekretem a bézné
k ni dochazi v mensich lokalizovanych epidemiich béhem zimnich a jarnich mé&sica®.

Dnes se soudi, Ze seronegativni Zeny jsou k infekci Parvovirem B19 néchylné.®°
Vétsina téhotenstvi, béhem nichZ dojde k infekci Parvovirem B19, konéi porodem
zdravého ditéte v terminu.’®***Nicméng infekce b&hem tshotenstvi viak piedstavuje
riziko pienosu na fétus, coz mize mit za nasledek hydrops fétu nebo nitrodélozni Uumrti.
Podle odhadd v literatufe dochazi k umrti fétu po infekci matky mezi 1 all %
piipadi. %417 Predpoklada se, Ze vzhledem k tomu, Ze se Parvovirus B19 replikuje
predevsim v prekursorech erytrocytll, miize vést infekce béhem téhotenstvi k amrti fétu
nasledkem téZzké anémie fétu.

Piedpoklada se, Ze tato tézka anémie s poklesem koncentrace hemoglobinu na méné nez
2 g/dl je hlavni pticinou hydropsu fétu.">'® Nedavna studie ukazuje, Ze riziko umrti fétu
je do zna¢né miry omezeno na infekci matky Parvovirem B19 b&hem prvnich 20 tydnt
t&hotenstvi.'’

V cCerstvych literarnich pramenech se odhaduje, Ze nasledkem infekce B19 dochazi
k priblizné 3 000 umrti fétd za rok.'®

Symptomy spojené s infekci Parvovirem B19 mohou byt patrné aZz po skonceni
viremické (nakazlivé) faze.'® Je dale znamo, Ze existuje zvySené riziko pienosu
v situacich, kdy je pravdépodobny uzky kontakt mezi jedinci, napi. ve Skoléch,
zatizenich pecovatelské sluzby a nemocnicich.

Centra pro kontrolu nemoci (CDC) nedoporucuji, aby osoby se znamkami infekce
Parvovirem (napf. erythema infectiosum) byly ztakového prostfedi vyluCovany.
Doporucuje se vSak, aby byli piislusni jedinci uvédoméni 0 moznosti pienosu
onemocnenti.

Rovnéz je dulezité zjistovat stav protilatek proti Parvoviru B19 u jedincti, u nichz hrozi
riziko onemocnéni Parvovirem B19 nebo ktefi jiz byli infikovani.



Princip metody

Enzymova imunoanalyza Biotrin Parvovirus B19 IgG je sendviCovd enzymova
imunoanalyza ke zjisténi protilatek tiidy IgG proti Parvoviru B19 v lidském séru
a plasmé. Specifické protilatky IgG proti Parvoviru B19, pokud jsou pfitomny v séru
nebo plasmé, se vazou na jamky potazené rekombinantnim proteinem VP2 Parvoviru
B19. Po vymyti je ptidana krali¢i protilidska IgG znacena peroxidazou, ktera se vaze
k pfitomné lidské IgG proti Parvoviru B19. Cely komplex se pak detekuje ptidanim
substratu tetramethylbenzidinu (TMB), ktery v pfitomnosti peroxiddazy méni barvu na
modrou. Pfidanim zastavovaciho ¢inidla je ziskéan stabilni zluty kone¢ny produkt.

Bezpecnostni opatieni
Bezpecnost

. Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

. Reagencie oznaGené ** jsou povazovany za POTENCIALNE BIOLOGICKY
NEBEZPECNY MATERIAL. Kazd4 darcovska jednotka pfi piipravé pozitivni
kontroly, negativni kontroly a kalibratoru (kontrola cut-off) byla testovana
metodou schvalenou FDA na HBsAg ana protilatky proti HIV a HCV abyla
shledana negativni. Nicméné, protoze zadna testovaci metoda nemize uplné
zajistit, ze infekéni agens neni pfitomno, musi se se vSemi témito reagenciemi
nakladat podle 2. stupné biologické ochrany, jak se doporucuje v piirucce
CDC/NIH Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1988, pro
v8echna potencialné infekéni lidska séra a krevni vzorky.

o Neékteré reagencie obsahuji ProClin 950, ProClin 300 a Bronidox L, které mohou
byt po poziti jedovate.
. Zastavovaci roztok obsahuje kyselinu sirovou, coZ je Ziravina. Zabrafite kontaktu

s kuzi a o¢ima. Pokud dojde ke kontaktu, okamzité oplachnéte vodou a vyhledejte
1ékatskou pomoc.

o Substrat obsahuje TMB, ktery muze drazdit kuzi a sliznice. Jakékoli latka, ktera
pfijde do kontaktu s kiizi, musi byt oplachnuta vodou.

. VSechny klinické vzorky, infek¢ni a potencialné infekéni material likvidujte podle
spravné laboratorni praxe. S veskerym takovym materialem musi byt nakladano
jako s potencialné infekénim a musi byt likvidovan jako potencialné infekéni.

. Pfi manipulaci se vzorky apifi provadéni analyzy noste ochranny odév,
jednorazové latexové rukavice a ochranu oc¢i. Po skonceni si dikladné umyjte
ruce.

. Material nepipetujte Usty a u laboratorniho stolu nikdy nejezte ani nepijte.

. Zbytky chemikalii, pfipravkl a soucasti sady jsou obecné povazovany za

nebezpecny odpad. VSechny takové materidly museji byt likvidovany podle
stanovenych bezpecnostnich postupti.

. Sada je ur¢ena pro pouziti pouze kvalifikovanymi laboratornimi pracovniky.



Postup

Provadéni analyzy mimo uvedené Casové a teplotni limity muze vést k neplatnym
vysledkim. Analyzy mimo stanovené ¢asové ateplotni limity museji byt
opakovany.

Nepouzivejte sadu ani jednotlivé reagencie po uplynuti jejich data pouZitelnosti.

Nesmésujte ani nedopliujte reagencie ze sad s riznymi Cisly Sarze, s vyjimkou
vymyvaciho koncentratu, fediciho roztoku na vzorky a zastavovaciho roztoku.

Odchyleni od dodaného protokolu mize zptsobit chybné vysledky.

Vsechny reagencie nechejte pred pouzitim ohiat na pokojovou teplotu (20 — 25
°C) v inkubatoru a dobie promichejte.

Nevystavujte reagencie na delsi dobu pfimému slune¢nimu zafeni ani teplotdm
nad 2 -8 °C.

Pro vymyvaci roztok je potiebna destilovana nebo deionizovana voda vysoke
jakosti. Pouziti vody S$patné jakosti nebo kontaminované vody mulze vést pfi
analyze ke zbarveni pozadi.

Pro vSechny reagen¢ni ptipravky vzdy pouZzivejte Cisté, nejlépe jednorazove,
sklenéné nadoby.

Je nutno dbat na to, aby nedoSlo ke kontaminaci komponent; vzdy je nutno
pouzivat pro kazdy vzorek a komponentu nové $picky pipet.

Konjugat odebirejte pouze v mnozstvi nezbytném pro analyzu. Nenalévejte
nepouzitou reagencii zpét do lahve, ani ji nepipetujte pfimo z lahve. Mohlo by
totiz dojit ke kontaminaci.

ProtoZe je konjugat citlivy na svétlo, je nutno zabranit déletrvajicimu vystaveni
svétlu.

Reagencie by m¢la byt davkovana ke stiedu stény jamek, pfitom je nutno dbat,
aby se sténa jamky neposkrabala $pickou pipety.

Béhem Zadné faze analyzy nenechejte jamky vyschnout.

Na hornim povrchu jamek nikdy nesméji byt kapénky. Pfi dokonceni kroku
V postupu museji byt kapky jemné vysuseny.

Zajistéte, aby byl dolni povrch desticky pied odeditanim Cisty a suchy.
Pied zapocetim analyzy by mél byt stanoven plan identifikace a distribuce.

Pokud pouzivate automaticky nebo semiautomaticky procesor, je dllezité
prokazat shodu s manualni testovaci metodou pro produkt Biotrin Parvovirus B19
1gG EIA.



Soucdasti sady

Dodany material

1. Potazend desticka ELISA
12 x 8 jamek potazenych purifikovanym rekombinantnim proteinem V2. Desti¢ka je ulozena
Vv obalu, ktery Ize znovu té€sn¢ uzavfit.

Modry okraj

2. Pozitivni kontrola**
1 x 3 ml pozitivniho séra ve stabiliza¢nim pufru s
ProClin 950 (0,05 %) a Bronidox L. (0,02 %).
| CONTROL |+ | IgG |
Cerveny uzavér

3. Negativni kontrola**
1 x 3 ml negativniho séra ve stabilizatnim pufru s ProClin 950 (0,05 %) a Bronidox L.
(0,02 %).
| CONTROL |- |IgG |
Zeleny uzaveér

4. Kalibrator (kontrola cut-off**)
1 x 3 ml pozitivniho séra s ProClin 950 (0,05 %) a Bronidox L. (0,02 %).

Hnédy uzavér

5. Enzymovy konjugat — ptipraven k pouziti
1 x 17 ml krali¢iho protilidského konjugatu IgG HRP ve stabiliza¢nim pufru s ProClin 950
(0,05 %) a Bronidox L. (0,02 %).
| CONJ |ENZ | 1X
Cerveny uzavér

6. Redidlo na vzorky — pfipraveno k pouziti
1 x 110 ml PBS pufru obsahujiciho stabilizatory a
ProClin 300 (0,05 %).
| DIL | SPE | 1X |
Prhledny uzavér

7. Vymyvaci koncentréat
1 x 55 ml koncentrovaného (25X) fyziologického roztoku pufrovaného Tris s Tween 20
a ProClin 950 (0,15 %).
| BUF | WASH | 25X |
Prihledny uzaveér

8. Substrat
1 x 17 ml roztoku tetramethylbenzidenu (TMB).
| SUBS | TMB |

Hnédy uzaveér




9. Zastavovaci roztok
1x17 ml 0,5 mol/l H,SO,.
| SOLN [ STP |

Prihledny uzavér

10. Navod k pouziti

[1]

** Potencialné biologicky nebezpe¢ny material

Dalsi materidl potiebny pro manudlni Zpracovani
e Zafizeni na odbér séra,
e Vysoce jakostni destilovana nebo deionizovana voda,

e Piesné pipety, mikropipety a jednordzové $picky pro objemy 10 pl, 100 pl, 1 ml
as5ml,

e Zkumavky ¢i podobné nadobky pro ptipravu vzorkda,

e Cisté laboratorni odmérné nadoby,

e Odmémeé valce

e Plastova vicka nebo uzaviraci paska pro desticku s mikrojamkami,

e Papirové ruéniky nebo savy papir,

° Casovaé,

e Manudlni nebo automatickd mycka,

o Ctecka desky ELISA s filtrem 450 nm (dalsi filtr 630 — 650 nm je volitelny),

e Inkubétor 37 °C.



Automatické nebo semiautomatické procesory EIA

Biotrin Parvovirus IgG EIA mohou byt pouzity sfadou automatickych nebo
semiautomatickych ELISA procesori. Je dulezité, aby byly vysledky ziskané z Biotrin
Parvovirus IgG EIA za pouziti automatického procesoru ekvivalentni vysledkiim ziskanym ze
stejnych vzorkl s pouzitim manudlni testovaci metody.

Skladovani a stabilita

e Sada je stabilni az do data pouzitelnosti uvedené¢ho na stitku na vnéjsi krabicce, pokud
je skladovana pfi teploté mezi 2 — 8 °C.

e Prouzky pro 8 jamek by mély byt skladovany v obalu, ktery lze znovu té€sné uzavfit,
spolu se sackem se suSidlem.

e Vsechny nepouzité soucasti by mély byt ihned po pouziti vraceny k uskladnéni pti
teplote 2 — 8 °C.

e Vymyvaci roztok je stabilni po dobu 1 mésice, pokud je skladovan pfi teplot¢ 2 — 8
°C.

e Vymyvaci roztok je stabilni pti pokojové teploté po dobu 2 tydnti.

Odbér a uchovavani vzorku

V testu s Biotrin Parvovirus B19 IgG EIA miiZze byt pouzito sérum nebo plasma. Krev by po
odbéru méla byt ponechana, aby koagulovala, pfi pokojové teploté (20 — 25 °C) a poté by
méla byt zcentrifugovana pii 1 500 x g po dobu 10 minut. Pokud k testovani nedojde béhem 8
hodin, sérum ¢i plasma mohou byt ponechany pii 2 — 8 °C po dobu 2 — 3 dnii nebo zmrazeny
pti teploté —20 °C, pokud je nutné dlouhodobéjsi skladovani nebo odeslani (vzorky jsou
stabilni pfi teploté —20 °C po dobu nejméné 1

roku). Lithium heparin, EDTA a citratova plasma jsou kompatibilni s testovacim postupem.
Doporucuje se, aby pro testovani nebyla pouzivana hemolytickd, ikterickd, lipemicka
a mikrobialn€ kontaminovana séra. Vzorky pro testovani nesméji byt opakované zmrazovany
a rozmrazovany.

Poznédmka: Celkova koncentrace vSech plasmatickych komponent miiZze byt lehce sniZena
Vv citratové plasmé kvili objemu citratového pufru pouzitého k prevenci koagulace.



Piiprava reagencii a vzorki
Priprava reagencii
¢ Objemy reagencii jsou zalozeny na dvojim testovani vzorkd.
e Vymyvaci roztok.
Pro kazdy prouzek na 8 jamek ptidejte 4 ml vymyvaciho koncentratu k 96 ml
deionizované vody. Pfipravend reagencie je stabilni po dobu 1 mésice, pokud je
skladovana pii teploté 2 — 8 °C.

Ptipravena reagencie je stabilni také pti pokojové teploté po dobu 2 tydni.

e Vsechny ostatni reagencie jsou dodavany pfipravené k pouziti a v pracovnim fedéni.

Priprava vzorku

Pro kazdy vzorek ptidejte 1 ml fediciho roztoku na vzorky do oznafené¢ zkumavky ci
podobné nadobky. Ptidejte 10 pl vzorku séra nebo plasmy a promichejte.

Poznamka: Redéné vzorky nesméji byt skladovany; pokud je nutné opakovat test, musi byt
ptipraven Cerstvy roztok.



Postup analyzy

Poznamka: Pokud pouzivate automaticky pfistroj:
e Plastové vicko/uzaviraci paska nejsou nutné.
e Po vymyti neni nutno na desku pevné pfitlacit papirovy rucnik.
1. Pfed pouzitim nechejte vSechny reagencie a vzorky v inkubatoru ohtat na pokojovou
teplotu (20 — 25 °C).
2. Urcete pocet potiebnych prouzkii na 8 jamek. Stanovte plan identifikace a distribuce pro

kontroly a vzorky, jak je uvedeno na obrazku 1 (na druhé stran¢). Prvni prouzek vyhovuje pro
testovani vzorku 1 pacienta, kazdy dalsi prouzek umozni testovani vzorki dalSich 4 pacienta.

Obrazek 1 Prouzek 1

Negativni kontrola

Negativni kontrola

Pozitivni kontrola

Pozitivni kontrola

Kalibréator (kontrola cut-off)

Kalibréator (kontrola cut-off)

Pacient ¢. 1

I O M m O O @ >

Pacient ¢. 1

Objemy reagencii jsou zaloZeny na dvojim testovani vzorki. Doporu¢ujeme, aby se uzivatelé
seznamili se znaky analytické metody a validovali analyzu ve vlastni laboratofi pred
zapocetim samotného testovani.

3. Vyjméte potiebny pocet prouzkli na 8 jamek, vlozte je do plastového ramecku a zakryjte
plastovym vickem/uzaviraci paskou. Zbyvajici prouzky vratte do obalu a znovu je uzaviete
spolu se sikativem.

4. Pripravte vymyvaci roztok (viz ¢ast Pfiprava reagencii a vzorki).

5. Piipravte vzorek pacienta (viz ¢ast Piiprava reagencii a vzork).

6. Sejméte kryt z prouzkt a napipetujte 100 pl (ve dvojim provedeni) negativni kontroly

piipravené k pouziti, pozitivni kontroly ptipravené k pouziti, kalibratoru (kontroly cut-off)
ptipraveného k pouziti a pfipravenych vzorki pacientti do jamek.
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7. Zakryjte jamky plastovym vi¢kem/uzaviraci paskou a inkubujte po dobu 60 minut (+/-5
minut) v inkubatoru pii pokojové teploté (20 — 25 °C).

8. Sejméte kryt a kazdou jamku vymyjte 4krat vymyvacim roztokem (250 — 320 pl). Po
vymyti vyklepejte zbytky vymyvaciho roztoku na absorpéni papirovy ru¢nik nebo na savy
papir.

9. Thned po dokoncéeni vymyvani napipetujte 100 pul enzymového konjugatu IgG do vsech
jamek.

10. Zakryjte jamky plastovym vickem/uzaviraci paskou a inkubujte po dobu 30 minut (+/-5
minut) v inkubatoru pii teploté 35 — 39 °C.

11. Sejméte kryt a kazdou jamku vymyjte 4krat vymyvacim roztokem (250 — 320 pl). Po
vymyti vyklepejte zbytky vymyvaciho roztoku na absorpéni papirovy ru¢nik nebo na savy
papir.

12. Ihned po dokonc¢eni vymyvani napipetujte 100 ul substratu do vSech jamek.
13. Inkubujte po dobu 30 minut (+/-2 minuty) v inkubatoru pii teploté 35 — 39 °C.

14. Napipetujte 100 ul zastavovaciho roztoku do vSech jamek a promichejte. Zajistéte, aby
pridavani probihalo ve stejném potadi a ve stejnych casovych intervalech jako pfidani
substratu.

15. Do 30 minut odeététe ¢teCkou desek ELISA.

Poznamka: Doporucujeme odec€itani pii dvoji vinové délce, pii 450 nm s 630 nm jako
referen¢ni vinovou délkou (jako slepy vzorek pouzijte pro filtr 630 nm vzduch). Pokud tato
funkce neni na ctecce desticky ELISA dostupnd, pouZijte pii odectu jedinou vinovou délku
450 nm.
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Interpretace vysledkii
Pfitomnost ¢i nepfitomnost IgG anti-Parvovirus je stanovena ve vztahu k vypoctené
cut-off hodnoté (COV).
Vypocet COV

COV = stiedni OD (opticka hustota) kalibratoru (kontrola cut-off)
Interpretace (1): Absorbance

Vzorky s hodnotou stiedni absorbance vétsi nez COV x 1,1 jsou povazovany za
reaktivni (pozitivni) pro anti-Parvovirus B19 IgG.

Vzorky shodnotou stfedni absorbance mensi nez COV x 0,9 jsou povazovany za
nereaktivni (negativni) pro anti-Parvovirus B19 IgG.

Vzorky s hodnotou stfedni absorbance vétsi nebo rovnou COV x 0,9 a mensi nebo
rovnou COV x 1,1 jsou nepriikazné.

Poznédmka: Pfi pouziti automatického pfistroje by vysledky z riznych analyz mély byt
srovnavany pouze s pouzitim indexovych hodnot (viz interpretace 2).

Interpretace (2): Indexova hodnota

Srovnani dat mezi riznymi méfenimi je usnadnéno pouzitim indexové hodnoty,
pficemz je absorbance vzorku vztazena ke cut-off hodnoté analyzy. V tomto ptipadé
indexova hodnota < 0,9 nebo > 1,1 znamena negativitu ¢i pozitivitu vzorku v daném
potadi. Vzorek je nepriikazny, pokud je indexova hodnota v rozmezi 0,9 — 1,1 véetné.

Index = Absorbance vzorku
Hodnota cut-off (COV)

Vzorky, které nejsou ani reaktivni (pozitivni) ani nereaktivni (negativni), jsou
povaZzovany za neprikazné amély by byt testovany znovu. Pokud je vysledek
opakovaného testu opét neprikazny, mél by byt po tydnu odebran druhy vzorek.
Neprtkazny vysledek druhého vzorku miiZze byt u anti-Parvovirus B19 IgG povaZovan
za nereaktivni (negativni).

Kritéria kontroly kvality

Ke stanoveni validity vysledk testi musi byt vzdy zahrnuta pozitivni kontrola,
negativni kontrola a kalibréator (kontrola cut-off). Vysledky analyzy jsou povazovany za
validni, pokud jsou splnéna nasledujici kritéria.

1. Stfedni absorbance pozitivni kontroly je vétSi nebo rovna 0,8 jednotek optické
hustoty.

2. Stfedni absorbance negativni kontroly je mens$i nebo rovna 0,15 jednotek optické
hustoty a také je mensi nez COV x 0,9.

Pokud nejsou vyse uvedena kritéria splnéna, je analyza pokladana za neplatnou a musi
byt opakovana.



Omezeni pouZiti

Pfi stanoveni diagnozy infekce Parvovirem B19 musi byt vysledky korelovany
s klinickym a epidemiologickym profilem pacienta a dalsimi laboratornimi vysledky.
Nereaktivni (negativni) vysledek nevylucuje moznost infekce Parvovirem B19. K
vyvoji zjistitelné protilatkové odpovédi muze dojit za nékolik dnt po infekci. V
ptipad¢ podezieni na infekci Parvovirem B19 mél by byt po negativnim vysledku
proveden po dvou tydnech opakovany test.

Pro interpretaci vysledkii provedenych v jinych télesnych tekutindch nebo ve smési
sér nejsou k dispozici dostate¢né tdaje.

Test vykonnosti mize byt ovlivnén odchylenim od postupu, interpretace nebo
doporucenych bezpecnostnich opatieni.

Interpretace vysledki testli ze vzorki pacientl s poruchou imunity mize byt obtiZzna.
Vykonnost analyzy byla validovana na zaklad¢ dvojiho testovani vzorkd.
Doporucujeme, aby se laboratorni pracovnici pied analyzovanim pacientskych vzork
v singletech seznamili se znaky analytické metody.
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Znaky analytické metody
Seroprevalence

Seroprevalence Parvoviru B19 roste s vékem. Do dospélosti je ptiblizné 70 % dospélé
populace seropozitivni.

Citlivost a specificita

Imunoanalyza Biotrin Parvovirus B19 IgG EIA muze byt také pouzita k detekci WHO
Parvoviru B19 IgG International Standard (Mezinarodni standard — IS). Cut-off hodnoty
imunoanalyzy tohoto enzymu se rovnaji hladin& IS 3 — 5 IU/ml.*

Celkem 175 vzorki bylo testovano na tfech samostatnych Sarzich Biotrin Parvovirus B19 IgG
EIA 4. generace. Vzorky byly oznaceny jako pozitivni nebo negativni s pouzitim Biotrin
Parvovirus B19 IgG EIA 3. generace. Srovnani vysledkt ziskanych u Biotrin Parvovirus B19
IgG EIA 3. generace a u Biotrin Parvovirus B19 1gG EIA 4. generace je uvedeno v tabulce 1.

Biotrin Parvovirus B19 1gG EIA 3. generace
Pozitivni | Negativni |Neprikazny| Celkem
Biotrin
Parvovirus Pozitivni 95 0 0 95
B19 119G | Negativni 0 80 0 80
EIA 4.
generace Neprukazny 0 0 0 0
Celkem 95 80 0 175

Tabulka 1: Vypocty citlivosti a specificity u Biotrin Parvovirus B19 1gG EIA 4. generace ve
srovnani s vysledky u Biotrin Parvovirus B19 IgG EIA 3. generace

Do tohoto vypoctu byly zahrnuty nepriikazné vysledky podle doporuceni ve smérnici FDA.
citlivost = skutecné pozitivni (SP) déleno (SP + faleSn€ negativni + nepritkazné) x 100
Citlivost v % = (95/95)*100 = 100 %

citlivost = skute¢né negativni (SN) déleno (SN + fale$né pozitivni + neprtikazné) x 100

Citlivost v % = (80/80)*100 = 100 %
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Reprodukovatelnost uvniti stanoveni

Série vzorkt séra s hladinou 1gG proti Parvoviru B19 v rozsahu od nereaktivnich po silné
reaktivni byla vySetfena celkem tficetkrat. Replikaty byly testovany na jediné desticce
ELISA. Byly seéteny vysledné hodnoty OD a vypoéteny stiedni OD, smérodatna odchylka (
o, SD) a varia¢ni koeficient v procentech (% CV), viz tabulku 2. Tyto vysledky jsou rovnéz
uvedeny v indexovych hodnotach v tabulce 3. CV v procentech vyjadieny v OD (indexy) byl
rozsahu od 6,3 % v nereaktivnim vzorku (negativni 2) do 4,3 % pii vyssich hodnotach OD

(vysoce pozitivni).

Testovany Stiedni OD SD % CV N
vzorek
Negativni 1 0,048 0,002978 6,2 30
Negativni 2 0,032 0,001999 6,3 30
Nizce pozitivni 0,329 0,016497 50 30
Stiedné pozitivni 0,648 0,035633 55 30
Vysoce pozitivni 1,431 0,061902 4,3 30

Tabulka 2: Reprodukovatelnost uvniti stanoveni vyjadifena v OD u 30 replikatd z kazdého
z 5 ruznych vzorku séra s rozsahem hladiny IgG proti Parvoviru B19 od nereaktivnich k silné

reaktivnim.
Testovany |Stiedni index SD % CV N

vzorek
Negativni 1 0,26 0,016185 6,2 30
Negativni 2 0,20 0,012415 6,3 30
Nizce pozitivni 1,79 0,089659 5,0 30
Stfedné pozitivni 4,02 0,221321 55 30
Vysoce pozitivni 7,78 0,336426 4,3 30

Tabulka 3: Reprodukovatelnost uvniti stanoveni vyjadiena v indexovych hodnotach u 30
replikatt z kazdého z 5 riznych vzorku séra s rozsahem hladiny IgG proti Parvoviru B19 od
nereaktivnich Kk siln¢ reaktivnim.
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Reprodukovatelnost mezi stanovenimi

Reprodukovatelnost mezi stanovenimi byla zjiStovana s pouzitim 3 Sarzi Biotrin Parvovirus
B19 IgG EIA (4. generace). Panel vzorkl obsahujici siln€ reaktivni (4), stitedné reaktivni (2),
slab¢ reaktivni (7) a nereaktivni (7) vzorky byl testovan s kazdou Sarzi celkem 10krat. To
melo za nasledek celkovy pocet analyz (n) 30 pro kazdy vzorek.

Kdyz se tyto uUdaje analyzuji z hlediska reprodukovatelnosti mezi stanovenimi a mezi
Sarzemi, vykazuje Biotrin Parvovirus B19 IgG EIA velmi dobrou korelaci vysledkii testi
mezi jednotlivymi analyzami a jednotlivymi $arzemi. Udaje o reprodukovatelnosti u viech 6
testovanych vzorki jsou uvedeny v tabulce 4.

Typ vzorku Testovany vzorek | Stfedni index SD %CV | N
Nereaktivni 14 0,21 0,03635 | 17,5 | 30
Nereaktivni 17 0,24 0,03783 | 16,0 | 30
Slab¢ reaktivni 2 1,73 0,16797 | 9,7 | 30
Slabé reaktivni 4 1,68 0,23728 | 14,1 | 30
Stredné reaktivni 16 3,00 0,28735 | 9,6 | 30
Silné reaktivni 7 7,38 0,63950 | 8,7 | 30

Tabulka 4: Celkova reprodukovatelnost mezi stanovenimi. Udaje (indexy) shromazdéné ze 3 $arzi
Biotrin Parvovirus B19 IgG EIA.
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Souhrn postupu p¥i testovani Parvovirus B19 1gG EIA

Nez zahajite analyzu, piectéte si prosim cely letak s pokyny k produktu. Tento souhrn slouzi
pouze jako struc¢na reference.

Ptipravte vymyvaci pufr.
ags
Zied’te vzorky fedicim roztokem na vzorky 1:100 (1/101)

Napipetujte 100 pl negativni kontroly (pfipravené k pouziti), 100 pl pozitivni kontroly (pfipravené
Kk pouziti), 100 pl kalibratoru (ptipraveného k pouZziti) (kontrola cut-off) a 100 ul ptipravenych vzorki
ve dvojim provedeni do jamek.

Inkubujte po dobu 60 minut v inkubatoru pii pokojové teploté 20 — 25 °C.
Prouzky 4krat promyjte.

_gs
Pfidejte 100 pl enzymového konjugatu 1gG.
igs
Inkubujte po dobu 30 minut v inkubatoru pfi teploté 35 — 39 °C.

Prouzky 4krat promyjte.

-

Pridejte 100 pl substratu TMB.

-

Inkubujte po dobu 30 minut v inkubatoru pfi teploté 35 — 39 °C.

-

Ptidejte 100 pl zastavovaciho roztoku.

-

Odectete pii 450 nm.
S referenci pti 630 nm nebo bez ni.
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Vysvétleni symboli
-In Vitro diagnosticky zdravotnicky prostiedek

-Teplotni rozmezi od do /ﬂ/
-Vyrobce

-Pouzitelné do

md

-Viz ndvod k pouziti E-_m
-Cislo 3arze
EF

-Katalogové ¢islo
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