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Felhasznalasi terllet

A Human Herpeszvirus-8 (HHV-8) antitesteket célz6 kozvetett immunfluoreszcens
vizsgalat (IFA) az emberi vérsavéban vagy plazmaban taldlhat6é 1gG antitestek kvalitativ
és szemi-kvantitativ meghatarozasara lett tervezve a HHV-8 lassan bomlé antigének
fuggvényében. A HHV-8 IgG antitestek kimutatdsa emberekben hozzajarulhat az
elsédleges virusfertézés vagy reaktivalas/ujrafertézés diagnosztizalasahoz.

Bevezetés

A Huméan Herpeszvirus-8 (HHV-8), mas néven Kaposi szarkdma herpeszvirus (KSHV),
1994 lett kimutatva, amikor Chang et al két herpeszvirushoz hasonl6 DNS részt
azonositott egy AIDS-el kapcsolatos Kaposi szarkémaban™ szenvedé paciens esetén. A
virust a gamma harpeszvirusok (genus rhadinovirus) csoportjaba soroljak és hasonlit az
EBV-hez a B sejtek iranti tropizmus és a lappangé allapotban torténd létezés képessége
miatt. Erds jarvanytani bizonyitékok vannak arra, hogy a HHV-8 okozéja a Kaposi
szarkoma (KS) korfejlédésében. A HHV-8 a betegség minden formajaban kimutathato:
Klasszikus KS (egy ritka rosszindulatu valtozat, amely id6sebb mediterran éghajlaton él6
személyeknél Iép fel), az afrikai endemikus KS, atultetéssel kapcsolatos KS és AIDS-el
kapcsolatos KS.

A homoszexuélis férfiak® kozotti HHV-8 fertézés terjedésében jelentds szerepet jatszik a
szexudlis kapcsolat. Ugyanakkor, a HHV-8 nyal és atilltetett szervek atjan is terjed®.

A HHV-8 szeroprevalencia aranya az altalanos népesség korében a tudomanyos
irodalom szerint 5-35% ko6z6tt valtozik, az immunologiai vizsgalattél és az adott foldrajzi
helytdl flggetlenldl. Szamos tanulmanyban, nagyon magas IgG antitest titert észleltek KS
paienseknél de nem normalis donoroknal. Iigy, a HHV-8 szeroprevalencia aranya
killonbdzik az EBV, HHV-6, HHV-7, CMV, vagy HSV-1 aranyatdl, ahol >80% a
népességbdl pozitiv a virus antitesteire nézve.

A HHV-8 szeroprevalenciaja véradok kozott 5-10% kozott mozog az Egyesult
Allamokban és Eurépaban®, 10-35% Olaszorszagban és a mediterran orszagokban®,
50% szamos afrikai kozosségben®.

A HHV-8 antitestek elterjedése az altalanos népesség koérében dsszekapcsolhaté a KS
gyakorisagaval szervatiiltetést kdvetéen”. Dokumentumok léteznek, olyan esetre, amikor
a donor allograftjabdl adddik at fert6zés a fogadonak. A HHV-8 fellépése szervatiltetésen
atesett pacienseknél azt a javaslatot eredményezte, hogy a szerv donorokat és a
fogadokat HHV-8 antitestek szempontjabél meg kell vizsgani®®. AIDS pozitiv
paciensekben a HHV-8 antitestek megelézik és elérejelzik a KS kialakulasat®™. A KS a
leggyakoribb neoplazma a péacienscsoportok korében. A HHV-8 kapcsolatban all a
testliregi nyirokcsomédaganatokkal (PEL), tobbcentrikus Castleman betegséggel (MCD),
nem-Hodgkin nyirokcsomédaganattal és myeloma multiplexszel®?.

Napjainkban, a HHV-8 fert6zés PCR elemzéssel és immunoldgiai vizsgalatokkal
mutathaté ki, mint az IFA és az ELISA. Ugyanakkor, a HHV-8 DNS periférias
vérsejtekben is kimutathatd, de csak a fert6zott személyek felében a standard PCR
vizsgalatokat hasznalva®®*¥,

Mivel a PCR vizsgélati rendszerek alacsony érzékenységi fokot mutatnak periférias
vérsejtbél vett DNS hasznalata esetén, a szeroldgiai vizsgalatok hasznosabbnak
bizonyultak jarvanytani vizsgalatok és a HHV-8 fert6zés diagnosztikalasanal, kilénésen a
virussal tortént elézetes fertézés kimutatasaban**'?. A szerolégiai vizsgéalatok a KS
betegségben szenvedd AIDS pozitiv betegek 80-97%-anal, a mintavétel utdn a KS
betegséget 5 éven belll elkapd AIDS pozitiv betegek 54-100%-anal, és a KS betegségen
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at nem esd paciensek 16-56%-anal HHV-8 specifikus antitesteket mutattak ki*?. Ezzel
ellentétben, a PCR ugyanezekben a csoportokban csak 40-50%, 30% illetve 5 -10%
aranyt mutatott ki.

A Biotrin HHV-8 készlet egy sejtvonalon alapszik, amely kifejezi a bomlé antigént,
lehetévé téve az antitestek kimutatasat a bomlo virus fehérjékre nézve.

Szamos herpeszvirus elleni gydgyszer , mint pl. a ganciclovir eredményesen hatnak a
HHV-8 in vivo ellen, de erre nézve csak korlatozott mennyiségi klinikai felmérés létezik.
Tovabbi klinikai kutatas elvégzése szikséges tobb mintaval, a HHV-8 antitest szint
emelkedésének és csokkenésének meghatdrozasara, hogy az informaciot
0sszekapcsolhassak a HHV-8 fert6zéssel és olyan betegségek allapotaval mint a KS.

Vizsgalati elv

A Biotrin koézvetett immunofluoreszcens vizsgalati modszere egy gyors, egyszer
modszer az antitestek meghatarozasara a human herpeszvirus-8 bomlé antigénekre
vonatkozoan. A fluoreszkalé antitest vizsgalat a kdzvetett fluoreszcens antitest festési
mobdszert alkalmazza. A folyamat két alapvet6 Iépésben zajlik:

Az elsb lépésben, a vizsgalandd emberi vérsavd vagy plazma kapcsolatba kerul rogzitett
fert6zott sejtekkel. Az antitest, ha jelen van a vizsgélt mintaban, dsszekapcsolodik az
antigénnel a sejt szubsztratumaban. Ha a vizsgalt minta nem tartalmaz antitestet erre az
antigénre nézve, nem alakul ki vegytlet és a vérsavd komponenseit kimossak.

A mésodik lépésben egy fluoreszceinnel megjeldlt anti-human antitestet adagolnak
hozz4d. Ha a HHV-8 antitest jelen van (pozitiv reakci6), egy fényes almazold
fluoreszcencia lathat6 a fluoreszcencias mikroszkop segitségével.
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Ovintézkedések

pes

Biztonsdgi elbirasok

Kizarolag in vitro diagnosztikai hasznalatra.

A készlet kizarolag képzett laboratoriumi személyzet altal hasznalhato.

A készlet emberi eredetii anyagokat tartalmaz, amelyek POTENCIALISAN FERTOZO
ANYAGOKKENT KEZELENDOK. A kontrolimintakat megvizsgéaltak és a HBsAg és a
HIV 1/2 valamint HCV szempontjabol negativnak nyilvanitottdk. Ugyanakkor, mivel
egy vizsgalat sem képes teljesen kizarni a virusok jelenlétének lehetésegét, banjon
azokkal ugy, mint lehetséges fert6z6 anyagokkal.

Egyes reagensek Thiomersalt tartalmaznak, amely lenyelés esetén mérgez6 lehet.

Az Evans Blue potencialis rakkelté anyag ezért ne érintse meg. Ha a bérével
érintkezésbe kerul, b6 mossa 6blitse le.

Egyes reagensek natrium-azidot tartalmaznak, amely potencialisan robbanékony
fém-azid vegyuleteket hozhatnak létre Slombdl és rézbél készilt vezetékekben.
Eldobaskor a reagenseket b6 vizzel kell le Obliteni az azid lerakodasanak
elkerlléséhez.

Minden klinikai mintat, legyen az fert6z6tt vagy lehetségesen fert6zétt anyag, a
megfeleld laboratériumi elbirasok szerint dobjon el. Az dsszes ilyen anyagot ugy
kezelje és dobja el, mint lehetséges fert6z6 anyagot.

A vegyszereket, a preparatumokat és a készlet elemeit altaldnosan veszélyes
hulladéknak kell tekinteni. Az 6sszes ilyen anyagot ugy kezelje és dobja el, mint
lehetséges fert6zd anyagot, a megfelel6 biztonsagi eljarasok szerint.

Viseljen védéruhat, egyszer hasznalatos gumikesztyit és szemvéd6ét a mintak
kezelése és a vizsgalat végrehajtasa kdzben. Befejezés utdn alaposan mossa meg a
kezét.

Soha ne pipettdzza az anyagokat a szaja segitségével és ne egyen ill. igyon a
laborat6riumi asztalnal.

Eljaras

A lejarati id6 utan ne hasznalja a készletet sem a kulonallé reagenseket.

Ne keverjen vagy helyettesitsen olyan reagenseket, amelyek kulonb6z6 szamu
csomagokbdl szarmaznak.

Ne hasznaljon szennyezett mintakat vagy reagenseket.

A megadott protokolltél valé eltérés hibas eredményekhez vezethet.

A megadott id6 és hdmérséklettartomanyok atlépése a vizsgalat végrehajtasakor
hibas eredményekhez vezethet. A megadott id6- és hémérséklettartomanyokat atlépé
vizsgalatokat meg kell ismételni.

A mosopufferhez j6 minGségl desztillalt vagy deionizalt viz szikséges. A gyenge
minéségl vagy szennyezett viz hatteret okozhat. Bizonyosodjon meg, hogy a
Mosopuffer koncentratumot alaposan dsszevegyitik.

Hasznalat el6tt hagyja, hogy minden reagens szobah6mérsékletive valjon

(20 - 25°C) és keverje jOl 6ssze.

A lemezt ne vegye ki a védétasakjabdl addig, amig készen nem all annak
hasznalatara. Kinyitas el6tt hagyja a lemezt szobahémérsékletre felmelegedni, igy a
véd6tasak megovja azt a kondenzaciotol.

Hosszabb ideig ne hagyja a reagenseket kdzvetlen napfényben és/vagy 2-8°C fokot
meghaladé hémérsékleten.

Ha tbbb mintat fest egy lemezen, egy viaszceruza segitségével vonjon korlatot a
celldk k6zé, annak érdekében, hogy a mintdk ne szennyezzék be egymast.

A tllzott mértékli beagyazé kdzeg hasznalata homalyos fluoreszkalast
eredményezhet.
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Mindig hasznaljon tiszta, lehetbleg egyszer hasznalatos Uvegedényeket a reagensek
el6készitésekor.

Ugyelien, hogy ne szennyezze be a komponenseket és mindig hasznaljon friss
pipetta hegyeket minden egyes minta és komponens esetén.

Ne karcolja meg a cella oldalat a pipetta hegyével vagy a csepegtetével.

A vizsgalat elkezdése elbtt egy azonositasi és elosztasi tervet kell meghatarozni.

készlet elemei

A széllitott anyagok

1.

HHV-8 antigén lemezek:

6 x10 cellas lemez emberi nyiroksejtekkel, amelyek minden egyes Uveg cellaban
képesek a HHV-8 bomlé antigén kimutatasara. A lemezek a védétasak eltavolitasa
utén hasznélatra készek.

HHV-8 1gG pozitiv kontrollminta*:

[CONTROL [+ [1gG |

1x500ul HHV-8 IgG antitest pozitiv emberi kontrollminta. Natrium-azidot tartalmaz.
Hasznélatra kész.

Negativ kontrollminta*:

| CONTROL |- |IgG |

1x500ul HHV-8 IgG antitest negativ emberi kontrollminta. Natrium-azidot tartalmaz.
Hasznalatra kész.

FITC anti-huméan IgG konjugatum®*:

|CONJ [1gG |

1x1.8ml fluoreszceinnel konjugalt kecskébél (inaktivalt) szarmazo anti-human 1gG (sulyos és
konnyl lanc) Evans Blue és Rhodamine utanszinezével. Natrium-azidot tartalmaz.
Hasznalatra kész.

Beagyazé kozeg:

1x2ml Tris pufferes glicerol. Thiomersalt (0,01%) tartalmaz.
Hasznalatra kész.

Mosopuffer koncentratum (PBS):

|BUF | WASH | CONC |

3x tasakocska. A zart aluminium tasakocskakban taldlhaté mosépuffer por egy liter
1x mosopuffer eldallitasahoz elégséges.

Lemez itatods:

A nedvszivo itatosokon el6re kivagott lyukak talalhatok a lemez maszk szaritasahoz.
Hasznalati utasitas:

gh

* Potencialisan fert6z6 anyag
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Sziikséges kiegészité anyagok

e J6 min&ségl desztillalt vagy deionizalt viz.

e Pontos 20ul,100ul és 200pl pipettak és egyszer hasznalatos hegyek.

o Vérsavogylijté felszerelés.

e Idémérd.

e MosOszeres Uvegek és mosétalca.

o Kémcsovek, racsok, pipettak, mikrotitre lemezek és biztonsagi pipettazé eszkdzok a
minta higitasahoz.

e 37°C inkubator.

e Nedves kamra a lemezek inkubaldséhoz.

e Lemeztarto polc és festéedény a lemezek mosasara.

o Fedblemezek: 22x50mm 1 sz. vastagsagu lveg.

e Fluoreszcens mikroszkép: A kontrolimintak és a konjugatumok kalibralasahoz az
alabbiakkal felszerelt fluoreszcens mikroszkdpot hasznaltak.

e 10x szemlencse.

e 16x vagy 40x objektiv.

e Epi-vilagitéberendezés 50W halogén lampaval.

o FITC-gerjesztésziiré KP490.

e Sarga nedvszivo szird K530.

e Piros visszatartosz(ird BG38.

A fluoreszcein cimke 490nm gerjesztési csuccsal és 520nm emissziés csuccsal
rendelkezik. A végpont reaktivitds és a fluoreszcencias intenzitas kozotti kulénbség a
laboratoriumban hasznalt fluoreszcencias berendezés tipusatol és allapotatdl fligg.

Tarolas és allékonysag

e A készlet a kuls6 doboz cimkéjén megadott lejarati datum idejéig stabilnak tekinthetd,
ha 2—-8°C hémérsékleten taroljak. Megjegyzés: Az itatdsok 2-25°C kdzott tarolhatok.

e Hasznalat utdn, minden nem hasznalt komponenst azonnal vissza kell helyezni 2-8°C
tarolasi hémérsékletre.

o Az Osszedllitott mosdszer 4 hétig tarolhatd 2-8°C hémérsékleten.

Mintavétel és tarolas

e A mintakat aszeptikus laboratériumi médszerek segitségével kell begydijteni. A mintédk
1 hétig tarolhatok 2-8°C hémérsékleten és —20°C hdmérsékleten ennél tovabb is.
KerlIni kell a tobbsz6ros fagyasztast és olvasztast.

e A tobb id6n keresztll 6sszegydjtott vérsavo vagy plazma mintakat a szerokonverzio
vagy jelent6s titre ndvekedés bizonyitasara, 7-14 napra kell egymastél gy(jteni és -
20°C hémeérsékleten tarolni. Ezeket a mintakat ezutan szimultan kell vizsgalni.

Reagens és minta el6készitése

Reagens el6készités

Mosoépuffer: A PBS tasak teljes tartalmat adja hozza 1 | friss desztillalt vagy deionizalt
vizhez. Térolja tiszta, zart tartalyban 2-8°C fokon, max. 4 hétig.

Megjegyzés: Ha gyors keverés kdzben sot ad hozza, elésegiti az oldddast.
Az Gsszes tobbi reagens hasznalatra készen és megfeleld higitassal kerll szallitasra.
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Minta el6készités

Kvalitativ vizsgélat: Higitsa a mintat 1:64 mértékben mosépufferrel. Az 6sszes higitast
minimum 100ul mosdpufferben készitse elb.

Kvantitativ vizsgalat: A minta titer a minta mosoépufferben térténé kétszeres sorozatos
higitasanak el6készitésével hatarozhaté meg, kezdve 1:64 higitastol, egyforma
mennyiségl higitott minta és mosopuffer hozzaadasaval minden egyes higitasnal, amig
egy '+1' foku fluoreszcenciat érink el (lasd 'Az eredmények értékelése' részt).

A vizsgalat menete
Hasznalat el6tt hagyja, hogy minden komponens szobahdmérsékletivé valjon (20 -25°C).

1. Lemezek el6készitése
Vegye ki a kivant szdmu lemezt a védétasakbdl és egy viaszceruza segitségével
hazzon vonalat a cellak elvalasztasdhoz. A szamozott cellakbe csepegtessen 1
cseppet (kb. 20ul) mindegyik higitott vizsgalati mintabdl és 1 cseppet (kb. 20ul) a
haszndlatra kész pozitiv és negativ kontrollimintakbdl és 1 cseppet a mosoépufferbdl.
Megjegyzés: Adagoljon elég mennyiséget a celldk teljes betdltéséhez, de a cellak
tartalméat ne keverje 0ssze.

2. Inkubdlja a mintakat
Inkubdlja a lemezeket nedves kamraban 30 percig 35-39°C fokon.

3. Mossa le alemezeket
A peremik mentén mossa le a lemezeket gyenge sugard mosoOpufferben egy
mosoéiuveggel. A sugarat ne irdnyitsa a celldk felé. Helyezze a lemezeket egy
mosopuffert tartalmazoé mosotalcara 10 percig szobahémérsékleten (20-25°C) és
cserélje ki a mosoOpuffer oldatot 5 perc mulva, enyhe razogatas kiséretében. A
cellakat kérulvevd festékmaszkot szinezze be a mellékelt szinezbvel.

4. Inkubalas konjugatummal
Tegyen 1 cseppet (kb. 20ul) a hasznalatra kész konjugatumbdl mindegyik vizsgalati
cellaba. Inkubélja a lemezeket nedves kamraban 30 percig 35-39°C fokon.

5. Mossale alemezeket
Ismételje meg a 3. |épést.

6. Alkalmazza a beagyaz6 kdzeget
Mindegyik cella kdzepébe tegyen 1 kis csepp beagyaz6 kozeget és tegye fel a
fedelet.

7. Vizsgalja meg a lemezeket
Vizsgélia meg a lemezeket egy fluoreszcens mikroszképpal 200-500x nagyitast
hasznalva. A jobb eredmények érdekében, vizsgélja meg a lemezeket azonnal a
vizsgalat elvégzése utan. (Hasonlé eredmények eléréséhez, zarja le a lemezeket
vagy tartsa azokat nedvesen a beagyazd anyag szaradasanak csokkentésére.
Térolja s6tét helyen 2-8°C fokon. Ertékelje 3 napon beliil.)

8. Osztalyozas
A pozitiv reakcio fluoreszcencia szintjén fényestdl halvanyig terjed. A fluoreszcens
reakciot az alabbi intenzitasi skala alapjan osztalyozza: +4 (nagyon fényes), +3
(fényes), +2 (mérsékelt), +1 (gyenge).
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Az eredmények értékelése

Negativ reakcio

Egy minta akkor negativ HHV-8 IgG antitestekre nézve, ha a fert6zott cellak fluoreszcens
szinezése hianyzik.

Pozitiv reakci6

Boml6 antigén esetén, a teljes sejt, a citoplazma és a sejtmag is fluoreszkal.

Egy minta akkor tekinthet6 HHV-8 IgG pozitivnak, ha a fert6zott sejtek zold
fluoreszkdlo szinezése létrejon > 1:64 higitdsnal és a szinezési sablon hasonlit a
pozitiv kontrollminta sablonjahoz. A homalyos z6ld sejtek, amelyek nem hasonlitanak
a pozitiv kontrollmintdhoz, negativnak tekinthetdk.

+4 = nagyon fényes z6ld fluoreszcencia amely nagyon magas titer HHV-8 IgG antitest
valaszt jeldl.

+3 = fényes z06ld fluoreszcencia amely magas titer HHV-8 IgG antitest valaszt jeldl.

+2 = z0ld fluoreszcencia amely kézepes titer HHV-8 IgG antitest valaszt jelol.

+1 = homalyos zdld fluoreszcencia amely alacsony titer HHV-8 IgG antitest valaszt
jeldl. Ez a minta higitasi végpontjat vagy titerjét is jeldli.

A HHV-8 1gG pozitiv mintak titrdladsa kvantitativ eredményeket szolgaltat. Titralasi
sorozatban, a legmagasabb vérsavd higitasi szint, amely “+1” reakciot ad, végpont
titernek tekintendé.

Egy bels6 ellendrzés érdekében, a mikroszkép lemezének minden egyes cellgja
tartalmaz HHV-8 fert6zott és fertézetlen sejteket. A lemez ilyen fajta el6készitése
szandékos. A fertézetlen sejtek, amelyeket a utanszinezés pirosra festett, kontrasztos

hatteret szolgaltatnak.

Az értékelés jelent6sége

A vizsgalt higitasnal nem talaltak
megfigyelhetd fertézott sejt
fluoreszcenciat.

A vizsgalt minta HHV-8 IgG antitest negativ.

Véletlenszer( zold sejtek a fert6zott
sejtek észlelhetd fluoreszkalasa
nélkal.

A vizsgalt minta HHV-8 IgG antitest negativ.

A fert6z6tt sejtek nem adnak legalabb
1+ reakciot

A vizsgalt minta nem-reaktiv és HHV-8 1gG
antitest negativnak nyilvanul.

A vizsgéalt vagy magasabb foku
higitasnal talaltak megfigyelhetd
fert6zott sejt fluoreszcenciat.

A vizsgalt minta HHV-8 IgG antitest pozitiv, ami
el6zetes HHV-8 fert6zésre utal. A
szerokonverzi6 vagy az IgG antitestek titerjének
négyszeres vagy nagyobb mértéki
megnovekedése parositott vérsavd minték
esetén, friss HHV-8 fert6zésre utal.

Fluoreszcencia a fert6zott és a nem
fert6zott sejtekben is.

A vizsgalt minta nem specifikus reakciét ad.
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Mindségellendrzési kritériumok

Minden vizsgalatnak tartalmaznia kell egy pozitiv kontrollmintat, negativ kontrollmintat és egy
ures cellat, amely csak mosoépuffert tartalmaz. Egy vizsgalat eredményei akkor érvényesek,
ha a kdvetkezd feltételek teljesultek:

1. A készletben taldlhat6 HHV-8 IgG pozitiv kontroliminta eléri a > +2 fluoreszcencia
intenzitast.

2. A készletben talalhaté HHV-8 IgG negativ kontrollminta nem ad lathatd
fluoreszcenciét.

3. A csak mosopuffert tartalmazé cella nem ad lathato fluoreszcenciat.

Megjegyzés: A mosopuffert tartalmazé cella konjugatum kontrollmintaként szolgal és
biztositja, hogy a konjugatum nem lép reakciéba a sejt szubsztratummal.

Ha a fenti kritériumok nem teljesuilnek, a vizsgalat érvénytelennek tekintend6 és meg kell
azt ismeételni.

Vart értékek
Szeroprevalencia

A betegség elterjedését Aaltaldaban kimerité antigén szint vizsgalatok utan lehet
meghatérozni, a kor, nem, foldrajzi elhelyezés és tarsadalmi-gazdaséagi statusz alapjan.

A HHV-8 szeroprevalencidja véradok kozott 5-10% kozott mozog az Egyesilt
Allamokban és Eurépaban®, 10-35% Olaszorszagban és a mediterran orszagokban ©,
50% szamos afrikai koézésségben®.

A felel6sség korlatozasa

e A szerolbgiai vizsgalatok, mint az IFA a virusos fert6zés kimutatasara szolgalnak, de
ez nem lehet az egyetlen kritérium a kiértékelésnél. A vizsgalati eredményeket 6ssze
kell hasonlitani a paciens klinikai és jarvanytani profiljaval és mas laboratoriumi
eredményekkel.

e A HHV-8 IgG antitest egyetlen pozitiv eredménye azt jelzi, hogy a virussal mar volt
elézetes érintkezés vagy fert6zés. Jarvanytani célokra egyszeres eredmény
megfelel6. Ugyanakkor, azt nem ajanlatos aktudlis vagy Uj keleti fert6zés
kimutatasara. Aktualis vagy Uj keletl fert6zés kimutatdséara a 7-14 napra egymastol
begylijtétt parositott plazma vagy vérsavo mintak szimultan vizsgalatat kell elvégezni.
Egy négyszeres vagy ennél nagyobb mértéki titer ndvekedés az els6tél a masodik
mintaig aktualis vagy uj kelet( fertézésre utal.

e Autoimmun, mint pl. az anti-nuklearis antitestekkel jar6 (ANA), betegségben
szenved® paciensek esetén a Biotrin vizsgalat nem-specifikus pozitiv reakciokat
észlelt A fert6zott és a nem fert6zott sejtek is fluoreszkalnak, ezzel egy pozitiv HHV-8
reakciét adva. Ezért, egy autoimmun reakcié megfigyelése nem zéarhatja ki a HHV-8
fertézés lehetéségét. A bomlo antitestek vizsgélatanal, létezik a pozitiv ANA reakcio
pozitiv bomlo antitestként torténd értékelésének a veszélye. Az ANA minta
értékelésének dsszehasonlitdsa a pozitiv kontrollminta reakciojaval segithet a hamis
pozitivak kiszlirésében.
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Teljesitmény jellemzdék

Erzékenység és specificitas

Diagnosztikai érzékenység

HHV-8 IgG antitestek elemzésére, egy mas ismerten pozitiv mintaalapbél 33 mintat
megvizsgéltak a Biotrin HHV-8 IgG IFA modszerrel. Az dsszes 33 pozitiv eredményt
adott, 100%-o0s érzékenységet jelezve. A pozitiv mintaalapot egy masik
kereskedelemben kaphaté vizsgalati készlettel vizsgaltdk meg.

Erzékenység:Valc’)di pozitivak/(Valodi pozitivak+Hamis negativak +Hatarozatlanok) x 100
Erzékenység =33/(33 + 0 + 0) x 100 = 100%
Erzékenység = 100%

Diagnosztikai specificitas

A Biotrin HHV-8 IgG IFA specificitdsat 122 véradd negativ mintdjanak megvizsgalasaval
végezték el. Ezeket a mintakat negativnak talaltak miutan megvizsgéltdk azokat a Biotrin
HHV-8 IgG IFA modszerrel és két masik - kereskedelemben kaphaté - vizsgalati
készlettel a kett6 a harombdl szabalyt alkalmazva. A 122 mintabdl, 114 negativ és 8
pozitiv lett. 94% specificitast értek el az alabbi egyenlet alapjan:

% Specificitas=Valddi negativak/(Valédi negativak+Hamis pozitivak+Hatarozatlanok) x
100

% Specificitas 114/(114 +8 + 0) x 100 = 94%

% Specificitas = 94%

Keresztreaktivitas

A Biotrin HHV-8 IgG IFA specificitasanak megallapitasara, 42 vérsavd mintat vizsgaltak
meg. A kovetkezé tablazat dsszefoglalja az eredményeket, a kdvetkezd betegségben
szenvedb betegek vérsavo mintgjanak megvizsgalasat kovetden:

11
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1. Tablazat

Virus Biotrin HHV- 8 IgG IFA
Lyme 0/3
Emberi T-sejt nyirokcsomdésorvadés virus (HTVL) 0/2
Antinukleéaris antitest (ANA)* 3/3
HHV6 IgG 0/3
HIV-1 0/9
Hep C 0/2
Hep B 0/2
Cytomegalovirus (CMV 1gG) 0/4
Epstein Barr Virus (EBV) 0/2
Herpes Simplex Virus (HSV) 0/3
Varicella Zoster Virus (VZV) 0/2

! Keresztreakciok (lasd a Felelésség korlatozasa részt).
Interferenciak (elemzési specificitas)

Az interferencia vizsgalat a hemolizis, bilirubin és a reumaszer( tényezék vizsgalatat
tartalmazta.

Egyes nem-specifikus fluoreszcenciat észleltek. Ugyanakkor, ezek nem interferdlédtak a
fluoreszcencia intenzitasanak értékelésénél pozitiv eredmény esetén. Az sszes festett
lemezen egy téglavords utanszinezés volt észlelhetd.

12
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Reprodukalhat6sag
Vizsgalaton bellli reprodukalhatésag
Amikor készlet kontrollmintakat, mosépuffer kontrollmintakat, atlagos és magas titeri IgG

mintakat vizsgaltak 20 alkalommal 3 kildnb6zé termékcsomagbdl ugyanazon a napon,
az eredmények a kévetkezék voltak.

2. Tablazat
Kontrollmint 1. csomag 2. csomag 3. csomag
ak
PC 3+/4+ 3+-4+ 4+
NC 0 0 0
Mosopuffer 0 0 0
MAGAS 1. csomag 2. csomag 3. csomag
1 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
2 3+ 3+/4+ 4+
3 3+/4+ 3+ 4+
4 3+ 3+ 4+
5 3+/4+ 3+ 4+
6 3+ 3+ 4+
7 3+ 3+ 4+
8 3+ 3+/4+ 4+
9 3+ 3+ 4+
10 3+ 3+/4+ 3+/4+
11 3+ 3+ 4+
12 3+ 3+/4+ 3+/4+
13 3+ 3+ 4+
14 3+ 3+ 4+
15 3+ 3+ 4+
16 3+ 3+ 4+
17 3+ 3+ 4+
18 3+ 3+/4+ 3+/4+
19 3+ 3+/4+ 4+
20 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
KOZEPES 1. csomag 2. csomag 3. csomag
1 2+ 2+ 2+/3+
2 1+/2+ 2+ 2+
3 2+ 2+ 2+/3+
4 2+ 2+ 2+
5 1+/2+ 2+ 2+
6 2+ 2+/3+ 2+
7 2+ 2+ 2+
8 2+ 2+ 2+/3+
9 1+/2+ 2+ 2+/3+
10 2+ 2+ 2+3+
11 2+ 2+ 2+
12 2+ 2+ 2+
13 1+/2+ 2+ 2+
14 1+/2+ 2+ 2+
15 1+ 2+ 2+
16 2+ 2+ 2+3+
17 2+ 2+ 2+
18 1+/2+ 2+ 2+/3+
19 2+ 2+ 2+/3+
20 2+ 2+ 2+

13
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Amikor készlet kontrollmintakat, mosopuffer kontrollmintakat, alacsony, atlagos és
magas titerd IgG vérsavo mintakat vizsgaltak 10 alkalommal 3 kuloénb6zé
termékcsomagbdl kuldnbozé napon, az eredmények a kovetkezdk voltak.

3a.Tablazat
1. csomag
. 1. 2. 3. 4, 5. 6. T . 8. 9. 10.
Mintak . . . . . . . . . . . . vizsgala | . . . . . ;
vizsgalat | vizsgélat | vizsgélat | vizsgalat | vizsgélat | vizsgélat A vizsgalat | vizsgélat | vizsgalat
PC 3+/4+ 3+ 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+4+
NC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mosopuffer 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Magas 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Magas 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+ 4+ 3+/4+
Kbzepes 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+ 1+/2+ 1+
Kdzepes 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+ 1+/2+ 2+ 1+ 2+ 1+
PC 1:256* 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+
Negativ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3b. Tablazat
2. csoma
- 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Mintak . . . . . . . , . ; . )} . , . , . . . .,
vizsgélat | vizsgdlat | vizsgalat | vizsgélat | vizsgalat | vizsgélat | vizsgélat | vizsgalat | vizsgdlat | vizsgéalat
PC 4+ 3+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+/4+
NC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Moso6puffer 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Magas 3+/4+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+ 3+
Magas 4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+
Kozepes 2+ 2+ 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+
Kozepes 1+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+/2+
PC 1:256* 1+/2+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+/2+
Negativ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3c. Tablazat
3. csomag
o 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
Mintak . . . . . . . . . . . . . ) . . . . . .
vizsgélat | vizsgélat |vizsgalat | vizsgélat | vizsgalat | vizsgalat | vizsgélat | vizsgalat | vizsgalat | vizsgélat
PC 3+ 3+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+
NC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mosoépuffer 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Magas 3+ 3+ 3+ 4+ 2+/3+ 3+ 2+/3+ 3+ 3+ 2+/3+
Magas 4+ 3+/4+ 3+/4+ 4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+/4+ 3+
Kbzepes 1+ 1+ 1+/2+ 2+/3+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 1+/2+ 2+ 1+
Kozepes 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+ 1+/2+ 1+ 1+
PC 1:256* 2+ 1+/2+ 1+/2+ 2+ 2+ 1+/2+ 1+ 2+ 2+ 1+
Negativ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Negativ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* Tartalmazott egy pozitiv kontrolimintat 1:256 mosépufferes higitassal
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A HHV-8 IgG IFA eljaras rovid ismertetése

Fontos észrevétel:
A vizsgalat elkezdése el6tt, olvassa végig a teljes hasznalati utasitast. Ez a rovid
ismertet6 csak tajékoztatoként szolgal.

Kvalitativ meghatarozas: Higitsa a paciens mintat 1:64 meértékben mosopufferrel
Kvantitativ titrdlas: Kezdje 1:64 minta higitassal mosopuferben, majd adjon egyforma
mennyiségi higitott mintat és mosopuffert minden egyes kdvetkezd higitasnal

v
Adagoljon ~20ul pozitiv kontrollmintat a lemez 1. sz. cellajaba
Adagoljon ~20ul negativ kontrollmintat a lemez 2. sz. celljaba

Adagoljon ~20ul mosépuffert a lemez 3. sz. cellajaba
Adagoljon ~20ul higitott mintat a tébbi cellaba (cellanként egy minta)

v
Inkubdlja a lemezt 35-39°C fokon 30 percig

v
Mossa le a lemezt mosopufferrel

v
Minden cellaba adagoljon 20ul (1 csepp) konjugatumot
v
Inkubdlja a lemezt 35-39°C fokon 30 percig
v
Mossa le a lemezt mosépufferrel
v
Helyezzen 10ul beagyazo kdzeget mindegyik cellaba és fedje le
v

Vizsgalja meg a lemezt egy fluoreszcens mikroszkoppal

15
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Jelmagyarazat

In-vitro diagnosztikai orvosi eszkdz

Csomagkadd

Katalégus szam

H&meérséklet korlatozas

Lejarati datum

Gyarté

Lenyelés esetén veszélyes. Savval
torténd érintkezés hatasara rendkivil
meérgezd gazok keletkeznek.

Haszndlati utasitas:
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Kiegészitd Biotrin termékek

A Biotrin International egy - a rutinszeri laboratériumi diagnosztikanak megfelel6 - egyedi
Human herpeszvirus vizsgalati készletet ajanl fel az érdekl6ddk szamara.

Catalogue Number: Product Number of tests
V3HHV6 Human Herpesvirus-6 IgG IFA 4 X 10 well slides
V17HHV6 Human Herpesvirus-6 IgM IFA 4 X 10 well slides
V15HHV6 Human Herpesvirus-6 I1gG EIA 96 well plate EIA
V18HHV8 Human Herpesvirus-8 IgG IFA 6 X 10 well slides
V19HHVS Human Herpesvirus-8 IgG EIA 96 well plate EIA

Biotrin International Ltd.

93 The Rise, Mount Merrion
Co. Dublin

Ireland

Tel: +353 (01) 2831166
Fax: +353 (01) 2831232

E-mail: info@biotrin.ie

www.biotrin.com

A
Biotrin

Errél a termékrél vagy barmely mas Biotrin termékrél sz616 bévebb informaciéért
kérjuk, keresse fel weboldalunkat

www.biotrin.com
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