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1.

Cel zastosowania

Zestaw testowy LINE Immunoblot do jakoSciowego oznaczania swoistych przeciwciat IgG lub IgM wirusa Epsteina-Barr (EBV)
w surowicy ludzkiej. Zestaw mozna stosowa¢ w rozszerzonej diagnostyce EBV do zrdznicowania lub zabezpieczenia
seronegatywnosci, zakazenia pierwotnego i przebytego zakazenia.

Zasada przeprowadzania badan

3.

Biatka antygenu czynnika chorobotwoérczego sa przenoszone za pomocg specjalnej metody rozpylowej na membrane
nitrocelulozowa. Membrana nitrocelulozowa zostaje nastepnie pocieta na pojedyncze paski.

Inkubacja optaszczonych antygenami paskéw z nitrocelulozy z probkami surowicy ludzkiej/osocza ludzkiego pozwala na
oznaczenie obecnych swoistych przeciwciat. Te przeciwciata stanowig immunokompleksy ze znajdujgcymi sie na paskach
testowych i tam umocnionymi antygenami. Po usunieciu niezwigzanych przeciwciat poprzez poszczeg6lne kroki procedury
mycia pojedyncze paski nitrocelulozy zostajg inkubowane wraz z antyludzkimi przeciwciatami IgG lub IgM koniugowanymi
alkaliczng fosfataza. Po usunieciu poprzez dalszy krok w procedurze mycia niezwigzanych skoniugowanych przeciwciat
nastepuje uwidocznienie komplekséw antygenéw/przeciwciat /przeciwciatl zwigzanych/ poprzez dodanie nie barwionego
poditoza-substratu, ktéry w wyniku enzymatycznej przemiany wytwarza niebiesko-fioletowe pasma /"pasma antygenu”/.
Reakcja enzymatyczno-substratowa zostaje zahamowana poprzez przemycie paskéw nitrocelulozowych przy pomocy wody
destylowanej /dejonizowanej/. W zaleznosci od zaobserwowanego wzoru pasm mozna zamkna¢ /procedure/ w odniesieniu do
obecnosci swoistych przeciwciat IgG lub IgM.

Zawartos¢ opakowania

3.1

3.2

Zestaw dla 32 okreslen

1. Paskitestowe IgG lub IgM z nitrocelulozy spryskane antygenami,

wzmocnione folig, sortowane w zeszyciku, gotowe do uzycia 1x 32 paskow
2. Sprawdzian IgG lub IgM typu Cut off, surowica ludzka, po rozcienczeniu wstepnym 1x 1,0 ml
3. Bufor do rozcienczania/ptukania, pH 7,3 (10x stez.), ze $srodkiem konserwujgcym i Tris 2x 50 ml
4. Koniugat IgG lub IgM Konjugat (100x skoncentrowany)

antyludzki, (kozia)-alkaliczna fosfataza, ze Srodkiem konserwujacym 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gotowy do uzycia 1x 57 ml
6. Karta protokotu czynnosci oceniania

do protokotowania i archiwizowania wynikéw 1x 1 sztuka.

Zestaw dla 96 okreslen

1. Paskitestowe IgG lub IgM z nitrocelulozy spryskane antygenami,

wzmocnione folig, sortowane w zeszyciku, gotowe do uzycia 3x 32 paskow
2. Sprawdzian IgG lub IgM typu Cut off, surowica ludzka, po rozcienczeniu wstepnym 2x 1,0 ml
3. Bufor do rozcienczania/ptukania, pH 7,3 (10x stez.), ze $srodkiem konserwujgcym i Tris 4x 50 ml
4. Koniugat IgG lub IgM Konjugat (100x skoncentrowany)

antyludzki, (kozia)-alkaliczna fosfataza, ze Srodkiem konserwujagcym 3x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), gotowy do uzycia 3x 57 ml
6. Karta protokotu czynnosci oceniania

do protokotowania i archiwizowania wynikéw 3x 1 sztuka.

Na zyczenie dostepne réwniez:

1gG wzgl. IgM- kontrola dodatnia, ludzka surowica, po rozcienczeniu wstepnym, 0,5 ml.
Pasma dodatnie > punkt odciecia mozna znalez¢ w zataczonym certyfikacie.
(nr katalog.: 1I9G: WE102P60 wzgl. IgM: WE102P80)

1gG/IgM- kontrola ujemna, ludzka surowica, po rozcienczeniu wstepnym, 0,5 ml.
Kontrola ujemna nie wykazuje zadnych pasm wzgl. zadnych istotnych dla interpretacji pasm > punktu odciecia.
(nr katalog.: 1gG/IgM: WE102N10)
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4. Przechowywanie i okres trwato$ci zestawu testowego oraz odczynnikdéw

Zestaw testowy przechowywacé w temperaturze 2-8°C. Okres trwatosci poszczeg6lnych komponentéw jest zaznaczony na

odpowiedniej etykiecie, okres trwatosci zestawu patrz certyfikat kontroli jakosci.

1. Poszczego6lnych odczynnikéw nie nalezy zamrazac i nie wystawiac ich na dziatanie wysokich temperatur.

2. Nie uzywac odczynnikéw po uptywie ich daty waznosci.

3. Nalezy unika¢ sktadowania odczynnikéw w sytuacji /w pomieszczeniach/ jaskrawego Swiatta.

4. Roztwdr substratu BCIP/ NBT wrazliwy jest na Swiatto, dlatego przechowywany musi by¢ w pomieszczeniach /naczyniach/
ciemnych.

5. Paski testowe nitrocelulozowe: Po wyjeciu paskéw z torebki nalezy ich natychmiast uzy¢. Torebki z nieuzywanymi
paskami natychmiast znowu szczelnie zamkna¢ i przechowywaé w temperaturze od 2 do 8°C. Dla archiwizowania wynikéw
paski testowe nitrocelulozowe muszg by¢ koniecznie chronione przed bezposrednim Swiattem stonecznym celem
unikniecia napecznienia poszczeg6lnych tasiemek.

Materiat Stan Przechowywanie Stabilnos¢é
Praébki bez rozcienczenia +2 do +8°C 1 tydzien
Paski testowe po otwarciu *2 d%;g;éfgﬁiﬂgr\gm;me w 3 miesiace
Kontrole po otwarciu +2 do +8°C 3 miesiace
po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
Koniugat
po rozciericzeniu +2 do +8°C ok.6h
Substrat po otwarciu *2do +8;$Vi§?éfnr;'ac przed 3 miesiace
po otwarciu +2do +8°,C _(chroniac przed 3 miesiace
Swiattem)
Roztwér do ptukania po ost(zt;%wgrgorzz;ceig;:zemu +2 do +8°C 4 tygodnie
po ost(zt;%arllgrgorzzi;lceig;:zenlu lub temperatura pokojowa 2 tygodnie
5. Srodki ostroznosci oraz wskazéwki ostrzegawcze

1. Jako surowice kontrolne stosowane sa tylko takie surowice, ktéra zostaty przebadane i uzyskaty wynik negatywny na
przeciwciata przeciw HIV1, HIV2, HCV i antygen powierzchniowy wirusa Hepatitis B. Surowice kontrolne, proébki, probki
rozcienczone, koniugaty i nitrocelulozowe paski testowe nalezy mimo to traktowac jako materiat potencjalnie zakazny i
obchodzi¢ sie z nimi odpowiednio ostroznie. Obowigzujg odpowiednie wytyczne dotyczace prac laboratoryjnych.

2. W trakcie przeprowadzania procedury Immunoblot nalezy nosi¢ rekawice jednorazowego stosowania i uzywac pincety
plastikowe;.

3. Usuwanie zuzytych materiatdbw nastepuje zgodnie z wytycznymi obowigzujacymi w danym kraju.

4. Tace do inkubacji sg przeznaczone przez producenta tylko do jednorazowego uzytku. Wielokrotne uzycie tac do inkubacji
nastepuje na odpowiedzialno$¢ uzytkownika. W przypadku ewentualnego wielokrotnego zastosowania zalecamy
dezynfekcje tac do inkubacji po uzyciu przez kilka godzin w 1% roztworze podchlorynu sodu, ich czyszczenie oraz doktadne
ptukanie woda wodociggowg i wodg destylowang / dejonizowana.

6. Materialy dodatkowo potrzebne (niezatgczone w zestawie)

1. Wannainkubacyjna /w razie konieczno$ci mozna jg otrzymac¢ pod numerem zaméwienia WE300.08/

2. Wstrzgsacz /pionowy, nie centryfugalny/

3. Butelka do wstrzyknie¢ dla wykonywania pomiaréw

4. Pipeta lub urzadzenie do mycia recznego

5. Mikropipeta 5 pl - 1500 pl

6. Nasadki do pipet

7. Rurki prébnicze /tubki do prébek/ - o pojemnosci od 2 do 20 ml

8. Pinceta plastykowa
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9. Woda destylowana lub dejonizowana
10. Papier filtracyjny /filtrowy/

7. Materiat badawczy

Jako materiat badawczy mozna zastosowac¢ surowice i osocze (przy tym nie ma znaczenia rodzaj antykoagulantéw), nawet
jesli w ulotce informacyjnej wymieniona jest tylko surowica.

8. Przeprowadzanie testu /badania/

Doktadne przestrzeganie przepiséw roboczych VIROTECH Diagnostics jest warunkiem uzyskania prawidtowych wynikow.

8.1 Przygotowanie probek

1. Naprébke pacjenta wymagane jest 15 pl surowicy lub osocza.

2. Probki krwi nalezy pobiera¢ w warunkach aseptycznych poprzez punkcje zyty. Po catkowitej koagulacji nalezy oddzieli¢
surowice (nie dotyczy osocza). Chcac przechowywaé probki diuzej surowice nalezy zamraza¢ w temperaturze -20°C.

3. Unika¢ nalezy powtérnego zamrazania i rozmrazania surowic.

4.  Surowice, ktére zostaty zaktywizowane w temperaturze dodatniej, lipemicznie, hemolitycznie lub kontaminowane
mikrobiologicznie prowadzi¢ moga do sfalszowanych wynikéw, dlatego tez nie powinny by¢ uzywane i wykorzystywane.

5.  Nie uzywac i nie wykorzystywa¢ zmetniatych probek surowicy /w szczegoélnosci po ich rozmrozeniu/, w razie koniecznosci
centryfugowac /5 minut w sytuacji 1000 x g/, wyklarowac /oczysci¢/, odpipetowac warstwe gorng, po czym wykorzysta¢ w
tescie badawczym.

8.2 Przygotowywanie odczynnikéw

1. W celu dostosowania do procedur laboratoryjnych mozliwe jest przetwarzanie wszystkich testéw LINE i EcoBlot w jednym
przebiegu testu z takimi samymi czasami inkubaciji i sktadnikami niezaleznymi od parametréw/serii. Kontrole cut off sg
stosowane w spos6b swoisty dla parametréw i serii.

2. Przed rozcienczeniem wszystkich odczynnikéw testowych aktualny/dany koncentrat doprowadzi¢ nalezy do temperatury
pokojowej. Uzywac jedynie wody destylowanej /dejonizowanej/ wysokiej jakosci, a badania i testy przeprowadzaé¢ w
temperaturze pokojowe;.

3. Roztwory rozciericzone nalezy przed zastosowaniem ich do testéw dobrze przemieszac.

4. Srodek myjny buforowy rozcienczajacy
Bufor do rozciericzania/ptukania jest dostepny w 10-krotnym stezeniu. Koncentrat buforu do rozcienczania/ptukania
rozcienczy¢ w stosunku 1:10 wodg destylowang lub dejonizowana (10ml/50ml/100ml koncentratu + 90ml/450mlI/900ml
wody dest./dejonizowanej), dobrze wymieszac.

Zarbwno stezony, jak i rozcienczony bufor do rozcienczania/ptukania moze mie¢ ewentualnie z6ite zabarwienie. Takie
z6lte zabarwienie nie ma wplywu na okres trwatosci buforu do rozcienczania/ptukania, ani na funkcjonalnos¢ i znaczenie
diagnostyczne testu.

5.  Koniugat IgG lub IgM
Koniugat rozcieniczy¢ 1 + 100 ostatecznie rozcieniczonym buforem do rozcienczania/ptukania. Dobrze wymieszac. Na jedng
prébke surowicy wymagane jest 1,5 ml roztworu uzytkowego koniugatu. Patrz tabela rozcienczania koniugatu (punkt:
"Schemat przebiegu badania").

6. Roztwor substratu
Roztwdr substratu dostarczany jest w stanie gotowym do uzytku.

8.3 Przeprowadzanie testu Immunoblot

Uwaga: Nitrocelulozowe paski testowe testowane by¢ moga jedynie w dozwolonej klasie Ig /zobacz - etykietana
zeszyciku Blot oraz okreslenie na kazdym poszczegdélnym pasku testowym/..

Do prawidlowego wykonania i oceny testu EBV LINE w kazdej prébie musi wystepowac swoista dla
parametrow i serii kontrola cut off.

Dla pewnego zdiagnozowania EBV LINE, nalezy ja przeprowadza¢ w opcji IgG oraz IgM.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

8.4

Test przeprowadzac nalezy w temperaturze pokojowej.

W odniesieniu do kazdej probki wiozy¢ kazdorazowo 1 pasek do rynny czystej wanny inkubacyjnej. Paski dotyka¢ nalezy
mozliwie jedynie na oznakowanym goérnym ich korcu.

Pipetowaé kazdorazowo 1,5ml gotowego do uzytku Srodek myjny buforowy rozciericzajacy, po czym ustawié¢ na
wstrzgsaczu. Zwracac przy tym uwage nato, by paski testowe nitrocelulozowe réwnomiernie przykryte byty ptynem, paski
testowe bowiem nie moga ulegac¢ procesowi wysychania w trakcie catego okresu przeprowadzania testu.

Przykryte ptynem /dost. schowane/ paski testowe nitrocelulozowe cate sa nawilzane w czasie jednej minuty, i inkubowane
by¢ moga zaréwno w potozeniu grzbietowym, brzusznym lub bocznym.

Dodac pipeta po 15 ul surowicy/osocza pacjenta lub 100 pl kontroli cut off/pozytywnej/negatywnej, w miare mozliwosci
przy gérnym, oznaczonym korcu paska. Surowice pacjenta oraz kontrole inkubowac¢ na wstrzgsaczu przez okres 30 minut.
W trakcie pipetowania i tacznego odlewania zwraca¢ uwage na to, by nie doszto do kontaminacji krzyzowej/skrzyzowanej
poszczegolnych probek pacjentow.

Wyssac ptyn catkowicie z rynien lub ostroznie odla¢ ten ptyn. W przypadku odlewania ptynu paski testowe nitrocelulozowe
pozostajg na spodzie rynien i przylegaja do nich. Pozostate resztki ptynu odkropli¢ na papier chtonny /bibute/.

Mycie paskow: inkubowa¢ paski kazdorazowo na wstrzgsaczu uzywajac 1,5 ml gotowego do uzytku $rodka myjnego
buforowego rozcienczajgcego w czasie 3 x 5 minut. Za kazdym razem bufor myjny catkowicie odessa¢ lub odla¢. Przed
zakonczeniem ostatniego kroku myjnego sporzadzi¢ potrzebng ilo$¢ roztworu w oparciu o Swiezy roztwor koniugatu
/zobacz - tabela/.

Wyssac ptyn catkowicie z rynien lub odla¢ /zobacz - punkt 6/.

Pipetowa¢ kazdorazowo 1,5 ml sporzadzonego roztworu koniugatu do odpowiednich rynien inkubacyjnych, po czym
inkubowac¢ go na wstrzasaczu 30 minut.

Wyssac ptyn catkowicie z rynien lub odla¢.

Mycie paskow: inkubowa¢ paski kazdorazowo na wstrzgsaczu uzywajac 1,5 ml gotowego do uzytku $rodka myjnego
buforowego rozcienczajacego w czasie 3 x 5 minut. Za kazdym razem bufor myjny catkowicie odessac lub odla¢. Nastepnie
sptuka¢ woda destylowang lub woda dejonizowang w czasie 1 x 1 minuta.

Wyssac ptyn catkowicie z rynien lub odla¢ (zobacz - punkt 6).

Pipetowa¢ kazdorazowo 1,5 ml gotowego do uzytku roztworu substratu do rynien, po czym rozwija¢ go w czasie 10 + 3
minuty na wstrzasaczu.

Zatrzymac proces nabierania barwy poprzez odlanie roztworu substratu. Nastepnie my¢ paski bez inkubacji posredniej 3
X przy pomocy kazdorazowo 1,5 ml wody destylowanej lub wody dejonizowane;.

Odla¢ wode destylowang /wode dejonizowana/, po czym suszy¢ paski na czystym zdolnym do wysysania ptynu papierze
/bibule/. Zabarwienie tta /poditoza/, ktére mozna zaobserwowa¢ w odniesieniu do wilgotnych paskéw testowych
nitrocelulozowych, znika zupetnie w przypadku paskéw suszonych. Wzmocnione paski testowe nitrocelulozowe wymagaja
w poréwnaniu do konwencjonalnych paskéw testowych nitrocelulozowych nieco wiecej czasu do zupeinego ich
wyschniecia.

Celem sporzadzenia oceny wykorzysta¢ dotgczony protokét oceny. Opisy i napisy szczeg6towe na karcie protokotowej
utatwig Panstwu ocene probek pacjentow.

ISchemat przebiegu testu - zobacz strona ostatnia|

Zastosowanie procesoréw Immunoblot

Do zautomatyzowanego przetwarzania testow Blot i LINE walidowane sa nastepujagce urzadzenia: Apollo i Profiblot.
Zasadniczo nadajg sie wszystkie dostepne w handlu automaty Blot.

9. Ocenawynikéw badania
Dla dokonania bezpiecznej i pewnej oceny kazdy z paskow LINE wyposazony jest w dwie kontrole:
1. Kontrola surowicy (= serum control): Jedynie po inkubacji z obecnoScig surowicy pacjentéw ukazuje sie pod linig
oznakowana /= markline/ pasmo inkubacyjne surowicy.
2. Kontrola koniugatu (= conjugate control): Pasek LINE jest wyposazony w pasmo kontrolne koniugatu, ktére pojawia sie
po inkubacji z odpowiednim koniugatem.
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Przeprowadzenie testu jest udane /dost. aktualne/, gdy na rozwinietym pasku testowym nitrocelulozowym mozna rozpoznaé

w sposOb wyrazny zaréwno kontrole surowicy, jak réwniez i wewnetrzng kontrole koniugatu. Pozycje paska kontrolnego

surowicy oraz paska kontrolnego koniugatu znajdziecie Panstwo w karcie protokotu.

9.1 Ocena prébek pacjentow
Pozycje i nazwe pasm reakcyjnych mozna znalez¢ w formularzu protokotu.

Pasma IgM:
Pasma lgG:

gp125, p18, EA-D
EBNAL, gp125, p18, EA-D

9.2 Zastosowanie kontroli cut off
Pasma, ktérych intensywnos¢ jest mniejsza niz pasm(a) cut off kontroli cut off, nie sg wigczane do oceny.

Pasma IgG Cut off:

Pasma IgM cut off:

1. p18 do oceny:

pasma gpl25, p18 i EA-D

pasma EBNAL, przy pozytywnej serologii IgM

2. EBNA1 do oceny:
p18 do oceny:

9.3 Znaczenie antygenow
Wykaz stosowanych syntetycznych peptydéw antygenowych (EBNAL, p18, EA-D) oraz oczyszczonego metodg powinowactwa
antygenu gp125 antygenu wirusa Epsteina Barr.

pasma EBNAL, przy neg. serologii IgM
pasma gpl25, p18 i EA-D

Antygen /
Nazwa

Znaczenie antygenow

Swoistos¢ przeciwciat w
LINE

EBNA1

Epstein-Barr Nuclear Antigen, biatko wirusowe, ktérego ekspresja ma
miejsce w jadrze komoérek z utajonym zakazeniem. Przeciwciata 1gG
przeciwka EBNAL sa uznawane za pewne markery przebytego zakazenia
EBV. W rzadkich wyjatkowych przypadkach moze nie wystepowac
odpowiedz immunologiczna 1gG na EBNA1 (pierwotnie lub wtérnie). U
pacjentéw o obnizonej reakcji immunologicznej miana przeciwciat 1gG
przeciw EBNA1 moga silnie spada¢ (wtérna utrata EBNA1).

1gG:

Centralny wysoce swoisty
Marker przebytego zakazenia
EBV

VCA-gp125

Opisano rozne antygeny “Virus Capsid Antigen”. Jako immunodominujace
uznawane sa tu biatka gp125i p18.

Przeciwciata IgM przeciwko VCA-gp125/p18 znikajg z reguty ponownie kilka
tygodni po zakazeni, przeciwciata IgG przeciwko VCA-gp125/p18 utrzymujg
sie przez cate zycie. W przypadku reaktywacji czasami dochodzi do
ponownego wytworzenia przeciwciat IgM przeciwko VCA-gp125/p18.

19G-gp125:
wysoce swoisty ogolny
marker zakazen EBV

IgM:
wysoce swoisty marker
pierwotnego zakazenia EBV

VCA-p18

Patzr réwniez objasnienia w punkcie "Znaczenie" przy VCA-gp125.

Peptyd pl18 jest w serologii IgM wysoce swoistym markerem zakazen
pierwotnych. W przypadku zakazen pierwotnych z reguly najpierw ma
miejsce wyrazna odpowiedz przeciwciat IgM anty-p18, a nastepnie wzrost
przeciwciat 1gG anty-p18. Ten wzrost IgG osigga swoje maksimum, gdy
miana IgM spadaja, a przed wystgpieniem odpowiedzi immunologicznej IgG
na EBNAL.

1gG-p18:

wysoce swoisty marker
kontaktu z EBV w stasium
zaawansowanym

IgM:
wysoce swoisty marker
pierwotnego zakazenia EBV

EA-D

“Early Antigen-Diffuse” nalezy do wczesnych antygendéw, ktérych synteza
odbywa sie w cyklu replikacji wirusowej (aktywnej fazie zakazenia).
Przeciwciata 1gG i IgM przeciwko EA-D wystepujg zwykle w przypadku
zakazen pierwotnych przy jednoczesnie negatywnym EBNA-IgG. Podczas
rekonwalescencji przeciwciata IgG przeciwko EA-D spadaja, ale moze dojs¢
réwniez do ich ponownego silnego wzrostu w przypadku reaktywacji EBV.

1gG:

1.) swoiste dla zakazen
pierwotnych EBV

2.) marker serologiczny
reaktywacji EBV
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Ten wzrost przeciwciat nie daje jednak informacji o istotnosci klinicznej | IgM:
reaktywacji EBV. swoiste dla zakazen

pierwotnych EBV

9.4 Kryteria oceny
Interpretacja wynikéw serologicznych powinna zawsze uwzglednia¢ obraz kliniczny, dane epidemiologiczne oraz dalsze
bedace do dyspozycji wyniki laboratoryjne.

Zalecana ocena IgM

Pasmo(-a) Ocena Opinia

brak pasm negatywna Niewykrywalne przeciwciata IgM przeciwko antygenom EBV.

lub

pasmo(-a) < pasma Cut off

gpl25 pozytywna Wskazowka zakazenia pierwotnego, zwtaszcza w przypadku braku odpowiedzi
> pasma Cut off (p18) immunologicznej IgG na EBNAL (patrz réwniez ocena IgG dla EBNA1)

p18 pozytywna Wskazowka zakazenia pierwotnego, zwtaszcza w przypadku braku odpowiedzi
> pasma Cut off (p18) immunologicznej IgG na EBNAL (patrz réwniez ocena IgG dla EBNA1)

EA-D izoluje reaktywnie | negatywna Przeciwciata IgM przeciwko EA-D sg wytwarzane czesto w zakazeniach

> pasma Cut off (p18) pierwotnych, wystepuja jednak zawsze razem z przeciwciatami IgM przeciwko

p18i/lub gp125 i z tego powodu nie sg uwzgledniane w ocenie.

Zalecana ocena IgG przy negatywnej ocenie IgM

Wystepujgce pasmo(-a) w IgG = pasm cut off | Ocena IgG | Przykiadowy tekst wyniku

Ocena IgM EBNA1 | gpl25 pl8 EA-D

2 pasm | = > >

cut off pasm cut | pasm cut | pasm cut
EBNA1 | off p18 off p18 off p18

Negatywna neg. neg. neg. neg. Negatywna | Nie wykryto przeciwciata
przeciw antygenowi EBV
poz. neg./poz. | neg./poz. | neg./poz. | Pozytywna | Wskazuje na przebyte
zakazenie EBV
neg. poz. poz. neg./poz. | Pozytywna | Wskazuje na przebyte
zakazenie EBV
neg. poz. neg. neg. Pozytywna | Wskazuje na kontakt z EBV.

Nie jest mozliwe rozréznienie
miedzy pierwotnym a
przebytym zakazeniem.
Zalecana kontrola

neg. neg. poz. neg. Pozytywna | Wskazuje na przebyte
zakazenie EBV. Zalecana
kontrola

neg. neg. neg. poz. Pozytywna | Wskazuje na kontakt z EBV.
Pilnie zalecana kontrola.

neg. poz. neg. poz. Pozytywna | Podejrzenie zakazenia

pierwotnego EBV. Pilnie
zalecana kontrola

neg. neg. poz. poz. Pozytywna | Wskazuje na kontakt z EBV.
Nie jest mozliwe rozréznienie
miedzy pierwotnym a
przebytym zakazeniem.
Zalecana kontrola
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Zalecana ocena IgG przy pozytywnej ocenie IgM

Wystepujgce pasmo(-a) w IgG = pasm cut off | Ocena IgG | Przykiadowy tekst wyniku
Ocena IgM EBNA1l | gpl25 pl8 EA-D
Pozytywna neg. neg. neg. neg. Negatywna | Wskazuje na zakazenie
pierwotne
poz. neg./poz. | neg./poz. | neg./poz. | Pozytywna | Wskazuje na przebyte
zakazenie EBV
neg. poz. neg./poz. | neg./poz. | Pozytywna | Wskazuje na zakazenie
pierwotne
neg. neg./poz. | poz. neg./poz. | Pozytywna | Wskazuje na zakazenie
pierwotne
neg. neg./poz. | neg./poz. | poz. Pozytywna | Wskazuje na zakazenie
pierwotne
9.5 Granice testu

1. Negatywny wynik testu blot nie wyklucza catkowicie mozliwosci zakazenia EBV.

2. W rzadkich przypadkach surowice pacjentéw moga pokazywac "odwrdécone" pasma (ciemne tto, biate pasma); nie
podlegaja one ocenie, tzn. test Immunoblot nie moze by¢ w takich przypadkach oceniany. Surowice nalezy sprawdzi¢
innymi metodami serologicznymi.

3. Samaserologia EBV nie daje pewnych informaciji o istotnosci klinicznej reaktywaciji (9).

4.  Negatywny wynik anty-EBNA1 nie jest koniecznie wskazaniem zakazenia pierwotnego. W przypadku pacjentéw o
obnizonej reakcji immunologicznej moze doj$¢ do wtérnej utraty anty-EBNAL i u 5% zakazonych EBV (EBNA1-
nonresponder) nie jest wytwarzany anty-EBNAL1 (7).

5. Negatywny wynik VCA-IgM nie wyklucza mozliwosci wystepowania zakazenia pierwotnego, poniewaz w niektorych
przypadkach ostrego zakazenia nie jest wytwarzane VCA-IgM (IgM-nonresponder) (7).

6. Przeciwciata przeniesione pasywnie na krétko przed badaniem moga mie¢ wptyw na test serologiczny EBV. Dotyczy to
np. transfuzji krwi lub w przypadku przeciwciat matki przeniesionych na niemowle.
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11. Schemat przebiegu testu

Przeprowadzanie testu w formie skréconej:

Inkubacja prébek 30 minut 15 pl surowicy/osocza pacjenta / 100 pl
kontrola w kazdorazowo 1,5 ml $srodka
myjnego buforowego rozcienczajacego

Mycie 3 x 5 minut Z obecnoscig kazdorazowo 1,5 ml srodka
myjnego buforowego rozcienczajacego

Inkubacja koniugatu 30 minut Z obecnoscig 1,5 ml roztworu uzytkowego
(1+100)

Mycie 3 x 5 minut Z obecnoscig kazdorazowo 1,5 ml srodka
myjnego buforowego rozcienczajacego

1 x 1 minuta Z obecnoscig wody destylowanej lub dejoni-
zowanej

Inkubacja substratu 10+ 3 minut Z obecnoscig kazdorazowo 1,5 ml
roztworu substratu

Zatrzymywanie 3 x bez fazy posrednigj Z obecnoscig kazdorazowo Mit je 1,5 ml wody

inkubowania destylowanej lub wody dejonizowanej

Tabela rozcienczania koniugatu: /warto$ci zaokraglone/ Ko:

Liczba paskow 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Srodek myjny buforowy 15m | 30m |45m |60m |75m | 90m |11,0m |12,0m |14,0m | 150m

rozciericzajacy

Koncentrat koniugatu 150 30wl |4su |eowl | 75u | oow | 110w | 120w | 140u | 150ul

Pojemnosc koricowa 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml| 6,06ml | 7,575ml | 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15ml

Liczba paskéw 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Srodek myjny buforowy 17,0ml | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23.0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0m | 29,0ml | 30,0m

rozcienczajacy

Koncentrat koniugatu 170oul | 1s0u | 200w | 210w | 230ul | 240u | 260w | 270ul | 200ul | 300ul
Pojemnos¢ koficowa 17,17mi | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27m! | 29,29ml | 30,3ml
Liczba paskéw 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
Srodek myjny buforowy 32,0ml |33,0ml | 350ml |36,0ml |38,0ml |39,0ml |41,0ml |42,0ml |44,0ml | 450m

rozcienczajacy

Koncentrat koniugatu 320ul | 330ul | 350ul | 360ul | 380ul | 390l | 410w | 420u | 440u | 450ul

Pojemnos¢ konicowa 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45,45m|

Liczba paskéw 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Srodek myjny buforowy 47,0ml | 48,0ml | 50,0ml |51,0ml |53,0ml | 54,0ml |56,0ml |57,0m |59,0m |60,0ml

rozcienczajacy

Koncentrat koniugatu 470ul | 480ul | 500pl | 51om | 530u | s40u | se0u | 570u | 5904 | 600ul
Pojemnos¢ koricowa 47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6mI
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