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1.

Ugel pouziti

Testovaci souprava LINE immunoblot ke kvalitativnimu prokézani specifickych protilatek IgG proti Herpes simplex virus HSV-
1 a HSV-2 v lidském séru. Pouzitim podtypovych specifickych glykoproteind G1 (gG1) a G2 (gG2) je mozné ddlezité
diagnostické rozliSeni HSV1 a HSV2.

2. Princip testovani
Proteiny antigenu plvodce jsou specialni rozpra3ovaci metodou prenaseny na nitrocelulézovou membranu. Nitrocelulézova
membrana je pak rozfezéna na jednotlivé prouzky.
Inkubace nitrocelulézovych prouzkid nesoucich antigen se vzorky lidského séra/plazmy umoziiuje prokazat stavajici specifické
protilatky. Tyto protilatky tvofi imunokomplexy s antigeny fixovanymi na testovacich prouzcich. Po odstranéni nevazanych
protilatek promytim jsou jednotlivé nitrocelul6zové prouzky s alkalickou fosfatazou inkubovany konjugovanymi anti-human
protilatkami IgG. Poté, co byly nevazané konjugované protilatky odstrané&ny dal$im promytim, nasleduje zviditelnéni komplexd
antigend/protilatek (vazané protilatky) prfidanim nezbarveného substratu, ktery pii své enzymatické preméné vytvari
modrofialové pasky (“Antigenové pasky”). Enzymovéa/substratova reakce je zastavena promytim nitrocelulézovych prouzki
destilovanou/deionizovanou vodou. V zavislosti na sledovaném vzorovém péasku Ize posoudit existenci specifickych protilatek
1gG.

3. Obsah baleni

3.1 Souprava k provedeni 16 testd
1.  Nitrocelulézové testovaci prouzky IgG s nastfikanymi antigeny, zesilené fdlii,

tfidéné v bloCku, pfipravené k pouziti 1x 16 prouzkd
2. 1gG Cut off zkouska, lidské sérum, pfedem zfedény 1x 1,0 ml
3. Redici roztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervaénim prostfedkem a Tris 1x 50 ml
4. Konjugat IgG (100x konc.)
Anti-human, (kozi) alkalicka fosfataza, s konzerva€nim prostfedkem 1x 0,7 ml

5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 1x 57 ml
6. Vyhodnocovaci protokol k protokolovani a archivovani vysledkd 1x 1ks.

3.2 Souprava k provedeni 32 testl

1.  Nitrocelulézové testovaci prouzky IgG s nastfikanymi antigeny, zesilené fdlii,

tfidéné v bloCku, pfipravené k pouziti 2x 16 prouzkd
2. 1gG Cut off zkouska, lidské sérum, pfedem zfedény 1x 1,0 ml
3. Redici roztok/promyvaci pufr, pH 7,3 (10x konc.), s konzervaénim prostfedkem a Tris 2x 50 ml
4. Konjugat IgG (100x konc.)
Anti-human, (kozi) alkalicka fosfataza, s konzerva€nim prostfedkem 1x 0,7 ml
5. Substrat (BCIP/NBT), pfipraveny k pouziti 1x 57 ml
6. Vyhodnocovaci protokol k protokolovani a archivovani vysledkd 1x 1ks.

K dodéninavyzadani:

1gG- pozitivni kontrola, lidské sérum, pfredem zfedény, 0,5 ml.
Vyhidnoceni pozitivni pruhy > pruhy Cut off mlzete zjistit z certifikatu, ktery je sou¢asti dodavky.
(obj.-€.: 1I9G: WE130P60)

1gG- negativni kontrola, lidské sérum, pfedem zfedény, 0,5 ml.
Negativni kontrola nezobrazuje zadné pruhy, resp. zadné vyhodnoceni relevantni pruhy > pruhy Cut off.
(obj.-€.: 1IgG: WE130N60)

4. Skladovani a trvanlivost testovaci soupravy a reagens
Testovaci soupravu uchovavat pri teploté 2-8°C. Trvanlivost jednotlivych komponent je zaznamenana na pfislusné etiketé;
trvanlivost soupravy viz certifikat kontroly jakosti.
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a ks w DN e

Jednotliva reagens nezmrazovat a nevystavovat je vysokym teplotam.

Reagens po uplynuti data skonceni trvanlivosti nepouZzivat.

Zabrénit skladovani reagens pri oslfiujicim svétle.

Substratovy roztok BCIP/ NBT je svétlocitlivy a musi byt uchovavan v temnoté.

Nitrocelul6zové testovaci prouzky: Prouzky po vyjmuti ze sa€ku okamzité pouzit. S&€ek s nepotfebnymi prouzky zase
pevné uzaviete a uchovaveite pii teploté 2-8°C. K archivaci vysledk( by mély byt nitrocelul6zové testovaci prouzky
bezpodmine&né chranény pied pfimym slune¢nim svétlem, aby bylo zabranéno vyblednuti paskd.

Materiél Stav Skladovani Stabilita
zkuSebni vzorky nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
. . N +2 az +8°C (skladovéani .
testovaci prouzky po otevieni o x A x 3 mésice
v sou€asné dodaném sacku)
kontroly po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
) po otevieni +2 az +8°C 3 mésice
konjugat
zfedény +2 az +8°C cca 6 hod
substrat po otevieni *2az+8 Cv(chrante pred 3 mésice
svétlem)
N +2 az +8°C (chrarite pfed .
po otevieni " 3 mésice
svétlem)
. po zfedéni (pfipraveny s Lo .
praci roztok K pouiti) +2 az +8°C 4 tydny
po zfedéni (pfipraveny k L .
pouZiti) nebo pokojova teplota 2 tydny
5. Preventivni opatfeni a varovné pokyny

1. Jako kontrolni séra jsou pouZivana jen ta séra, ktera byla testovana a jako HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK a hepatitis-B-
surface-antigen shledana negativni. Pfesto by mély byt kontrolni séra, zkuSebni vzorky, zfedéné zkuSebni vzorky,
konjugaty a nitrocelul6zové testovaci prouzky povazovéany za potenciélné infekEni materily a podle toho by se s nimi
mélo i opatrné zachéazet. Pro laboratorni prace plati prislusné smérnice.

2. Pri provadéni metody immunoblot je tfeba nosit rukavice na jedno pouziti a pouzivat plastovou pinzetu.

3.  Pouzité materialy odstranovat podle zemskych smérnic.

4.  Inkubacni vanicky jsou vyrobcem koncipovany pouze pro jedno pouziti. Vicenasobné pouziti téchto inkubacnich vanic¢ek
je na zodpovédnosti uzivatele. Pfi event. vicenasobném pouziti doporucujeme inkuba¢ni vanicky po pouziti nékolik hodin
dezinfikovat v 1% roztoku chlornanu sodného, potom vygistit a dikladné& vyplachnout vodou z vodovodu a
destilovanou/demineralizovanou vodou.

6. Dodatecné potrfebny material (neni v rozsahu dodavky)

1. Inkubacni vanicka (v pfipadé potfeby k dostani pod obj. €. WE300.08)

2. Trepacka (vertikaIni ne odstrediva)

3.  Stiikaci lahev k pferuSeni

4.  Pipeta nebo ru€ni promyvaci pfistroj

5.  Mikropipety 5 pl - 1500 pl

6. Hroty pipet

7. ZkuSebni trubi€ky (rourky) obsah 2-20 ml

8. Plastova pinzeta

9. Destilovana nebo deionizovana voda

10. Filtracni papir

7. ZkuSebni materiél

Jako zkoumany material Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni ddlezity druh antikoagulancii), i kdyZ v tomto pfibalovém

letdku je zminéno pouze sérum.
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8. Prlbéh testu

Presné dodrzovani pracovniho pfedpisu VIROTECH Diagnostics je pfedpokladem docileni spravnych vysledka.

8.1 Pfiprava vzork(

1. Navzorek pacienta je zapotfebi 15 pl séra nebo plazmy.

2. Vzorky krve by mély byt odebirany asepticky venepunkci. Po Uplné koagulaci je tfeba sérum oddélit (u plazmy odpada).
K delSimu uchovéavani musi byt séra zmrazena pfi teploté -20°C.

3. Zabranit opakovanému zmrazovani a rozehfivani sér.

4.  Séra, ktera jsou tepelné inaktivni, lipemicka, hemolyticka nebo mikrobialné kontaminovana, mohou vést ke zfalSovanym
vysledklm a proto se nemaji pouzivat.

5. Nepouzivat zakalené vzorky séra (zejména pro rozmrazeni), eventualné je odstfedit (5 min. pfi 1000 x g), pipetovat
zakaleni a pouzit v testu.

8.2 Priprava reagens

1. K adaptaci na laboratorni praxi Ize pouzit vS§echna €inidla LINE a EcoBlot v jednom testovacim cyklu se stejnymi ¢asy
inkubace a komponenty riznych parametrd z rliznych Sarzi. Cut off kontroly se provadgji podle parametrl a Sarze.

2. Pred nafedénim vSech testovacich reagens zahrat prislusny koncentréat na teplotu prostfedi. PouZzivat jen
destilovanou/deionizovanou vodu vysoké jakosti a zahfatou na teplotu prostfedi.

3.  Pred zahajenim testu dobfe promichat nafedéné roztoky.

4. Redici/promyvaci pufr
Redici roztok/promyvaci pufr je k dispozici v 10ti nasobné koncentraci. Redici roztok/promyvaci pufr se fedi v poméru
1:10 destilovanou nebo deionizovanou vodou (10ml/50ml/100ml koncentratu + 90ml/450ml/900ml A. dest./deioniz.),
dobfe promichat.
Koncentrovany i nafedény fedici/promyvaci pufr mGze vykazovat Zluté zabareveni. Toto Zluté zabarveni viak nema
z&dny vliv na trvanlivost a funk€nost Fediciho/promyvaciho pufru ani na diagnostickou vypovidaci schopnost
provadéného testu.

5.  Konjugat IgG
Konjugét 1 + 100 nafedte finalné zfedénym zfedovacim / promyvacim pufrem a dobfe promichejte. Na kazdy vzorek je
zapotiebi 1,5 ml nafedéného roztoku konjugatu. Viz tabulku ke zfedovani konjugéatu (bod: ,Schéma pribéhu testu*).

6. Substratovy roztok
Substratovy roztok se dodava pfipraveny k pouZziti.

8.3 Provedeni testu Immunoblot

Pozor: Pro spravné provedeni a posouzeni HSV LINE musi byt pfi kazdém testu soucasné provedena Cut off
kontrola odpovidajici parametrim a Sarzi.

1. Test se provadi pfi teploté prostfedi.

2. Pro kazdy testovaci vzorek polozit vzdy 1 prouzek do Zlabku €isté inkubacni vani€ky. Prouzek pokud mozno brét jen za
oznaceny horni konec.

3. Vzdy pipetovat 1,5 ml Redici/promyvaci pufr pfipraveného k pouZiti a postavit na tfepacku. Dbat, aby nitrocelulézové
testovaci prouzky byly stejnomeérné pokryty kapalinou, prouzky nesmi byt v zadné fazi provadéni testu suché.

4.  Zesilené nitrocelul6zové testovaci prouzky jsou b&hem jedné minuty Uplné navihéeny a mohou byt inkubovany v poloze
na zadech, briSe nebo na boku.

5. Nakazdych 15ul séra/plazmy pacienta ¢i 100ul pozitivni/ negativni kontroly Cut off pipetujte, pokud mozno na
hornim, oznaceném konci prouzku. Sérum pacienta a zkousku inkubovat po dobu 30 minut na tfepacce. P¥i pipetovani a
nasledovném slévani dbat, aby nedoslo ke kiizové kontaminaci jednotlivych zkuSebnich vzork( pacienta.

6. Kapalinu ze Zlabk( Gplné odsét, nebo opatrné slit. Po sliti kapaliny zistanou nitrocelul6zové testovaci prouzky pfilnuté na
dné Zlabkd. Zbyvajici kapalinu odkapat na savy papir.

7. Promyvani prouzk(: vzdy s 1,5 ml fediciho/promyvaciho pufru pfipraveného k pouZiti inkubovat po dobu 3 x 5 minut na
tfepacce. Promyvaci pufr vzdy Uplné odséat nebo slit. Pfed provedenim posledniho promyvaciho kroku zhotovit z
potfebného mnozstvi Cerstvy nafedény roztok konjugétu (viz tabulku).

8. Kapalinu ze 7labk{ UpIné odséat nebo slit (viz bod 6).
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

Vzdy 1,5 ml vyrobeného nafedéného roztoku konjugéatu napipetovat do pfislusnych inkubagnich zlabkd a po dobu 30
minut inkubovat na tfesacce.

Kapalinu ze ZlIabk( GpIné odséat nebo slit.

Promyvani prouzkd: vzdy s 1,5 ml fediciho/promyvaciho pufru pfipraveného k pouZiti inkubovat po dobu 3 x 5 minut na
tfepacce. Promyvaci pufr vzdy Uplné odséat nebo slit. Poté 1 x 1 minutu promyvat destilovanou/deionizovanou vodou.
Kapalinu ze Zlabk( tpIné odséat nebo slit (viz bod 6).

Vzdy 1,5 ml substratového roztoku pfipraveného k pouZziti napipetovat do Zlabkd a po dobu 10 + 3 minut vyvolavat na
tfepacce.

Barvotvorné vyvolavani zastavit slitim substratového roztoku. Poté prouzky bez meziinkubacni doby 3 x promyt vzdy s
1,5 ml destilované/deionizované vody.

Slit destilovanou/deionizovanou vodu a prouzky vysusit na Cistém, savém papiru. Zbarveni pozadi, které mohlo byt
pozorovano u vihkych nitrocelulézovych testovacich prouzkd, u suchych prouzkd zcela zmizi. Zesilené nitrocelul6zové
prouzky ve srovnani s béznymi nitrocelul6zovymi testovacimi prouzky potfebuji o néco delSi dobu k Gplnému vyschnuti.
Pro vyhodnoceni pouzivejte pfipojeny vyhodnocovaci protokol. Popis jednotlivych prouzk(i na protokolu a pfimo na
NC Vam usnadni vyhodnoceni vzorkd pacientd.

Schéma prlibéhu testu viz posledni stranu

8.4

PouZiti procesor immunoblot

Pro automatické zpracovani Blot a LINE jsou schvaleny tyto pfistroje: Apollo a Profiblot. V zasadé jsou vhodné vSechny
automaty Blot obvyklé na trhu.

9. Vyhodnocenitestu
K bezpe€nému vyhodnoceni je kazdy prouzek LINE vybaven dvéma kontrolami:
1. Kontrola séra (= serum control):

Jen po inkubaci se sérem pacienta se pod znackovaci ¢arou (= markline) objevi pasky inkubace séra.
2. Kontrola konjugétu (= conjugate control):

Pasek LINE je vybaven kontrolnim pasem konjugatu, ktery se zobrazi po inkubaci s odpovidajicim konjugatem.
Provedeni testu je platné, pokud je na vyvolanych nitrocelul6zovych testovacich prouZzcich zfetelné znatelna jak kontrola séra
tak i interni kontrola konjugatu.

Poloha kontrolniho pasku séra a konjugétu je uvedena v protokolu.
9.1 Vyhodnoceni zkugebnich vzork( pacienta
Polohu a oznacéeni reakénich pruh( zjistite v protokolovacim listu.
pruhy IgG: HSV, gG1, gG2
9.2 Pouziti Cut off zkousSky
Pruh cut off k vyhodnoceni pruh( celkového antigenu HSV, gG1 a gG2: pruh gG2 kontroly cut off
Vyhodnoceni intenzity paska:
1. Pasky gG1 a gG2: Pasky < pasky gG2 Cut off zkousky: Negativni (-)
Pasky = pasky gG2 Cut off zkousky: Hraniéni (gw)
Pasky > pasky gG2 Cut off zkousky: Pozitivni (+)
2. HSV-celkovy antigen: Pruhy < pruh gG2 kontroly cut off: negativni (-)
Pruhy = pruh gG2 kontroly cut off: pozitivni (+)
9.3 Vyznam antigenU
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Antigen / Popis antigent Zvlastnost

nazev protilatky v LINE

HSV- Nativni HSV1- a HSV2- celkovy antigen. _

; ) specificky

celkovy antigen

gG1 Rekombinovany, specificky glykoprotein ze soustavy Baculovir(. vysoce specificky pro
HSV1

gG2 Specificky glykoprotein CiStény afinitni chromatografii. vysoce specificky pro
HSV2

9.4 Kritéria vyhodnoceni
Do interpretace sérologickych vysledkl by mél byt vzdy zahrnut klinicky obraz, epidemiologicka data a dalsi disponibilni
laboratorni nélezy.

Doporuc€ené posuzovani

Pokud je u pasu celkového antigenu HSV detekovan pouze pas gG1 nebo pouze pas gG2, vysledek je tfeba povazovat
za nepravdépodobny, a mél by byt ovéfen néjakou jinou metodou.

Posouzeni paskd Celkové posouzeni
Celkov';sa\; tigen gG1 gG2 HSV-1 HSV-2
- - - negativni negativni
Jen jeden izolovany pasek nepravdépodobny nepravdépodobny
+ gw - hrani¢ni negativni
+ - gw negativni hrani¢ni
+ gw gw hrani¢ni hrani¢ni
+ + - pozitivni negativni
+ - + negativni pozitivni
+ gw + hrani¢ni pozitivni
+ + gw pozitivni hrani¢ni
+ + + pozitivni pozitivni

9.5 Meze testu

1. Negativni vysledek Blotu UpIné nevylucuje moznost nakazy s HSV1 a/nebo HSV2. ZkuSebni vzorek mohl byt vyjmut pred
vznikem protilatek nebo titr protilatek lezi pod hranici dokazatelnosti testu. V téchto pfipadech se doporucuje sérologie
IgM.

2. Tvorbu protilatek mlze ovlivnit terapie ptipravkem Acyclovir (15).

3.  Geneticka variabilita proteinu gG2 mze k gG2 zavést negativni kmeny HSV2.

4. Ve vzéacnych piipadech mohou séra pacient(i vykazovat “inverzni” pasky (tmavy podklad, bilé pasky); toto nelze
posuzovat, tzn., Ze immunoblot nelze v téchto pfipadech vyhodnotit. Sérum by mélo byt otestovano jinymi sérologickymi
metodami.
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11. Schéma prlibéhu testu

Provedeni testu ve zkratce:

inkubace vzork{ 30 minut 15 pl séra/plazmy pacienta / 100 pl zkouska
vzdy do 1,5 ml Fediciho/promyvaciho pufru

Promyvani 3 x 5 minut Vzdy s 1,5 ml fediciho/promyvaciho pufru
Inkubace konjugétu 30 minut S 1,5 ml pracovniho séra (1 + 100)
Promyvani 3 x 5 minut Vzdy s 1,5 ml fediciho/promyvaciho pufru

1 x 1 minuta S destilovanou nebo deionizovanou vodou
Inkubace substratu 10 £ 3 minuty Vzdy s 1,5 ml substratového roztoku
Zastaveni 3 x bez meziinkubace Vzdy s 1,5 ml destilované/deionizované vody

Tabulka redéni konjugatu: (zaokrouhleno)

Podet prouzkd 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Redici/promyvaci pufr 15m |30m | 45m  |60m |75m |90m |11.0m |12,0ml | 14,0ml | 15.0ml

Koncentrat konjugatu 150 |3oul |4su |eouwl | 75w |oow | 110w | 1204 | 140u | 1504l

Konecny objem 1,515ml | 3,03ml | 4,545ml | 6,06ml | 7,575ml| 9,09ml | 11,11ml | 12,12ml | 14,14ml | 15,15m|

Pocet prouzki 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Redici/promyvaci pufr 17,0ml | 18,0ml | 20,0ml | 21,0ml | 23,0ml | 24,0ml | 26,0ml | 27,0ml | 29,0ml | 30,0ml

Koncentrat konjugatu 170u | 180ul | 200w | 210u | 230w | 240ul | 260w | 270w | 200u | 300ul

Konecny objem 17,17ml | 18,18ml | 20,2ml | 21,21ml | 23,23ml | 24,24ml | 26,26ml | 27,27mlI | 29,29mlI | 30,3mI

Pocet prouzki 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Redicl/promyvact pufr 32,0ml | 33,0ml |350ml |36,0ml |38,0ml |39,0ml |41,0ml |42,0ml |44,0m | 45,0m

Koncentrat konjugatu 320u | 3304l | 3504l | 360u | 380u | 390w | 410w | 420 | 440u | 450u

Konecny objem 32,32ml | 33,33ml | 35,35ml | 36,36ml | 38,38ml | 39,39ml | 41,41ml | 42,42ml | 44,44ml | 45,45m|

Pocet prouzki 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Redici/promyvaci pufr 47,0ml | 48,0ml | 50,0ml | 51,0ml |53,0ml | 54,0m |56,0m |57,0m |59,0m |60,0ml

Koncentrat konjugatu a70ul | 480w |s00u | 510w | 530u | 540l | 5604 | 570u | 590u | 600wl

Konec€ny objem

47,47ml | 48,48ml | 50,5ml | 51,51ml | 53,53ml | 54,54ml | 56,56ml | 57,57ml | 59,59ml | 60,6ml
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