INFEKCNI SEROLOGIE - VIROLOGIE - EPSTEIN-BARR VIRUS

Epstein-Barr Virus

Imunoenzymatické soupravy
k diagnostice infekCni
mononukleozy

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

Virus Epstein - Barrové (EBV) patii do skupiny herpe-
tickych virQ (4. lidsky herpeticky virus, HHV4). Zdrojem
infekce je nakazeny ¢lovek, pfenos se deje kapénkovou
infekci nebo pfimym kontaktem. Inkubacni doba je 1-2
meésice, 90 % nakaz probéhne v détském véku. Infekce
vyvolané EB virem zpUsobuji onemocnéni charakteri-
zované horeckou, faryngitidou, generalizovanym zvét-
Senim lymfatickych uzlin. Projevy EB virdzy jsou ovliv-
nény vekem a stavem imunitniho systému organismu.
EBV nevymizi z organizmu Uplng, pretrvava v latentnim
stavu a mUze se reaktivovat.

Diagnostika onemocnéni

Pro diagnostiku onemocnéni je ddlezZitd anamnéza, kli-
nicky obraz a vysledky laboratornich testl. Vhodnou
moznosti prikazu infekce a jeji faze je stanoveni speci-
fickych protilatek tridy IgA, IgG a IgM proti jednotlivym
antigenm EBV v séru nebo plazmé metodou ELISA
a konfirmacnimi metodami Immunoblot ¢i Microblot-
Array.

Klinické projevy infekce EBV
Primoinfekce

- Inaparentni pribéh

- Nespecifické hore¢naté onemocnéni

- Infek&ni mononukledza (angina, lymfadenopatie,
splenomegalie, horecka)

Latentni chronicka infekce

- Asymptomatické vylucovani viru slinami

Reaktivace
- Zpravidla asymptomaticka

- U imunodeficitu: maligni lymfoproliferace,
leukoplakie jazyka, lymfocyticka intersticialni
pneumonie atd.)

- V urcitych geografickych oblastech:
Burkittdv lymfom, nazofaryngeaini karcinom

Protilatkova odpovéd dominantnich antigent
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Specifické antigeny

Antigen Antigen

Epstein-Barr nuclear antigen 1;
EBNA-1 IgG: vyznamny diagnosticky marker pozdni faze nebo reaktivace infekce;
IgM: protilatky detekovatelné 2-4 mésice po primarni EBV infekci, mohou se vyskytovat i u reaktivace

Epstein-Barr nuclear antigen 2;
EBNA-2 IgG: vysokeé titry protilatek u chronické infekce nebo v postakutni fazi
Absence IgG anti-EBNA-2 protildtek a soucasné pritomnost anti-EBNA-1 protilatek vylucuje priméarni

infekci

Viral Capsid Antigen p18;
IgA: marker primarni infekce; ve vysokych titrech persistuji u pacientl s nazofaryngealnim
VCA p18 karcinomem
IgM: indikator priméarni infekce; mohou byt pritomny i v pribéhu reaktivace infekce
IgG: Vyznamny marker pozdni faze infekce, protilatky se nevyskytuji u primarnich infekci
Viral Capsid Antigen p23;
VCAp23  Protilatky proti tomuto antigenu mohou byt detekovany ve vSech fazich infekce (IgG i IgM),

v organismu dlouho pretrvavaji

Early Antigen Diffuse p54; BMRFT;
IgA: produkované béhem primarni infekce; vysokeé titry u reaktivace; ve vysokych titrech persistuji

EA-D p54 L. L )
u pacientd s nazofaryngealnim karcinomem
Doplnkovy marker akutni EBV infekce, detekovatelny i v latentni fazi primarni infekce (I1gG i IgM)
Early Antigen Diffuse p138;
EA-D IgA: produkované béhem primarni infekce; vysoké titry u reaktivace; ve vysokych titrech persistuji
p138 u pacientl s nazofaryngealnim karcinomem
Doplnkovy marker akutni EBV infekce, detekovatelny i v latentni fazi primarni infekce (I1gG i IgM)
Early Antigen Restricted protein p85;
EA-R IgG: protilatky se obvykle vyskytuji v pozdéjsi fazi, béhem akutni faze se prakticky nevyskytuji
s vyjimkou détf; vysoké hladiny u pacientd s reaktivaci nebo u imunokompromitovanych pacientd
Replication and transcription Activator (BRLF1);
Rta Velmi ¢asny antigen
IgG: potencialni diagnosticky marker nazofaryngealnim karcinomu
Z Epstein-Barr replication activator protein; Trans-activator protein BZLFT1;
ZEBRA IgM: velmi ¢asny indikator akutni infekce;
IgG: marker Casného stadia, ale detekovatelny i v pozdnich fazich infekce
Sérologicky marker EBV reaktivace, marker EBV-asociovanych onemocnéni
gp85 Probable membrane antigen gp85 (BDLF3);
Epstein-Barr virus envelope glycoprotein gp350 (BLLF1);
50 IgM: vysoké titry u pacientd s infekéni mononukleézou
=2 IgG: nardst titru az po nékolika mésicich od priméarni infekce
Specificka imunitni odpovéd' pro EBV-asociovana onemocnéni
Latent membrane protein 1
LMP1 Casty vyskyt u latentnich infekci;

Spojovan s EBV-asociovanymi malignitami (nazofaryngealni karcinom)



INFEKCNI SEROLOGIE - VIROLOGIE - EPSTEIN-BARR VIRUS

ELISA

Princip testu

Soupravy jsou zaloZzeny na sendvic¢ovém typu ELISA
metody
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Krok Kroky testu

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

Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
100 pl

- blank = prazdna jamka

"~ 2

3. Inkubace 30 min. pri 37 °C

4. Odsatia promyti jamek 5 krat

Davkovani Konjugatu 100 pl

- blank = prazdna jamka
6. Inkubace 30 min. pii 37 °C

Odséati a promyti jamek 5 krat

Déavkovani substratu (TMB-Complete)
8. 1004l

- véetné blanku

9. Inkubace 30 min. pfi 37 °C

Davkovani Zastavovaciho
10.  roztoku 100

- véetné blanku

@ © o 06 © o 0 ¢

-
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11. Fotometrické méfeni pii 450 nm

Antigeny

Rekombinantni antigeny s vysoce specifickymi imuno-
dominantnimi epitopy

Pouziti souprav

- Vyhledavaci test k prikazu EBV infekce u ¢lovéka

- 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 vyhodnoceni
vysledkd (U/ml)

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka G¢innost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysokéa dynamika testU

- ldenticky pracovni postup

- Celkova doba vysetfeni 1,5 hodiny

- Moznost kvantitativniho stanoveni

- Vhodné pro oteviené automatické systémy
- Aviditni test (EIA EBV VCA I1gG)

- Stanoveniv mozkomisnim moku (EIA EBV VCA)
- Moznost nezavislé verifikace (CKS)

- Komplexni zakaznicky servis



Charakteristiky souprav

ELISA Diagnosticka citlivost = Diagnosticka specifita
EIAEBV EA-D IgG 95,5 % 97,7 %
EIAEBV EA-D IgM 95,1 % 94,4 %
EIAEBV EBNA-11gG 96,9 % 98,9 %
EIA EBV EBNA-11gM 97,8 % 97,7 %
EIAEBV VCA IgA 97,7 % 97,9 %
EIAEBV VCA IgG 98,8 % 98,9 %
EIAEBV VCA IgM 98,6 % 98,4 %

Interpretace vysledku

Modelové situace p¥i vyhodnocovani vysledk

VCA EA-D EBNA-1
Hodnoceni
1M IgA  IgG IgM  1gG IgM  1gG

Seronegativita - - - = - - _

+ - - + - + -

+ + - + + (+) -
Primarni infekce

+ + + + + (+) -

+ (+) + - @) - _
Postakutni stadium = (+) + - (@) = 4
Drive prodélana infekce - - + - - - +

Reaktivace + +) + (+) (+) (+) i



INFEKCNI SEROLOGIE - VIROLOGIE - EPSTEIN-BARR VIRUS

IMUNOBLOT

Princip testu

Rekombinantni antigeny jsou pfeneseny na nitrocelu-
|6zovou membranu pomoci mikrodispenznich metod.

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem

E nerozpustny barevny produkt

Enzymem konjugované sekundarni protilatka
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni
protilatka se vaze na protein

Specificky protein antigenu
Blokator

Antigeny

Membrana

EBNA-1 - Epstein-Barr nuclear
antigen 1;

v 1gG tridé vyznamny diagnosticky
marker pozdni faze nebo reaktivace

infekce;
%‘g‘“’ "\ IgM tFidé detekovatelné protilatky
Start 2-4 mésice po primarni EBV infekci,
mohou se vyskytovat i u reaktivace
EBNA-1 VCA-p18 - Viral Capsid Antigen
p18; vyznamny marker pozdni faze
VCA-p18 infekee,
IgG protilatky se u primarnich infekci
veapzs nevyskytuji;
EA-D IgM protilatky mohou byt detekova-
ny iv ¢asné fazi infekce
VCA-p23 - Viral Capsid Antigen p23;
protilatky proti tomuto antigenu mo-
hou byt detekovany v IgG i IgM tFidé
ve vSech fazich infekce,

IgG protilatky v organismu dlouho
pretrvavaiji

EA-D - Early Antigen Diffuse p54; BMRFT;
doplikovy marker akutni EBV infekce, protilatky
detekovatelné v IgG i IgM tFidé, a to i v pozdni fazi
priméarni infekce

Pracovni postup

Krok

Kroky testu

Davkovani Univerzalnino roztoku

9
2,5 ml
Smaceni stripd 10 min. pfi laboratorni
© 2 tepiot
- trepacka
® 3. Odsati
i 4 Redéni vzorkd
' - séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)
6 5 Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
" 15ml
Inkubace 30 min. p¥i laboratorni tep-
QO 6 o
- trepacka
QOdsati a promyti v Univerzalnim
S 7.  roztoku 3 krat1,5 ml po 5 min.
- trepacka
@ 8 DavkovaniKonjugatu15ml
Inkubace 30 min. pfi laboratorni tep-
QO 9 o
- trepacka
Odsati a promyti v Univerzalnim
® 10.  oztoku 3 krat 1,5 ml po 5 min.
- trepacka
6 T Davkovani substratu (BCIP/NBT) 1,5
T oml
o 12 Inkubace 15 min. pfi laboratorni teploté
' - trepacka
Odsati a promyti v destilované vodé
© 13.  2krat2mipo 5 min.
- trepacka
14. Nalepenia vyhodnoceni stripQ



Pouziti souprav

- Podrobné stanoveni pfitomnosti protilatek proti
specifickym antigendm viru Epstein-Barrové

- Konfirmace spornych vysledk

- Konfirmacni test ELISA vySetieni

Uzivatelsky komfort

- Komponenty v pracovnim fedéni
- Barevné odliSené stripy

- Zameénitelnost komponent

- Negativni a Pozitivni kontrola

- Kontrolni linie na stripu

- Moznost softwarového vyhodnoceni

Korelace metod

Srovnani se soupravami IMUNOBLOT

Pocet korespondujicich vysledk(: 97,6 %

+
referen¢ni souprava
Pocet korespondujicich vysledk(: 92,5 %

+
referenéni souprava

Srovnani se soupravami EIA

Parametr Celkova shoda
EBNA-11gG 92,2 %
VCA IgG 93,3 %

EA-D IgG 94,8 %

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

Parametr citlivost specifita
EBV IgA 95,4 % 96,6 %
EBV IgG 100,0 % 92,5 %
EBV IgM 92,7 % 95,7 %
Vyhody souprav

- Identicky pracovni postup

- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost
vysledk{

- Sofistikovany vyhodnocovaci software
- Vysoka diagnosticka uc¢innost
- Vhodné pro automatickeé systémy

- Komplexni zadkaznicky servis

BLOT-LINE EBV IgG

negativni pozitivni
0 19
40 4

BLOT-LINE EBV IgM

negativni pozitivni
3 38
36 4
Parametr Celkova shoda
EBNA-1I1gM 94,4 %
VCA IgM 91,9 %
EA-D IgM 96,1 %
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MICROBLOT-ARRAY

RozloZeni antigent a kontrolnich Pracovni postup

o
Sp0tu Krok Kroky testu
6 1 Davkovani Univerzalniho roztoku
(®) ® © 150 pl
25000800
: 2. Smaceni 10 min pfi laboratorni teploté
@ m a @ o g g
@ OO OO »
| SCIOCISTIOIT] © 3 Odsa
Q@O®OEO@OO® -
.OOOO. i a Redéni vzorkd
.OOOO. ) - séra/plazmy 1:51 (10 pl + 500 pl)
@@ OEOOMO
O@O@OH@OHe(OO® 6 5 Déavkovani kontrol a Fedénych vzork(
" 100l
Inkubace 30 min pfi laboratorni
Popis antigenii o 6. .
teploté
A1 - EBNA- & . Odsati a promyti v Univerzalnim
A2 - EBNA-2 * roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
A3 -VCAp18
A4 -VCADp23 6 8. Davkovani Konjugatu 100 pl
A5 -EA-D p54
A6 - EA-Dp138 o 9 Inkubace 30 min pfi laboratorni
A7 -EAR " teploté
A8 - Rta
A9 - ZEBRA @ 1 Odsati a promyti v Univerzalnim
A10 - gp85 " roztoku 3 krat 150 pl po 5 min
::12 - fij;o 6 T Déavkovani Substratového roztoku
B © (BCIP/NBT)100 gl
Popis kontrolnich spotii o 12. Inkubace 15 min pf¥i laboratorni teploté
- ] i . y
@R - Reference @ ;)Es?tt;f)grolmytlsv d.estl ované vodé
ré o5 min
© TC - Test control WP !
© CA - Conjugate control IgA 14. Vysu$enia vyhodnoceni

@ CG - Conjugate control IgG
@ CM - Conjugate control IgM
@ C1 - Calibration1
@ C2 - Calibration2
@ C3 - Calibration 3
@ C4 - Calibration 4



Uzivatelsky komfort Charakteristiky souprav

- Nizka spotfeba vzorku Diagnosticka  Diagnosticka
. . . L Patogen . -
- Antigeny spotovany v tripletu - minimalizace chyby citlivost specifita
provedeni EBV IgA 98,3 % 96,7 %
- PIné aqumatické.zpracF>véni a \O/yhodnoceni EBV IgG 98.8 % 95,0 %
vysledkl pomoci intenzity spotl (AU), pomoci IP
&i kvantitativni (U/ml) EBVIgM 96,4 % 92,9 %

- Paralelni vySetteni vice marker( soucasné

- Vysoka citlivost

Korelace metod

Srovnani se soupravami EIA

POZITIVNi VZORKY

19G IgM
pozitivni vysledky pozitivni vysledky
70
180
160 60
140 50
120 40
100
60 20
40
20 10
0 ’ 0
EIA MBA EIA MBA EIA MBA EIA MBA EIA MBA
EBNA-1 VCA EA-D EBNA-1 EA-D
SHODA 95,36 % 94,08 % 85,71% 93,85 % 90,48 % 93,75 %
NEGATIVNI VZORKY
19G IgM
negativni vysledky negativni vysledky
300
250
200
150
1 =
00 I I
50
0O —Em =7z ‘ ‘
EIA MBA EIA MBA EIA MBA EIA MBA EIA MBA EIA MBA
EBNA-1 VCA EA-D EBNA-1 VCA EA-D

SHODA 100 % 100 % 95,51 % 97,53 % 98,86 % 96,81 %
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Reaktivita v riiznych stadiich onemocnéni EBV

Klinicka klasifikace vzorku

Seronegativni Primoinfekce Postaktutni Dtive prodélana
(n=18) (n=43) infekce (n=34) infekce (n=135)
pos 0 (0%) 42 (98%) 5 (15%) 4 (3%)
MBA EBV IgM co 0 (0%) 0 (0%) 1(3%) 3 (2%)
neg 18 (100%) 1(0%) 28 (82%) 128 (95%)
pos 0 (0%) 36 (84%)* 34 (100%) 135 (100%)
MBA EBV IgG co 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
neg 18 (100%) 7 (16%) 0 (0%) 0 (0%)
pos 0 (0 %) 17 (39%) 24 (18%) 15 (44%)
MBA EBV IgA co 0 (0%) 2 (5%) 10 (7%) 4 (12%)

neg 18 (100 %) 24 (56%) 101 (75%) 15 (44%)

Reaktivace
(n=17)

12 (71%)
1(6%)
4 (23%)
17 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
4 (23%)
2 (12%)

2 (12%)



Frekvence zachytu anti-EBV protilatek na klinicky definovanych
panelech

séronegativni % p:fét::(:::i dFivcien[;;cI:gilané reaktivace

(n=18) (n=43) (n=34) (n=135) (0=17)

lgM 0 (0%) 11 (26%) 1(3%) 3(2%) 3(18%)

EBNA-1 1gG 0 (0%) 3(7%) 31(91%) 131(97%) 15 (88%)
IgA 0 (0%) 0 (0%) 2 (6%) 4 (3%) 0 (0%)
lgM 0 (0%) 5(12%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6%)

VCA p23 1gG 0 (0%) 10 (23%) 27 (79%) 90 (67%) 9 (53%)
IgA 0 (0%) 4 (12%) 0 (0%) 4 (12%) 1(6%)

lgM 0 (0%) 36 (84%) 1(3%) 1(1%) 11 (65%)

VCA p18 lgG 0 (0%) 18 (42%) 30(88%) 130 (96%) 15 (88%)
IgA 0 (0%) 10 (29%) 3 (7%) 10 (29%) 3 (18%)

lgM 0 (0%) 17 (40%) 2 (6%) 1(1%) 3(18%)

EA-D p54 lgG 0 (0%) 21 (49%) 18 (53%) 9 (7%) 2 (12%)
IgA 0 (0%) 9 (21%) 5 (15%) 2 (1%) 1(6%)
lgM 0 (0%) 2 (5%) 1(3%) 0 (0%) 1(6%)

EA-D p138 1gG 0 (0%) 4 (9%) 10 (29%) 1(1%) 2 (12%)
IgA 0 (0%) 3(7%) 2 (6%) 0 (0%) 0 (0%)

lgM 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

EA-R p85 1gG 0 (0%) 0 (0%) 1(3%) 1(1%) 0 (0%)
IgA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
IgM 0 (0%) 2 (5%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6%)

gp85 IgG 0 (0%) 0 (0%) 5 (15%) 11 (8%) 2 (12%)
IgA 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1(1%) 0 (0%)

IgM 0 (0%) 0 (0%) 1(3%) 0 (0%) 0 (0%)

Rta I1gG 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
IgA 0 (0%) 1(2%) 0 (0%) 1(1%) 0 (0%)

lgM 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

EBNA-2 IgG 0 (0%) 5 (12%) 12 (35%) 32 (24%) 0 (0%)
IgA 0 (0%) 0 (0%) 1(3%) 1(1%) 0 (0%)
lgM 0 (0%) 8 (19%) 0 (0%) 0 (0%) 1(6%)

ZEBRA IgG 0 (0%) 19 (44%) 22 (65%) 52 (39%) 5 (29%)
IgA 0 (0%) 8 (19%) 3(9%) 5 (4%) 0 (0%)
IgM 0 (0%) 4 (9%) 0 (0%) 2 (1%) 1(6%)

gp350 IgG 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 5 (4%) 0 (0%)
IgA 0 (0%) 2 (5%) 2 (6%) 3(2%) 0 (0%)

lgM 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

LMP1 1gG 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

IgA 0 (0%) 0 (0%) 3 (9%) 3 (2%) 0 (0%)
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Objednaci udaje

ELISA

Kod Nazev soupravy Podéet testl
EAG096 EIAEBV EA-D IgG 96
EAMO96 EIAEBV EA-D IgM 96
EBG096 EIA EBV EBNA-11gG 96
EBMO096 EIAEBV EBNA-11gM 96
VCA096 EIAEBV VCA IgA 96
VCG096 EIAEBVVCA IgG 96
VCMO096 EIAEBV VCA IgM 96
SK-EAG096 SmartEIAEBV EA-D IgG 96
SK-EAM096 SmartEIA EBV EA-D IgM 96
SK-EBG096 SmartEIA EBV EBNA-11gG 96
SK-EBM096 SmartEIA EBV EBNA-1IgM 96
SK-VCA096 SmartEIA EBV VCA IgA 96
SK-VCG096 SmartEIA EBV VCA IgG 96
SK-VCMO096 SmartEIA EBV VCA IgM 96
xxXTLN CKSTLX negativni (dle seznamu na www.testlinecd.cz) 3,5ml
xxxTLP CKSTLX pozitivni (dle seznamu na www.testlinecd.cz) 3,5 ml
Soupravy SmartEIA jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji Agility.

IMUNOBLOT

Kod Nazev soupravy Pocet testi
EBAL20 BLOT-LINE EBV IgA 20
EBGL20 BLOT-LINE EBV IgG 20
EBML20 BLOT-LINE EBV IgM 20
BD-EBGL24 BlueBLOT-LINE EBV IgG 24
BD-EBML24 BlueBLOT-LINE EBV IgM 24
Soupravy BlueBLOT-LINE jsou koncipovany pro automatické zpracovani na pristroji BlueDiver.
MICROBLOT-ARRAY

Kaod Nazev soupravy Pocet testl
EBAMA96 Microblot-Array EBV IgA 96
EBGMA96 Microblot-Array EBV IgG 96
EBMMA96 Microblot-Array EBV IgM 96
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