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A. POUZITI

coz umo#uje semikvantitativni stanoveni protilatek
proti HBeAg.

D. OBSAH SOUPRAVY

Enzymaticky imunologicky test (ELISA) pro stanoveniKazda souprava obsahuje mnozstvi reagencii élgjata

obsahu antigenu a protilatek vyteaych proti
Hepatitict B v lidském séru a plazm
Souprava je uena k ovfeni akutni
chronickych pacieritpodléhajicich [&bé.
Pouze pro pouzitiip vitro“.

infekce a

B. CHARAKTERISTIKA

na provedeni 96 tast
1. Mikrotitra &ni destitka: [MICROPLATE|

12 lomitelnych strif s 8 jamkami potazenych
specifickymi monoklonalnimi protilatkami proti HBgA

a poté pokryté proteiny kravského séra zatavenych
v ochranném <g&u s vysouSecim prdasiddkem. PFed
otewenim sédku nechte mikrotitréni  destéku

Antigen hepatitidy B (HBeAg) je znamy tim, 7e sedosahnout pokojové teploty. NepouZité stripy&top

asociuje s virem hepatitidy B nebo HBV replikaci.

Bylo zjiSttno, ze HBeAg je produktem proteolytického o )
tspeni jadra antigenu hepatitidy B (HBcAg), ktery se2. Negativni kontrolni vzorek
jejichz exprese podléhd-ahvicka 1x2,0 ml. Fpraveno k pimému pouZiti.

vykytuje v hepatocytech,
kontrole mimojaderné oblasti genomu HBV.

pevre uzavete do sé&u a skladujte f teplog 2-8 °C.
CONTROL

Obsahuje kravské sérové proteiny; 0,09% azid s@dny

Pokud je HBeAg Htomno jako specificky marker 0,1 Kath,on GC jako konzervant. Negativni kontraa j
infekce, gitomnost protilatek proti HBeAg je znaAmkou bezbarva.

piechodu infekce do rekonvalescence.
Stanoveni d&hto dvou analyi ve vzorku se stalo
vyznamnym pro klasifikaci faze nemoci a prognosiick
hodnotou pi Ié¢be infikovanych pacierit.

C. PRINCIP TESTU
HBeAg:

3. Antigenova pozitivni
kontrola: [CONTROL + Ag
Lahvicka 1x1,0 ml. Bpraveno k pimému pouziti.
Obsahuje 2% kravského sérového albuminu, nednfiek
rekombing&ni HBeAg, 100 mM tris pufr o pH 7,4+/-0,1,
0,09 azid sodny a 0.1% Kathon GC jako konzervant.

Pokud je HBeAg ﬁtomno ve vzorku, je Zachycovéno Pozitivni kontrolaje ozn#ena zelenou barvou.

specifickymi monoklonalnimi protilatkamiébem prvni
inkubace.

V priibéhu druhé inkubace po promyti je do jamky kontrola:

piidan indikator, slozeny ze ssi dvou specifickych
monoklonalnich protilatek proti HBeAg a Zziemy

4. Protilatkova pozitivni

[CONTROL + A

Lahvicka 1x1,0ml. Fpraveno k pimému pouziti.
Obsahuje 2% kravsky sérovy albumin, lidskou

peroxidasou (HRP). Indikator se vaZe na zachycen@ntiHBeAg pozitivni plazmu v koncentraci okolo 10PE

HBeAg.

U/ml, 100mM tris pufr o pH 7,4+/-0,1, 0,09% azid

Koncentrace navazaného enzymu na pevnou fazi godny a 0,1% Kathon GC jako konzervant. Stitek je
amérna mnozstvi HBeAg ve vzorku a jeho aktivita je 0zna&eny cerver€. Pozitivni kontrola je ozrigna zlutou

detekovéana fidavkem chromogenniho substraithém
tieti inkubace.

Ptitomnost HBeAg ve vzorku je stanovenaupérem
vzhledem ke cut-off, coz umdidje semikvantitativni
stanoveni antigenu.

HBeAb:
Pokud jsou fitomny protilatky proti HBeAg,
kompetituji s rekombirmim HBeAg za vzniku

piesného mnozstvi protilatek proti HBeAg, navazanyc

v jamkach mikrotitrani destéky.
Kompetitivni analyza se sklada ze dvou inkubadieln

prvni inkubujeme vzorek s recHBeAg, druha inkubac
0

probiha s indikatorem, slozeného ze  dv
monoklonalnich protilatek proti HBeAg a zmamého
peroxidasou (HRP).

%. Protilatkovy kalibrator: L'=eLAE
U yofilizovany kalibrator pro protilatky proti HBeAg

barvou.

5. Kalibrator antigenu: [CALAG ...ml
Lyofilizovany kalibrator pro protilatky proti HBeAg
Redény vodou odpovidajici norrEIA jako je oznéeno

na lahvéce. Obsahuje fetdlni kravské sérum
s neinfeknimi rekombinantnimi HBeAg v koncentraci
1PEI U/ml +/- 10%, 0,02 gentamicin sulfat a 0.1%
Kathon GC jako konzervant.

tf’oznémka: Objem nezbytny k rozgoét obsahu
ahvicky se nize liSit u jednotlivych Sarzi. Prosim
pouzijte objem uvedeny na etiket

.|

Rediny vodou odpovidajici nornEIA jako je uvedeno
na lahvéce. Obsahuje fetdlni kravské sérum, pozitivni

Koncentrace navazaného enzymu na pevnou fazi lﬁlazmu o koncentraci 0,25 PEI U/ml +/-10%, 0,2%

nepimo Ungérnd mnoZstvi protilatek proti HBeAg ve

vzorku a jeho aktivita je stanovenaiigavkem
chromogenniho substratu vipghu treti inkubace.

Koncentrace specifickych protilatek HBeAg ve Vzorkulahvic“ky se mZe li&it u jednotiivych 3ari.

je stanovena jako pmér vzhledem ke cut-off hodngt

gentamycin sulfat a 0,1% Kathon jako konzervant.
Stitek je ozn&enydervers.

Poznamka: Objem nezbytny k rozpuét obsahu
Prosim

pouzijte objem uvedeny na etiket



| Doc.: | INSHBE.CE |strana| 3zel1l | Rev.:0 | 06/2006ES |

7. Koncentrat promyvaciho pufru:

\WASHBUF 20X]

Lahvicka 1x60 ml. 20ti nAsobny koncentrat.

1x fedsny obsahuje 10 mM fosfatovy pufr o pH 7.0+
0.2; 0.05% Tween 20 a 0.1% Kathon GC.

2. Persondl provégici vySeteni ma byt obken
v ochranném laboratornim ®&di a v gumovych
rukavicich a ma mit ochranné bryle. Vyvarujte sazitb
I ostrych pedneta (jehel, Zziletek). Personal ma byt
proskolen, jako to dopotuje Centrum pro kontrolu
— chorob (Centre for Disease Control) / Narodni tosti
8. Enzymaticky konjugat: zdravi (U.S. Institutes of Health publication) “Bafety
Lahvicka 1x16 ml. Fpraveno k pimému pouziti. in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 80
Obsahuje s peroxidazou konjugovanou se &ssm 3. Personal pracujici se vzorkem ma b§kavan proti
monoklonalnich protilatek proti HBeAg, 10 mM Tris HAV a HBV, a to vakcinami, které jsou dostupné,
pufr o pH 6.8+/-0.1, 2% BSA, 0.02% gentamycin suifa bezpe&ne a efektivni.

a 0.1% Kathon GC.
Konjugat je ozn&ncervenou barvou.

9. HBe antigen:

Lahvicka 1x10ml. Ripraveno Kk pimému pouZziti.

4. Laboratorni progedi ma byt kontrolovano tak, aby

se zabranilo kontaminaci ot@nych Ilahwek a
mikrotitraéni desttky béhem pouzivani soupravy
mikroorganismy Z prachu nebo vzduchu.

Chromogen/Substrat nevystavujteispbeni s#tla a
piedchazejte vibracim povrchu, na kterém lakaileZi.

Obsahuje rekombinantni HBeAg, fetaini kravskeé serumg  gkjadujte  soupravu i 2-8 °C v chladnice
roztok pufru o pH 8,0+/-0,1, 0,1% Kathon GC a 0,09%; kontrolovanou teplotou nebo v chladné mistnosti.

azid sodny jako konzervanty.
Reagencie je ozana modrou barvou.

10. Chromogen/substrat: UBS TMB

Lahvicka 1x16 ml. Ripraveno k pimému pouziti.
Obsahuje 50 mM citrat-fosfatovy pufr o pH 3.5-386¢
DMSO; 0.03% tetramethylbenzidin (TMB) a 0.02%
peroxidu vodiku (KHO,).

Poznamka: Skladujte v temnu.

11. Stop roztok H2S04 O3 M

Lahvicka 1x15ml. Obsahuje 0.3 M roztok kyseliny
sirové HSQO..

Pozor: Zabraite kontaktu s dma a pokozkou. Drazdiva
latka - Xi R36/38, S2/26/30.

12. Kryci félie na mikrotitra éni destiku.
13. Instrukéni manual

E. POTREBNY MATERIAL NEDODAVANY SE
SOUPAVOU

1. Mikropipety (150ul, 100ul a 50ul) a jednorazoveé
Spicky

2. Voda odpovidajici nortnEIA (dvakrat destilovana
nebo neionizovana gigdavkem aktivniho uhli
k odstragni oxidanich ¢inidel pouzitych jako
desinfekce)

3. Stopky s rozsahem 60 minut nebo vySSim.

4. Savy papir.

5. Termostaticky inkubator mikrotittaich destiek
nastaveny na +37°C

6. Reader s filtry 450nm a 620-630nm jako
refere@nimi.

7. Promyvaka mikrotitranich destiek

8. Vortex

F. BEZPECNOSTNI OPATRENI
1.
personal pod dohledem I&ka zodpo¥dného za chod
laboratde (supervizor).

Se soupravou smi pracovat pouze vyékolen)P

6. Nemichejte reagencie pochazejiciiznych Sarzi.
Doporutujeme radji nepouzivat ani reagencie ze stejné
Sarze, ale pochazejici iznych souprav.

7. Zkontrolujte, zda jsou vSechny reagenti€ a zda
neobsahuji viditeln&astice nebo shluky. Pokud tomu
tak neni, pouzijte k vySini novou soupravu.

8. Zabraite Wizové kontaminaci mezi vzorky
pouzivanim jednorazovych gpk a jejich vyngnou po
pipetovani kazdého vzorku.

9. Zabraite KiZové kontaminaci mezi reagenciemi
pouzivanim jednorazovych gpk a jejich vyngnou po
pipetovani kazdé reagencie.

10. Nepouzivejte soupravu po vyprseni doby exspirace
celé soupravy i jednotlivych lahiek.

11. V8echny vzorky jsou potencid@rnfekéni. Z tohoto
davodu by prace se vSemi vzorky lidského séra a vSemi
reagenciemi soupravy by &y byt provagny podle
piedpisu Biosafety Level 2, jak dopdue text Centers
for Disease Control/U.S. Institutes of Health pcidtion
“Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories”, 1984.

12. Doporwujeme pouzivat jednorazové plastové
nadoby pro fpravu tekutych komponent nebo pro
pienos do automatizovaného pracayiStaby se
zabranilo kiZové kontaminaci.

13. Odpad vznikly Bhem prace se soupravou musi byt
likvidovan v souladu s narodnimiiqupisy a zakony,
které se tykaji laboratorniho odpadu — chemickych a
biologickych substanci. Zejména tekuty odpad vznikl
pii promyvani, ktery obsahuje zbytky kontrolnich
roztoki a vzorki, ma byt oSé¢en jako potenciakh
infekéni material a ped za&azenim do odpadu ma byt
inaktivovan. Doporteny postup inaktivace je ofeni
10% chlornanem sodnym nebo tepelna inaktivace

v autoklavu pi 121°C po dobu 20 minut.

14. Nahodr rozlity vzorek musi byt odséat papirovym
ubrouskem napuftym desinfeknim ¢inidlem a misto
oté omyto vodou. Ubrousek musi byt poté vyhozen do
prislusného kontejneru ¢eného pro infekni odpad.

15. Kyselina sirovd je drazdiva. \fipadt rozliti
omyjte zasazeny povrch velkym mnozstvim vody.
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16. S ostatnimi odpadnimi materidly, které vznigty  Pridejte objem redestilované vody uvedené na etiket
pouzivani soupravy (n&p jednorazové Spky, kalibratoru, aby se lyofilizovany prasek zcela ra=qi a
mikrotitratni  desttka) se musi zachazet jako poté jemi promichejte na vortexu.

s potenciald infekinim odpadem a &y by byt Pozn.: Roztok neni stabilni. Skladujte zmrazeny
zlikvidovany podle narodnich smic a zakon, které se  kalibrator pf -20 °C.

tykaji laboratorniho odpadu. 6. Protilatkovy kalibrator:
Pridejte objem redestilované vody uvedené na etiket
G. PRIPRAVA VZORK U kalibratoru, aby se lyofilizovany prasek zcela ol a

1. Krev odebirejte asepticky z Zily a plazmu nebum  poté jemg promichejte na vortexu.

pripravte pouzitim standardnich technikgravy vzorku  Pozn.: Roztok neni stabilni. Skladujte zmrazeny
pro klinickou laboratorni analyzu. Nebyl pozorowdiv  kalibrator pri -20 °C.

citradtu, EDTA ani heparinu. 7. Promyvaci roztok:

2. Vyhrete se pidavani konzervgnich latek do vzonk ~ Koncentrat musi byt fed pouzitim #edsn  20x
které by mohly potkit enzymatickou reakci konjugéatu, redestilovanou vodou na 1200 ml deg pouzitim

coz by vedlo k fale§hnegativnim vysledikm. dikladre promichan. B piipraw se vyhsite pEneni,
3. Vzorky musi byt jagh ozna&eny kbédem nebo piitomnost bublin by mohla vést ke Spatnéntinku
jménem, aby nedoSlo k z&ng. promyvani.

4. Nepouzivejte hemolyzované a hyperlipemickéPozn.: Na&edeny promyvaci roztok je stabilni 1 tydefi p
vzorky, stej jako vzorky obsahujici rezidua fibrinu 2 az 8°C.

nebo jinych velkych ¢astic, protoze mohou vést 8. Enzymaticky konjugat:

k faleSnym vysledkm. Pripravena k gimému pouziti. Red pouzitim dote

5. Vzorky séra mohou byt ulozenyi peplo€ 2—8°C az  promichejte na vortexu.

po dobu pti dni od odiru. V piipa delSiho Predchazejte kontaminaci tekutiny oxéddmi cinidly,
skladovéani je uchovavejte zmrazeriétpplot — 20°C.  vzdusnym prachem nebo mikroorganismy. Pokud je tato
Vzorky opakovad nezmrazujte a nerozmrazujte, nébo reagencie fendSena, pak ta piendSena pouze
takto oSetené vzorky mohou poskytovat faleSnév plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovych
vysledky. nadobach.

6. Pokud jsou fitomny ¢astice, odsed’te vzorek pi 9. HBE antigen:

2000 RPM po dobu 20 minut nebo jej filtrujte poihit Pripraveno k pimému pouziti. Red pouzitim doie

filtru 0.2-0.8um az do vyisténi vzorku. promichejte na vortexu.

Predchazejte kontaminaci tekutiny oxéddémi cinidly,
H. PRIPRAVA REAGENCIi A UPOZORN ENi vzdudnym prachem nebo mikroorganismy. Pokud je tato
Na zaklad studie provaghé na otekenych soupravach reagencie fenaSena, pak ta pienaSena pouze
se doporduje ote¥enou soupravu zpracovat do t v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovych
mésiai od jejiho oteteni. nadobach.
1. Mikrotitra éni destitka: 10. Chromogen/substrat:

Nechejte séek s mikrotitr&ni desttkou vytemperovat Pripraven k pimému pouziti. Red pouzitim dofe

na pokojovou teplotu (asi 1 hodinu¥ed otewenim. promichejte na vortexu.

Zkontrolujte vysouSedlo, jestli neni zbarveno teav Predchazejte kontaminaci tekutiny oxéémi cinidly,
zelerg, coz sedei o defektu pi skladovani. V takovém vzduSnym prachem nebo mikroorganismy. Nevystavujte
pripacs zkontaktujte zakaznicky servis firmy Dia.Pro.  silnému os¥tleni, oxid&nim cinidlaim a kovovym
Nepouzité stripy musi byt vraceny&po hlinikového povrchim. Pokud je tato reagencigepaSena, pakta
s&ku spolu svysouledlem, pevnuzaweny a prenaSena pouze v plastovych, pokud mozno sterilnich
skladovany fi 2 az 8°C. Zbytek stripje stabilni az do jednorazovych nadobéch.

doby exspirace, pokud indikator vihkosti obsaZzemy v 11. Kyselina sirova:

vysousSedle nezéni barvu ze Zluté na zelenou. Pripravena k pimému pouziti. Red pouzitim dofe
2. Negativni kontrola: promichejte na vortexu.

Pripravena k pimému pouziti. Red pouzitim doke  Varovani: Drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30)
promichejte na vortexu. Legenda: R36/38 = draZzdéia pokozku.

S 2/26/30 = vfpack kontaktu s 6ima, okamzi
vyplachréte velkym mnozstvim vody a vyhledejte

3. Antigenova pozitivni kontrola: Iékafe., ) ) B ) 5
Pripravena k pimému pouziti. Bed pouzitim dofe | PRISTROJ[E A ZARIZENI POUZIVANE P RI
promichejte na vortexu. ZPRACOVANI SOUPRAVY

4. Protilatkova pozitivni kontrola: 1. Mikropipety musi byt kalibrovany pro fesné
Pripravena k pimému pouziti. Red pouzitim dote  davkovani roztok, dale musi byt dekontaminovatelné
promichejte na vortexu. alkoholem, 10% NaOH nebo&mymi nemocrinimi
5. Kalibrator antigenu: desinfeknimi prostedky, po pipadné kontaminaci

infekénim vzorkem. Jejich fesnost musi byt 1%
s odchylkou max. +/-2%.
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2. Inkubator ELISA destiek musi byt nastaven na 6. Nastavte ELISA inkubator na +37°C d&igravte
+37°C (tolerance +/-0.8C a musi byt osfena spravnost ELISA promyvaku napl&nim n&ediného
teploty. Mize byt pouzit jak suchy tak i vihky typ promyvaciho roztoku podle pok§rvyrobce. Nastavte
inkubatoru uteny pro ELISA destky. spravny pdet promyvacich cykl pro pouziti s touto

3. Kvalitni ELISA promyva@ka je vysoce tlezitym  soupravou.

prvkem pro pesnost analyzy. Promy§ka musi byt 7. Zkontrolujte, zda je zapnuty ELISA reader anebo se
validovdna a optimalizovanaigd rutinnim pouzitim ujistéte, Ze bude zapnut minim&n20 min ped

v laboratdi. Obvykle 4-5 cykh (odsati — dispenze 350 meéienim.

ul promyvaciho roztoku = 1 cyklus) je dostaié pro 8. Pokud pouzivate automat, z&pm ho, zkontrolujte
promyti. Je doporen naméeci ¢as 20-30 sec. mezi nastaveni a ujiste se, Ze pouZzivate spravny protokol.
cykly. Pro fesné nastaveni pim cykli je dopordeno 9. Zkontrolujte, zda jsou mikropipety nastaveny na
provést analyzu negativnich a pozitivnich kontrol apozadovany objem.

nekolika definovanych vzork se znamou pozitivitou, 10.Zkontrolujte, zda je vSechno ostatni vybaveni
tak aby vysledky odpovidaly pozad#@vk popsanym K dispozici a pipraveno k pouZiti.

v kapitole o validaci testu. U promytky je poteba

provadt pravidelnou dekontaminaci a validaci podleV piipad néjakych probléni, nepokr@ujte dale se
pozadavk vyrobce a pedpisi SLP. zpracovanim testu a pafée se s Vasim dodavatelem.

4. Tolerance pro inkukimi ¢casy je +/-5%. ) )

5. ELISA reader musi byt vybaven filtrem 450 nm, M. VLASTNI ANALYZA

idealrg i filtrem 620 nebo 630 nmBLANK). Musi Analyza musi byt provedena podle niZze popsaného
sphovat nasledujici technické parametry: linearitapostupu. Zamfte se zejména na dodrzeni stejné doby
absorbance musi byt vy3$i nebo rovna 2 ABS, nastaveinkubace pro vSechny vy$evané vzorky.

vinovych délek mensi nebo rovno 10 nnfini rozsah  A) HBe antigen

nejmér 0.0 — 2.0 ABS, rozptyl steni pod 1%. Opticky 1. PoZadovany peet stripi umistte do rameéku a
systém readeru musi byt kalibrovan a validovan na opatrré ozna&te jamky pro kontroly, kalibratory a
spravnost réreni dané vinové délky, reader musi byt vzorky.

udrZzovan dle poZadaukvyrobce a SLP. 2. Prvni jamku Al ponechejte prdzdnou pro slepy test
6. Pouzivate-li ELISA automat, musite sprévrastavit (BLANK).

vSechny kritické kroky (dispense, inkubace, promyti3. Davkujte 100 pl negativni kontroly v triplikatu, Q0
¢teni, zpracovani dat). Stanice musi byt udrzovana a pl kalibratoru antigenu v duplikatu a 100 pl

validovana odbornym servisem dle poZadavirobce a antigenové pozitivni kontroly do jedné jamky.
SLP. Dopordujeme nastavit protokol a validovat jej na 4. Poté pipetujte 100ul ipdrecknych vzorki do
souboru kontrol a vzotk se znamou pozitivitou. Je jednotlivych jamek.

potteba také fedchazet mozZnostem fikové 5. Zkontrolujte, Ze vzorky byly umigty spravi bud
kontaminace f opakované dispenzaci jehlou automatu. okem (existuje vyrazny barevny rozdil mezi

PouZivani ELISA automatu je dopdamo, pokud péet prdzdnou a plnou jamkou) nebo na readefu p

vzork v jednom Bhu je nejméd 30. 450/620nm (vzorky poskytuji hodnotu OD vySSi

7. Dia.Pro zakaznicky servis nabizi uzivaral Dia.Pro nez 0,100).

ELISA souprav nastaveni protokad jejich optimalizaci 6. Inkubujte destiku 60 minut pi¥i +37°C.

na Sirokou Skalu ELISA automiat Poznamka: stripy zakryvejteilpZzenou folii pouze /i
manualnim zpracovani. Pokud pracujete na analyzéator

L. PRIPRAVA NA ZPRACOVANI SOUPRAVY stripy nezakryvejte.

1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy uvedené nd. Po inkubaci promyjte na automatické promsoe

obalu. Nepouzivejte exspirované soupravy. pomoci promyvaciho roztoku, jak bylo popsano

2. Zkontrolujte, zda nejsou tekuté komponenty  vySe (odst. I.3).

soupravy kontaminovany viditelnyméasticemi nebo 8. Pridejte 100 pl konjugatu do kazdé jamky
srazeninami. Zkontrolujte, zda Chromogen je bezparv s vyjimkou Alugené pro blank.

nebo s¥tle modry nasatim malého mnozstvi sterilniPozn.: bdte opatrni gi pipetovani do jamek, aby
plastovou pipetou. Zkontrolujte, zd# pievozu nedoSlo nedoSlo  k poSkozeni povrchu jamky c¢Kpu a
k rozbiti rgjaké lahviéky a zda neni uvritkrabiky  predchazejte kontaminaci.

vylitd zadna tekutina. Zkontrolujte, zda hlinikoepal 9. Zkontrolujte, Ze se reagencie dostaterozpustily
mikrotitraéni destéky neni poruSeny. a poté inkubujte destu 60 minut pri +37°C

3. Nared'te si potebny objem koncentratu promyvaciho 10. Po druhé inkubaci promyjte dedtu stejr jako
roztoku, jak je popsano vyse. v bodk 7.

4. Rozpuste kalibrator, jak je popsano vySe a jeémn 11. Pridejte 100 ul roztoku substratu do kazdé jamky,
promichejte na vortexu. véetng jamky Al.

5. Ponechte vSechny ostatni komponenty soupraviiilezita poznamka: Nevystavujte desku silnému
vytemperovat na pokojovou teplotu (asi jednu hogeu swtlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.

pak jemr promixujte na vortexu vSechny tekuté 12. Inkubujte mikrotitr&ni destéku chragnou ped
reagencie. swtlem pi#i pokojové teplot (18-24°C) po dobu



Poznamka: stripy zakryvejtefilpZzenou folii pouze 7

manualnim zpracovani. Pokud pracujete na analyzéator

stripy nezakryvejte.
8. Po inkubaci promyjte na automatické promice

vySe (odst. 1.3).
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20 minut. Jamky s pozitivni kontrolou a pozitivni | teplota pokojova
vzorky se zbarvi z bezbarvé na modrou. Stop roztok 100 pl
13. Pipetujte 10Qul kyseliny sirové do kazdé jamky ve | hustota filtru 450 nm
stejném sledu jako wepdchozich bodech.iidani
stop roztoku zbarvi pozitivni kontrolu a pozitivni HBe protilatky
vzorky z modré na Zlutou. Kontroly a kalibratory 50 pl
14. Zméite intenzitu zabarveni roztbljamek ELISA Pacientské vzorky 50 pl
readerem f 450 nm, pro odeet pozadi i fi 620- 1. inkubace 60 min
630 nm. Jamku Al pouzijte jako BLANK. teplota +37°C
. promyti 4-5 cyki
B) HBe protilatky _ ) ) Enzymovy konjugat 100 pl
1. Pozadovany pfet stripi umistte do rameéku a 2 inkubace 60 min
opatrré oznate jamky pro kontroly, kalibratory a teplota +37°C
vzorky. -
s . . , promyti 4-5 cykih
2. (PBr\ligll\ﬁr)nku Al ponechejte prazdnou pro slepy test smeEs TMB a H202 100 ul
3. Davkujte 50 pl negativni kontroly v triplikatu, 50 | ->-inkubace 20 min_
protilatkového kalibratoru v duplikatu a 50 pl |ePlota pokojova
protilatkové pozitivni kontroly do jedné jamky. Stop roztok 100 pl
4. Poté pipetujte 50pl fpdedsnych vzorki do hustota filtru 450 nm
jednotlivych jamek. . o L
5. Zkontrolujte, Ze vzorky byly umisty spravi bue  Pfiklad umisténi jednotlivych jamek:
okem (existuje vyrazny barevny rozdil mezi I e i e v v
. : . A |BLK |52
prazdnou a plnou jamkou) nebo na readefu p [ TTnc 53
450/620nm (vzorky poskytuji hodnotu OD vySSi [€ ] NC |54
nez 0,100). [E> g‘fL g;
6. Pridejte 50 pl HBe antigenu do kazdé jamky ksom s T¢a a7
jamky Al. G | PC [ S8
7. Inkubujte destiku 60 minut p¥i +37°C. B S1)89

Legenda: ELK = Blank

CAL = Calibrator

MNC = Megative Control
PC = Positive Control

5 = Sample

VNIT RNi KONTROLA KVALITY
pomoci promyvaciho roztoku, jak bylo popsémOKontroIa validity soupravy je zafidvana pouzitim

kontrol pi kazdém testu. Souprava je validni, dosahnou-

9. Pokraujte jako g zpracovani HBe antigenu od !l kontroly nasledujicich hodnot:

bodu 8 az do konce.

Dilezita poznamka: HBe antigen
1. Pokud nemate k dispozici druhy filtr, ujie se, ze | j@mka OD 450 nm
se na spodni stranmikrotitracnich jamek nenachazil Blank < 0,100 OD 450 nm

zadné otisky prst pred nerenim @i 450 nm. Otisky
mizZzou zjsobit faleSd pozitivni vysledky7p cteni.

2. Méreni musi byt provedeno hned pgdani Stop
dinidla, nejpozdji do 20 min po jeho fdani.
Samovolna oxidace chromogenuize zgsobit silné
pozadi.

SCHEMA POSTUPU

HBe antigen

Negativni kontrola (NC)

< 0,150 OD 450 niti p
koeficientu variace < 309

Kalibrator antigenu

S/ICo>2,0

Pozitivni kontrola (PC)

> 1,500 OD 450 nm

HBe protilatky

jamka

OD 450 nm

Blank

< 0,100 OD 450 nm

Negativni kontrola (NC)

> 1,000 OD 450 nifi p

Kontroly a kalibratory 100 ul koeficientu variace < 109
Pacientské vzorky 100 pl Protilatkovy kalibrator OD 450 nm < NC/1,5

1. inkubace 60 min Pozitivni kontrola (PC) OD 450 nm < NC/10
teplota +37°C

promyti 4-5 cyki Pokud vysledky testu dosahnou vySe uvedenych hpdnot
Enzymovy konjugat 100 pl postupte k dalSimu odstavci.

2. inkubace 60 min Pokud ne, nepokéajte dale a prowdte nésledujici
teplota +37°C kontrolu:

promyti 4-5 cykh

smés TMB a H202 100 pl

3. inkubace 20 min
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HBeAg 1. zda byl dodrzen pracovni postup
Problém ZKkontrolujte 2. zda nebyla uglana chyba f
Blank 1. zda nedoSlo ke kontaminaci Kalibrator pipetovani kalibratoru
> 0.100 OD450nm roztoku substratudmem testu OD450nm > |3. zda promyvaci postup a nastaveni
1. zda promyvaci postup a nastaveni | NC/1,5 promyvaky je v pagadku
promyvaky je v paadku 4. zda nebyly kontaminovany
2. zda byl pouzit spravny promyvaci mikropipety pozitivhim vzorkem
roztok a zda jim byla promyka 1. zda byl dodrzen pracovni postup
naplréna gred pouzitim 2. zda nebyla udlana chyba fi
Negativni 3. zda nebyla ugldna chyba Pozitivni pipetovéani pozitivni kontroly (f
) o S ozitivni : - N
kontrola pipetovani kontrol (pozitivni kontrola pipetovani negativni kontroly
> 0,150 kontroly misto negativni) <1500 misto pozitivni)
OD450nm po |4. zda nedosSlo ke kontaminaci NC OD,450nm 3. zda promyvaci postup a nastaveni
blankovani nebo jamek, do nichz byla NC promyvaky je v pdadku
pipetovana, pozitivnim vzorkem 4. zda nedoslo k externi kontaminaci
nebo ke kontaminaci konjugatu pozitivni kontroly
5. zda nebyly kontaminovany
mikropipety pozitivnim vzorkem V piipack, Ze nastanesktery z vySe uvedenych
nebo konjugatem problémi, kontaktujte svého dodavatele pro jéh8eni.
6. zda nejsou jednotlivé jehly
promyvaky ¢asté&ng ucpany P. VYSLEDKY
1. zda byl dodrzen pracovni postup  Vysledky se vypéitaji pomoci cut-off koeficientu (Co),
2. zda nebyla wdana chyba $ ktery ziskate pomoci nasledujiciho vzorce:
Kalibrator pipetovani kalibratoru HBeAg:
3. zda promyvaci postup a nastaveni NC + 0,100 = Cut-Off (Co)
Co/lS<2 D .
promyvaky je v paadku
4. zda nebyly kontaminovany HBeADb:
mikropipety pozitivnim vzorkem (NC + PC) / 3 = Cut-Off (Co)
1. zda byl dodrzen pracovni postup
2. zda nebyla udana chyba f Dilezita pozndmkaPokud je vysledek pian ELISA
e pipetovéani pozitivni kontroly (f automatem, ujigte se, Ze je pouzit spravny vzorec pro
Ec?r?tl:lc:/lgl pipetovani negativni kontroly vypaiet hodnoty cut-off a vydava spravné vysledky.
<1500 misto poz!t|vn|',) ) ) .
OD,450nm 3. zda promyvaci postup a nastaveni Q., INTERPRETACE YY§LEDK U
promyvaky je v padadku Vysledky se interpretuji nasledaun
4. zda nedoSlo k externi kontaminaci
pozitivni kontroly. HBeAQ:
S/Co Interpretace
HBe protilatky <0.9 Negativni
Problém ZKkontrolujte 09-1.1 Hrariini
Blank 1. zda nedoslo ke kontaminaci >1.1 Pozitivni
>0.100 roztoku substratudmem testu
0OD450nm HBeAb:
1. zda promyvaci postup a nastaveni S/Co Interpretace
promyvaky je v pdadku <0.9 Negativni
2. zda byl pouZzit spravny promyvaci 09-11 Hrardni
roztok a zda jim byla promyka >11 Pozitivni
Negativni naplrena gred pouzitim
kontrola 3. zda nebyla ugldna chyba . )
<0000 | pltovtfonve st | 5~ 0Bus0nm ot
blankovani 4. zda nedoSlo ke kontaminaci NC Co = hodnota cut-off
- n_ebo Jamek, do _n_|ch,z byla NC Ptiklad vypaitu pro HBeAg analyzu:
Koeficient pipetovana, pozitivnim vzorkem
variace > 10% nebo ke kontamma_m kqnjugatu Nasledujici data nesmi byt pouZita misto reélnyah d
5 an ne_byly kO”t‘?‘m”TO"a”y ziskanych uZivatelem.
mikropipety pozitivnim vzorkem
nebo konjugatem - Negativni kontrola: 0,020 — 0,030 — 0,025 OD450nm
6. zda nejsou jednotlivé jehly

promyvaky ¢ast&neé ucpany

Primeérna hodnota: 0,025 OD450nm
Niz8i nez 0,150 — akceptovano
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Pozitivni kontrola: 2,489 OD450nm HBE.CE PEI U/ml
VySSi nez 1,500 — akceptovano Lot ID HBeAg
0103 0,25
Cut-off = 0,025 + 0,100 = 0,125 0103/2 0’25
Kalibrator: 0,520 — 0,540 OD450nm ’
Primérna hodnota: 0,530 OD450nm S/Co=4,2 0303 0,25

S/Co vyssi nez 2,0 — akceptovano
Souprava byla testovana i po vydani Accurun # 51,

Vzorek 1: 0,030 OD450nm vyrobenou firmou Boston Biomedica Inc, USA, po
Vzorek 2: 1,800 OD450nm fedéni v FCS. Vysledky jsou nize:
Vzorek 1 S/Co < 0,9 = negativni HBE.CE 1x 2x 4x 8x 16x
Vzorek 2 S/Co > 1,1 = pozitivni Lot ID
0103 4,1 1,6 0,9 0,6 0,4
Priklad vypaitu pro analyzu HBeAb: 0103/2 4,1 1,7 0,9 0,6 0,4
0303 4,0 1,6 0,9 0,5 0,4

Nasledujici data nesmi byt pouZita misto reélnyah d
ziskanych uzivatelem. 2. CITLIVOST

Diagnosticka citlivost byla testovana na panelurkio
Negativni kontrola 2,100 — 2,200 — 2,000 OD450nm Kklasifikovanych jako pozitivni na étené souprav US

Primérna hodnota 2,100 OD450nm FDA.
VyS§Si nez 1,000 — akceptovano Pozitivni vzorky byly odebrany paciémh s HBV v
riznych patologickych stavech (akutni, chronické)
Pozitivni kontrola 0,100 OD450nm vykazujici reaktivitu HBeAg.
Niz8i nez NC/10 — akceptovano U vice nez 200 vzortkbyla nangiena celkova hodnota
citlivosti > 98%.
Cut-off = (2,100 + 0,100)/3 = 0,733 Byl pouzit panel sérokonverze, kod PHM 935B, vydany
Kalibrator: 0,720 — 0,760 OD450nm BBI. Ziskand data jsou uvedena nize v tabulce, byla
Primeérna hodnota: 0,740 OD450nm srovnana s daty ziskanymi ze dvou dalSich konger
OD450nm < NC/1,5 — akceptovano dodavanych produkt
Vzorek 1: 0,020 OD450nm ID vzorku HBE.CE | Abbot EIA | Sorin EIA
Vzorek 2: 1,900 OD450nm S/Co S/Co S/Co
Vzorek 1 Co/S > 1,1 = pozitivni 21 5,4 45 6,3
Vzorek 2 Co/S < 0,9 = negativni 22 3,7 43 5,4
23 1,9 3.2 3.1
Dilezité poznamky: 24 11 2.4 15
1. Interpretace vysledk ma podléhat kontrole 25 1,0 2.1 1.2
odpowdné osoby pro omezeni chyb nebo chybnych—5g 06 17 07
Vydé.Vé.ni V)IISIGdk 27 0’2 0’8 0’3
2. ldentifikace klinického stavu pacienta s HBV (akut 8 0'2 0’6 0'2
chronickd, asymptomaticka hepatitida) ma byt 9 0’2 0’4 0’2
provacdtna na bézi i dalSich mark&rHBV infekce 30 0’2 0’3 0’2
(HBsAg, HBsAb, HBcAb, HBclgM) : : :
3. Pokud jsou vysledky@naSeny z laborate do jiného g; 81 gg gg

zafizeni, ¥¢nujte pozornost kiedejiti chyb pi
prenosu dat

4. Pacient musi byt seznamen /#@mnosti viru
hepatitidy kvalifikovanym lékekym pracovnikem.

Nasledr byl testovan panel kéd PHJ 201 od BBI.
Ziskana data jsou uvedena nize, byla srovnanays dat
ziskanymi od BBI jiného kome&niho produktu.

PARAMETRY :
¢len PEI U/ml HBE.CE Sorin EIA
A) HBeAg 1 3 3,3 7,0
2 6 17,5 21,9
1. LIMIT DETEKCE 3 26 30,1 37,1
Limit detekce pro analyzu je dan dpnérem 4 31 29,4 23,5
Mezinarodnich standaiidpro HBeAg danych Institutem 5 1 11 2,2
Paula Ehrlicha (PEI). 6 2 2,3 6,9
Data ziskana zji®vanim limitu detekceit Sarzi jsou 7 35 30,1 24,6
v tabulce nize: 8 38 29,2 31,9
9 4 16,6 10,8
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10 - 0,3 0,2 HBE.CE Sarze 0103/2
11 1 3,4 3,6 Negativni kontrola (N=16)
12 <1 0,2 1,2 Pramérna 1.béh 2.béh 3.béh Pramér
13 <1 0,9 1,4 hodnota
14 - 0,2 0,2 0OD450nm 0,033 0,031 0,030 0,032
15 - 0,4 0,1 Odchylka 0,003 0,003 0,002 0,004
16 - 0,5 0,1 Smerodatna| 7,9 8,5 7.4 8,0
17 - 0,3 0,2 odchylka %
18 - 0,2 0,2
19 - 0,2 0,1 PEI 1 U/ml (N=16)
20 - 0,2 0,1 Priamérna 1.béh 2.béh 3.béh Pramér
21 - 0,3 1,0 hodnota
22 - 0.3 0.1 0OD450nm 0,565 0,573 0,568 0,569
23 - 0.4 0.1 Odchylka 0,026 0,025 0,024 0,025
24 - 0,2 02 Smerodatna| 4,7 4,3 4,2 4,4
25 - 0.3 0.2 odchylka %
S/Co 4,2 4,4 4,4 4,3
3. SPECIFITA

Diagnostickad specifita byla stanovena na panele
negativnich vzork odebranych normalnim jeditim a

cHBE.CE SarzZe 0,03
Negativni kontrola (N=16)

daraim krve, ktéi byli pomoci sady schvalené

Pramérna 1.béh 2.béh 3.béh Pramér
hodnota

organizaci FDA klasifikovani jako negativni.
Pro stanoveni igsnosti byla pouzita jak plazma

OD450nm 0,029 0,034 0,038 0,034

piipravend iiznymi standardnimi technikami, tak sérum.

Odchylka 0,003 0,003 0,004 0,003

V pribéhu testu nebyla pozorovana zadna fales

h&nrodatna 9,7 9,8 9,2 9,6

reaktivita.

odchylka %

Byly testovany i zmrazené vzorky ke kontrole, zd
interferuji s provedenim testu. Nebyly pozorovaaghi
interference naistych vzorcich.

Vzorky ziskané od pacieit rozdilnou virovou (HCV a

a

HAV) a nevirovou patologii jater mohou interferovat

S testem.

PEI 1 U/ml (N=16)

Nebyly pozorovany Zadné #kené reakce. Tento tes
hodnoceny kvalifikovanou referéni laboratei byl

Pramérna 1.b&h 2.b&h 3.béh Pramér
hodnota

proveden na vice nez 500 vzorcich a dosahl hodn

0tYD450nm 0,579 0,573 0,564 0,572

specifity > 98%.

Odchylka 0,023 0,028 0,025 0,025

4. REPRODUKOVATELNOST

Reprodukovatelnost byla testovana na dvou vzorci

Snerodatna 4,1 4.8 4.5 4.5
odchylka %
ch s/Co 4,5 43 4,1 43

v 16 replikatechiemi miznymi testy #i riznych Sarzi.
Zjisténé hodnoty jsou nasledujici:

HBE.CE SarZe 0103
Negativni kontrola (N=16)

Pramérna 1.b&h 2.b&h 3.b&h Pramér
hodnota

0OD450nm 0,030 0,027 0,032 0,029

odchylka 0,002 0,002 0,003 0,007

Snerodatna 7,4 8,2 7.9 7.8
odchylka %

B) HBe protilatky

1. LIMIT DETEKCE

Limit detekce pro analyzu je dan Upnérem
Mezinarodnich standaiidpro HBeAg danych Institutem
Paula Ehrlicha (PEI).

Data ziskana zjipvanim limitu detekceit Sarzi jsou
v tabulce nize:

PEI 1 U/ml (N=16)

Pramérna 1.b&h 2.béh 3.beh Prameér

hodnota

OD450nm 0,569 0,559 0,575 0,568

HBE.CE PEI U/ml
Lot ID HBeAb
0103 0,25

0103/2 0,25
0303 0,25

Odchylka 0,027 0,029 0,028 0,028

Smérodatna| 4,7 5,3 4.9 4.9
odchylka %
S/Co 4.4 4.4 4.4 4,4

Souprava byla testovana i po vydani Accurun # 52,
vytvorenou firmou Boston Biomedica Inc, USA, po
fedni v FCS. Vysledky jsou nize:
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HBE.CE 1x 2X 4x 8x 16x 20 11 5,0 47,3
Lot ID 21 2 1,9 10,0
0103 1,0 0,8 0,6 0,4 0,4 22 26 28,1 90,7
0103/2 1,0 0,8 0,6 0,5 0,4 23 - 0,3 0,5
0303 1,0 0,8 0,6 0,4 0,4 24 <1 0,8 13
25 50 28,1 167,4
2. CITLIVOST

Diagnostické citlivost byla testovdna na panelurkido 3. SPECIFITA

klasifikovanych jako pozitivni na HBeAb na &ené  Klinicka specifita byla zjifovana, jako je popsano u
soupra¥ US FDA. HBeAg.

Pozitivni vzorky byly odebrany paciémbh s HBV v Tento test hodnoceny kvalifikovanou refeten
riznych patologickych stavech (akutni, chronické)laboratdi byl proveden na vice nez 500 vzorcich a

vykazujici reaktivitu HBeAg. dosahl hodnoty specifity > 98%.
U vice nez 200 vzorkbyla nangtena celkova hodnota
citlivosti > 98%. 4. REPRODUKOVATELNOST

Byl pouzit panel sérokonverze, kod PHM 935B vydanyReprodukovatelnost byla testovana na dvou vzorcich
BBI. Ziskana data jsou uvedena nize v tabulce, byla 16 replikatechiemi riznymi testy i riznych Sarzi.
srovnana s daty ziskanymi ze dvou dalSich keénder zjisténé hodnoty jsou nasleduijici:

dodavanych produist

ID vzorku HBE.CE | Abbot EIA | Sorin EIA
S/Co S/Co S/Co
21 0,4 0,4 0,5 HBE.CE Sarze 0103
22 0,4 0,5 0,6 Negativni kontrola (N=16)
23 0,4 0,6 0,5 Pramérna 1.béh 2.béh 3.béh Pramér
24 0,4 0,5 0,6 hodnota
25 0,4 0,6 0,5 0D450nm 2,484 2,420 2,471 2,458
26 0,5 0,6 0,6 odchylka 0,129 0,160 0,142 0,144
27 0,6 0.8 0,7 Smeérodatna| 5,2 6,6 57 5,9
28 0,7 0,9 0,7 odchylka %
29 0,6 0,9 0,7
30 0,8 1,0 0.9 PEI 0,25 U/ml (N=16)
31 1,0 1,3 1,1 Pramérna 1.béh 2.béh 3.béh Pramér
32 1,0 1,2 1,0 hodnota
OD450nm 0,867 0,800 0,878 0,848
Nasled® byl testovan panel kéd PHJ 201 od BB|. Odchylka | 0,043 0,060 0,050 0,051
Ziskana data jsou uvedena niZe, byla srovnanays da®nerodatna 5,0 7,5 5,7 6,1
ziskanymi od BBI jiného komeniho produktu. odchylka %
S/Co 1,0 1,0 1,0 1,0
¢len PEI U/ml HBE.CE Sorin EIA
1 - 0,3 0,5 HBE.CE Sarze 0103/2
2 - 0,2 0,5 Negativni kontrola (N=16)
3 - 0,2 0,5 Pramérna | 1.béh 2.béh 3.béh | Pramér
4 - 0,2 0,5 hodnota
5 - 0,3 0,6 0OD450nm 2,316 2,361 2,413 2,363
6 - 0,3 0,6 Odchylka 0,127 0,144 0,146 0,139
7 - 0,2 0,4 Smerodatng| 5,5 6,1 6,0 59
8 - 0,2 0,4 odchylka %
9 - 0,2 0,5
10 3 19 0.6 PEI 0,25 U/ml (N=16)
11 - 0.3 05 Pramérna | 1.béh 2.beh 3.béh | Pramér
12 - 0.4 0.9 hodnota
13 2 44 9.1 0OD450nm 0,767 0,793 0,785 0,781
14 1 3.8 2.9 Odchylka 0,041 0,050 0,046 0,046
15 <1 1,0 15 Snerodatna 5,4 6,3 5,8 5,8
16 >50 43 120,9 | [odchylka %
17 <1 1,0 1,0 S/Co 1,0 1,0 1,0 1,0
18 5 5,6 21,8
19 1 2,7 6,4
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HBE.CE SarZe 0,03 Krugman S., Overby L.R. et al.. N.Engl.J.Med.. 300:
Negativni kontrola (N=16) 101, 1979
Pramérna 1.béh 2.béh 3.béh Pramér
hodnota Tento vyrobek byl vyroben firmou Dia. Pro s.r.l.
0OD450nm 2,334 2,415 2,437 2,39% | pod dohledemiizzenym systémertizeni jakosti
Odchylka 0,146 0,155 0,158 0,153 | a prostedi, ktery spluje poZzadavky norem EN ISO
Smerodatna| 6,3 6,4 6,5 6,4 13485, a ktery byl certifikovan pod regisiném ¢islem
odchylka % 0318.
PEI 0,25 U/ml (N=16) Vyrabi
Pramérna 1.b&h 2.bgh 3.béh | Pramér Dia.Pro. Diagnostic Bioprobes Srl.
hodnota via Columella n°® 31 — Milano - Italy
OD450nm | 0,850 | 0,867 0,876 0,864 |[Doc.. [INSHBE.CE | Rev..0 | 2010/04E$
Odchylka 0,052 0,051 0,048 0,05(
Snerodatna 6,1 5,9 5,5 5,8 Distributor:
odchylka % LABOSERV s.r.0.
S/Co 0,9 1,0 1,0 1,0 Hudcova 532/78b, 612 00 Brno

Tel: 541 243 113, fax: 541 243 114
e-mail: laboserv@Ilaboserv.cz
S. OMEZENI www.laboserv.cz

Zmrazené vzorky obsahujici fibrinovéastice nebo
agregaty mohou poskytnout falé3wozitivni vysledky.
Bakterialni kontaminace nebo tepelna inaktivacekizo
miaze ovlivnit hodnoty absorbance usledku zrény
koncentrace analytu.

Tento test je vhodny pouze pro testovani jednatlivy
vzorki.

Diagnéza infe&ni nemoci by neila byt stanovena na
zaklad pouhého vysledku vySeni. Mgl by byt bran
v Gvahu klinicky stav pacienta, symptomy i diagnzet
data.
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