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HBs Ab

A. PREDPOKLADANE POUZITI

ELISA test pro kvalitativni/kvantitativni stanoveni protilatek
proti povrchovému antigenu hepatitidy B v lidském séru a
plazmé. Pouze pro Ucely “in vitro” diagnozy.

B. UVOD

Svétova zdravotnicka organizace (WHO) definuje infekci
hepatitidou typu B nasledovné:

“Hepatitida typu B je jedno zvyznamnych lidskych
onemocnéni a predstavuje vazny celosvetovy zdravotni
problém. Hepatitida predstavuje zanét jater a jeji
nejobvyklejsi pficinou je nakazeni jednim z5 virQ,
oznacenych jako hepatitida A, B, C, D a E. VSechny tyto
viry mohou zpusobit akutni onemocnéni se symptomy
trvajicimi nékolik tydn(l, véetné zeZloutnuti pokozky a oci
(zloutenka), tmavé modi, extrémni Unavy, nevolnosti,
zvraceni a bolesti bficha. MdZe trvat nékolik mésict az
rok, nez se pacient opét citi dobre. Virus hepatitidy typu B
muze zpasobit chronickou infekci, béhem niz se pacient
viru nikdy nezbavi a po fadé let se onemocnéni vyvine
v cirhézu jater nebo rakovinu jater.

HBV je nejvaznéjSim typem virové hepatitidy a jedinym
typem zpusobujicim chronickou hepatitidu, proti némuz je
k dispozici vakcina. Virus hepatitidy typu B virus se
prenasi kontaktem s krvi nebo télnimi tekutinami nakazené
osoby a to stejnym zplsobem, jako virus lidské
imunodeficience (HIV), tj. virus vyvolavajici AIDS. HBV je
vS8ak 50x az 100x nakaZzlivéjSi nez HIV. Hlavni zplsoby
nakazeni HBV jsou: (a) perinatdlné (dité nakazené pfi
narozeni matkou); (b) pfenos mezi détmi; (c) nebezpecné
infekce a transflze; (d) sexualni kontakt.

Ve svétovém méfitku jsou prevliadajicimi zplUsoby
nakaZzeni ditéte infikovanou matkou, kontakt mezi détmi ve
Skolkach a nakazeni se pfi opakovaném pouziti
nesterilizovanych jehel a injekénich stfikacek. V mnoha
rozvojovych zemich se virem nakazi téméf kazdé dité.
V fadé rozvinutych zemi (napf. v zapadni Evropé a
Severni Americe) je zpUsob prenosu odliSny. V téchto
zemich zodpovidal pred zavedenim programi ockovani
déti proti hepatitidé typu B za pfiblizné tfetinu chronickych
infekci pfenos z matky na dité a mezi détmi. VétSina
infekci v téchto zemich je vSak ziskavana béhem prvnich
let dospélosti nasledkem sexualni aktivity a injekeni
aplikace drog. Virus hepatitidy typu B navic predstavuje
vyznamné profesionalni zdravotni riziko pro pracovniky ve
zdravotnictvi, takZe vétSina zaméstnancu zdravotnické
sféry obdrZela proti tomuto onemocnéni vakcinu.

Virus hepatitidy typu B se nerozSifuje kontaminovanymi
potravinami ani vodou a neni rozSifovan nahodné na
pracovisti. Vysok&d mira chronického nakazeni HBV se
rovnéz vyskytuje v jiznich ¢astech vychodni a stfedni
Evropy. Na stfednim Vychodé a indickém subkontinentu je
chronicky infikovano okolo 5 % populace. Infekce je méné
obvykla v zapadni Evropé a Severni Americe, kde je
chronicky nemocnych pouze 1 % lidi. Chronicka infekce se
s nejvétsSi pravdépodobnosti vyvine u malych déti. Okolo
90 % déti nakazenych v prabéhu prvniho roku Zivota a 30
az 50 % déti nakazenych mezi 1. a 4. rokem Zivota
zaznamenava nakazu chronickou. U 25 % osob chronicky
nakazenych v prabéhu détstvi je zhruba 25 % riziko Gmrti
vlivem k HVB se vztahujici rakoviny jater.

Chronick& hepatitida typu B se u nékterych pacientl |é¢i
medikamenty nazyvanymi interferon nebo lamivudin, které
mohou nékterym pacientm pomoci. Pacientim s cirh6zou
jsou nékdy poskytovany jaterni transplantaty a to s raznym
Uspéchem. Lepsi, nez tuto nemoc zazit a léCit ji, je predejit
ji oGkovanim.

Vakcina na hepatitidu typu B se vyznacuje mimofadnou
bezpec¢nosti a Ucinnosti. Od roku 1982 byla ve svété
pouzita vice nez jedna miliarda davek vakciny proti
hepatitidé typu B. Tato vakcina se podava jako ftfi
intramuskularni davky. Studie ukazaly, ze u 95 % déti i

dospélych zabranila vakcina rozvoji chronické infekce,
pokud tyto osoby jesté nebyly nakazeny. V mnoha zemich,
kde byvalo chronicky infikovano HBV 8 % az 15 % déti, byl
podil chronické infekce u imunizovanych skupin déti
snizen na méné nez 1 %. Od roku 1991 WHO vyzyva
vSechny zemg, aby pfipojily vakcinu proti hepatitidé typu B
do svych narodnich imunizaénich programu.

Povrchovy antigen hepatitidy typu B (HBsAg) je dulezity
strukturni polypeptid obalu viru hepatitidy typu B (HBV).
Tento antigen se sklada hlavné ztypového bézného
determinantu “a” a typové specifickych determinantt “d” a
“y", pfitomnych pouze u specifickych sérotypt viru.

Po nakazeni se nejprve rozvine silnd imunitni odpovéd
proti typové specifickym determinantim a pak proti
determinantu “a”.

NejacinnéjSimi v neutralizovani viru jsou vSak shledavany
anti-“a” protilatky, chranici pacienta pred dal$imi infekcemi
a umozriujici mu rekonvalescenci.

Detekce HBsAb se stala dllezitou pfi sledovani pacientd
nakazenych HBV a pfi sledovani pfijemct po vakcinaci
syntetickym a pfirodnim HBsAg.

C. PRINCIP ZKOUSKY

Mikrotitracni desticka je potazena vysoce Cistym HBsAg,
ktery se v prvni inkubaci se vzorkem vaze na protilatky
anti-HBsAg v pevné fazi. Po promyti jsou zachycené
protilatky detekovany HBsAg oznacenym peroxidazou
(HRP), ¢imz dochazi k navazani na dalsi vazebné misto
protilatek.

Tento enzym navazany na pevnou fazi, reagujici v
systému substratu a chromogenu, generuje opticky signal,
jehoz intenzita je pfimo Umérnd mnoZstvi HBsAb ve
vzorku a lze jej detekovat pomoci ELISA readeru.
MnoZstvi protilatek Ize kvantifikovat prostfednictvim
standardni kfivky kalibrované na referenéni pfipravek
W.H.O.

Vzorky jsou vjamce pred-oSetfeny fedicim roztokem
vzorkd, schopnym blokovat interferenci vyskytujici se u
ockovanych jedincu.

OBSAH SOUPRAVY
Souprava obsahuje takové mnoZstvi reagencii postacujici
pro provedeni 96 testd.

1. Mikrodesti &ka:

12 stripd s 8 jamkami potazenych vysoce cistym, teplem
deaktivovanym HBsAg obou podtypl (ad i ay) lidského
pavodu. Pfed otevienim sacku nechejte mikrotitracni
desticku dosahnout pokojové teploty. Nepouzité stripy opét
pevné uzavrete do sacku a skladuijte pfi teploté 2-8 .

2. Kalibra éni kfivka: [CAL N7...

5x2,0 ml. Pfipraveno k pfimému pouziti, standardy
oznacené barevné jsou odvozeny od HBsAb pozitivni
plazmy s vyuzitim standardu WHO na anti-HBsAg,

rozsah: CAL1 = 0 mlU/ml // CAL2 = 10 mIU/ml /| CAL3 =
50 mIiU/ml // CAL4 = 100 mlU/ml // CAL 5 = 250 miU/ml.
Obsahuje proteiny lidského séra, 5 % BSA, 10 mM
fosfatovy pufr o pH 7,4+/-0,1, 0,09 % azid sodny a 0,1 %
Kathonu GC jako konzervans. Standardy jsou oznaceny
modrou barvou.

3. Koncentrat myciho Gstrojného roztoku  : WASHBUH
1x60 ml. 20ti nasobny koncentrat, ktery se pred pouzitim
fedi destilovanou vodou. Slozeni: 10 mM fosfatovy pufr o
pH 7.0+/-0.2; 0.05% Tween 20 a 0.05% Kathon GC.

4. Enzymaticky konjugat : CONJ

1x16 ml. Pfipraveno k pfimému pouziti.

Obsahuje deaktivovany, vycistény HBsAg obou podtypud

ad i ay, oznaceny HRP, 5 % BSA, 10 mM Tris pufr o pH

6,8+/-0,1, 0,3 mg/ml gentamycin sulfatu a 0,1 % Kathonu
GC.
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5. Chromogen/substrat: |[SUBS TMB]

1x16 ml. Obsahuje 50 mM citrat-fosfatovy pufr o pH 3.5-
3.8; 4% DMSO; 0.03% tetramethylbenzidin (TMB) a 0.02%
peroxidu vodiku (H202).

Poznamka: Skladujte v temnu.

6. Stop roztok:

1x15ml, lahvi¢ka obsahuje 0.3 M roztok kyseliny sirové
H2S04. Pozor: Zabrarite kontaktu s o¢ima a pokozkou.
Drazdiva latka - Xi R36/38, S2/26/30.

7. Roztok na fedéni vzork G: DILSPE|
1x8 ml. obsahuje 10 mM Tris pufr o pH 7,4 +/-0,1; 0,09 %
azidu sodného jako ochrannou latku.

8. KontrolIni sérum: 1 injekeni lahvicka.
Lyofilizovano.

Obsahuje sérové proteiny z kravského plodu, lidské anti-

HBsAg protilatky kalibrované pfi 50 + 10 % WHO mIU/ml.
Dale 0,3 mg/ml gentamycin sulfatu a 0,1 % Kathonu GC.

9. Kryci félie na mikrotitra  €ni desti éku — 2 x.

10. Instruk éni manual

POTREBNY MATERIAL NEDODAVANY SE SOUPAVOU
1. Mikropipety a jednorazové Spicky

2. Voda odpovidajici normeé EIA.

3.  Stopky s rozsahem 60 minut.

4.  Savy papir.

5. Termostaticky inkubator mikrotitracnich desti¢ek
nastaveny na +37C

6. Reader s filtry 450nm a 620-630nm.

7. Promyvacka mikrotitracnich desti¢ek

8. Vortex

BEZPECNOSTNI OPATRENI

1. Se soupravou smi pracovat pouze vySkoleny
persondl pod dohledem doktora mediciny, zodpovédného
za chod laboratore (supervizor).

2. Persondl provadéjici vySetfeni ma byt oblecen
v ochranném laboratornim odévu a v gumovych rukavicich
a ma mit ochranné bryle. Vyvarujte se pouZziti ostrych
predmétl (jehel, Ziletek). Personal méa byt proSkolen, jako
to doporu€uje Centrum pro kontrolu chorob (Centre for
Disease Control) / Narodni institut zdravi (U.S. Institutes of
Health publication) “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, 1984

3. Persondl pracujici se vzorkem ma byt vakcinovan
proti HAV a HBV, a to vakcinami, které jsou dostupné,
bezpecné a efektivni.

4. Laboratorni prostfedi mé byt kontrolovano tak, aby se
zabranilo kontaminaci otevienych lahvi¢ek a mikrotitraéni
desticky béhem pouzivani soupravy mikroorganismy
z prachu nebo vzduchu. Chromogen/Substrat nevystavujte
pusobeni svétla.

5. Skladujte soupravu pfi 2-8 <€ vchladnicéce
s kontrolovanou teplotou nebo v chladné mistnosti.

6. Nemichejte reagencie pochazejici z rdznych Sarzi.
Doporuéujeme radéji nepouzivat ani reagencie ze stejné
Sarze, ale pochazejici z riznych souprav.

7.  Zkontrolujte, zda jsou vSechny reagencie ¢iré a zda
neobsahuji viditelné ¢astice nebo shluky. Pokud tomu tak
neni, pouzijte k vySetfeni novou soupravu.

8. Zabrarite kfizové  kontaminaci mezi  vzorky
pouzivanim jednorazovych Spi¢ek a jejich vyménou po
pipetovani kazdého vzorku.

9. Zabrante kfizové kontaminaci mezi reagenciemi
pouzivanim jednorazovych Spi¢ek a jejich vyménou po
pipetovani kazdé reagencie.

10. Nepouzivejte soupravu po vyprSeni doby exspirace
celé soupravy i jednotlivych lahvicek.

11. VSechny vzorky jsou potencialné infekéni. Z tohoto
davodu by prace se vSemi vzorky lidského séra a vSemi

reagenty soupravy mely byt provadény podle predpisu
Biosafety Level 2, jak doporucuje text Centers for Disease
Control/U.S. Institutes of Health publication “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, 1984.

12. Doporucéujeme pouZzivat jednorazové plastové nadoby
pro pfipravu tekutych komponent nebo pro pfenos do
automatizovaného pracovisté, aby se zabranilo kfizové
kontaminaci.

13. Odpad vznikly béhem prace se soupravou musi byt
likvidovan v souladu s narodnimi predpisy a zakony, které
se tykaji laboratorniho odpadu - chemickych a
biologickych substanci. Zejména tekuty odpad vznikly pfi
promyvani, ktery obsahuje zbytky kontrolnich roztokd a
vzorkd, ma byt oSetfen jako potencialné infekéni material a
pred zafazenim do odpadu ma byt inaktivovan.
Doporuéeny postup inaktivace je oSetfeni 10%
chlornanem sodnym nebo tepelna inaktivace v autoklavu
pfi 121C po dobu 20 minut.

14. Néahodné rozlity vzorek musi byt odsat papirovym
ubrouskem napusténym desinfekénim ¢inidlem a misto
poté omyto vodou. Ubrousek musi byt poté vyhozen do
kontejneru uréeného pro infekéni odpad.

15. Kyselina sirova je drazdiva. V pfipadé rozliti omyjte
zasazeny povrch velkym mnozstvim vody.

16. S ostatnimi odpadnimi materialy, které vznikly pfi
pouzivani  soupravy (napf.  jednordzové  Spicky,
mikrotitraéni desticka) se musi zachazet jako s potencialné
infekénim odpadem a mély by byt zlikvidovany podle
narodnich smérnic a zakon(, které se tykaji laboratorniho
odpadu.

PRIPRAVA VZORK U

1. Krev je odebirana asepticky, napichnutim zily a plazma
nebo sérum se pfipravi s vyuzitim standardnich metod
ptipravy vzorkt pro klinickou laboratorni analyzu. Nebyl
pozorovan vliv citratu, EDTA ani heparinu.

2. Vzorky musi byt jasné oznaceny kddem nebo jménem,
aby nedoS$lo k zaméné. Pokud je souprava pouzivana pro
screening krevnich jednotek, velmi doporucujeme
oznaceni ¢arovym kodem a elektronické ¢teni kodu.

3. Nepouzivejte hemolyzované a hyperlipemické vzorky,
stejné jako vzorky obsahujici rezidua fibrinu nebo jinych
velkych ¢astic, protoze mohou vést k faleSnym vysledkdm.
4. Vzorky séra mohou byt uloZeny pfi teploté 2—8T az po
dobu péti dnt od odbéru. V pripadé delSiho skladovani je
uchovéavejte zmrazené pfi teploté — 20°C a to az po n ékolik
mésicl. Vzorky opakované nezmrazujte a nerozmrazujte,
nebot takto oSetfené vzorky mohou poskytovat faleSné
vysledky.

5. Pokud jsou pfitomny ¢éstice, odstfedte vzorek pfi 2000
RPM po dobu 20 minut nebo jej filtrujte pouzitim filtru
0.2-0.8 um az do vygisténi vzorku.

6. Vzorky, jejichz koncentrace anti-HBsAg protilatek je
ocekavana vysSi nez 250 mlU/ml, by se mély pred
pouzitim rozpustit v poméru budto 1:10 nebo 1:100
v kalibratoru 0 mlU/ml. Rozpousténi je tfeba provadét
v Cistych zkumavkach na jedno pouziti tak, Zze 50 ul
kazdého vzorku rozpustime se 450 ul kalibratoru 0 (1:10).
Pak se 50 ul roztoku 1:10 rozpusti se 450 ul kalibratoru 0
(2:100). Pfi pripravé fedénych vzork zkumavky dikladné
pomichejte pomoci vortexu.

PRIPRAVA REAGENCIi A UPOZORN ENi

Na zakladé studie provadéné na otevienych soupravach
se doporucuje otevienou soupravu zpracovat do Sesti
mésicl od jejiho otevreni.

1. Mikrotitra €ni desti ¢ka:

Nechejte  mikrotitraéni  desticku  vytemperovat na
pokojovou teplotu (asi 1 hodinu) pred otevienim sacku.
Zkontrolujte vysouSedlo, jestli neni zbarveno tmavé
zelené, coz svédci o defektu pfi skladovani. V takovém
pfipadé zkontaktujte zakaznicky servis firmy Dia.Pro.
Nepouzité stripy musi byt vraceny zpét do hlinikového
sacku spolu s vysouSedlem, pevné uzavieny a skladovany
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pfi 2 az 8<C. Zbytek strip U je stabilni az do doby exspirace,
pokud indikator vihkosti obsazeny ve vysouSedle nezméni
barvu ze Zluté do zelena.

2. Kalibra €ni kfivka:

Pripravena k pfimému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu.

3. Kontrolni sérum:

Pridejte objem redestilované vody uvedené na etiketé
k lyofilizovanému prasku. Nechejte zcela rozpustit a poté
jemné zamichejte na vortexu.

Poznamka: kontrola po rozpusténi neni stabilni. Vhodné
mnozstvi udrZujte zmrazené pfi —20C .

4. Promyvaci roztok:

Koncentrat musi byt pfed pouzitim zfedén 20x
redestilovanou vodou. Jednou nafedény promyvaci roztok
je stabilni 1 tyden pfi 2 az 8C. P¥i pfipravé se vyhnéte
pénéni, pfitomnost bublin by mohla vést ke Spatnému
G¢inku promyvani.

5. Enzymaticky konjugat:

Pfipraveno k pfimému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu. Budte opatrni, nekontaminujte
tekutinu oxida¢nimi ¢€inidly, vzduSnym prachem nebo
mikroorganismy. Pokud je tato reagencie pfenasena, pak
at' pfenasena pouze v plastovych, pokud mozno sterilnich
jednorazovych nadobach.

6. Roztok na fedéni vzork t:

Pfipraveno k pfimému pouziti. Pfed pouzitim dobfe
promichejte na vortexu.

7. Substrat:

Pfipraven k pfimému pouziti. Pfed pouzitim dobfe
promichejte na vortexu. Budte opatrni, nekontaminujte
tekutinu oxida¢nimi ¢inidly, vzduSnym prachem nebo
mikroorganismy. Nevystavujte  silnému  osvétleni,
oxidaénim ¢inidlim a kovovym povrchim. Pokud je tato
reagencie pfendSena, pak at prendSena pouze
v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovych
nadobach.

8. Stop roztok:

Pfipraven k pfimému pouziti. Pfed pouzitim opatrné
promichejte na vortexu.

Varovani: Drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30)

Legenda: R36/38 = drazdi o¢i a pokozku.

S 2/26/30 = v pfipadé kontaktu s oc€ima, okamzité
vyplachnéte velkym mnozstvim vody a vyhledejte Iékare.

PRISTROJE A ZARIZENI POUZIVANE PRI
ZPRACOVANI SOUPRAVY

1. Mikropipety musi byt kalibrovany pro presné
davkovani roztokd, dale musi dekontaminovatelné
alkoholem, 10% NaOH nebo béZznymi nemocni¢nimi
desinfekénimi  prostfedky, po pfipadné kontaminaci
infekénim vzorkem. Jejich presnost musi byt 1%
s odchylkou max. +/-2%.

2. Inkubator ELISA desti¢ek musi byt nastaven na +37°C
(tolerance +/-0.5 °C a musi byt ovéfena spravnost teploty.
Muze byt pouzit jak suchy tak i vihky typ inkubatoru uréeny
pro ELISA mikrodesticky.

3. Kvalitni ELISA promyvacka je vysoce dllezitym
prvkem pro presnost analyzy. Promyvacka musi byt
validovdna a optimalizovdna pfed rutinnim pouzitim
v laboratofi. Obvykle 4-5 cykl( (odsati — dispenze 350 (|
promyvaciho roztoku = 1 cyklus) je dostate¢né pro
promyti. Je doporu¢en namaceci €as 20-30 sec. mezi
cykly. Pro pfesné nastaveni poctu cykld je doporuceno
provést analyzu negativnich a pozitivnich kontrol a
nékolika definovanych vzorkd se znédmou pozitivitou, tak
aby vysledky odpovidaly pozadavkim popsanym
v kapitole o validaci testu. U promyvacky je potfeba
provadét pravidelnou dekontaminaci a validaci podle
pozadavku vyrobce a predpist SLP.

4. Tolerance pro inkubaéni ¢asy je +/-5%.

5. ELISA reader musi byt vybaven filtrem 450 nm,
idealné i filtrem 620 nebo 630 nm (BLANK). Musi splfovat
néasledujici technické parametry: linearita absorbance musi
byt vySSi nebo rovna 2 ABS, nastaveni vinovych délek

mensi nebo rovno 10 nm, méfici rozsah nejméné 0.0 — 2.0
ABS, rozptyl méfeni pod 1%. Opticky systém readeru musi
byt kalibrovdn a validovdn na spravnost méfeni dané
vinové délky, reader musi byt udrzovan dle pozadavkl
vyrobce a SLP.

6. Pokud pouzivate ELISA automat, musite spravné
nastavit vSechny kritické kroky (dispense, inkubace,
promyti, ¢&teni, zpracovani dat). Stanice musi byt
udrzovana a validovana odbornym servisem dle
pozadavkii vyrobce a SLP. Doporu€ujeme nastavit
protokol a validovat jej na souboru kontrol a vzorka se
zndmou pozitivitou. Je potfeba také predchazet
moznostem  kfizové  kontaminace pfi  opakované
dispenzaci jehlou automatu. Pouzivani ELISA automatu je
doporuceno, pokud pocet vzorkd vjednom béhu je
nejméné 20-30.

7. Dia.Pro zékaznicky servis nabizi uzivateldm Dia.Pro
ELISA souprav nastaveni protokolt a jejich optimalizaci
na Sirokou Skélu ELISA automatd.

PRIPRAVA NA ZPRACOVANI SOUPRAVY

1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy uvedené na
obalu. NepouZivejte exspirované soupravy.

2. Zkontrolujte, zda nejsou tekuté komponenty soupravy
kontaminovany viditelnymi ¢asticemi nebo srazeninami.
Zkontrolujte, zda Chromogen je bezbarvy nebo svétle
modry nasatim malého mnozstvi sterilni plastovou pipetou.
Zkontrolujte, zda pfi pfevozu nedoSlo k rozbiti néjaké
lahvicky a zda neni uvnitt krabic¢ky vylitd Zadna tekutina.
Zkontrolujte, zda hlinikovy obal mikrotitrani desticky neni
poruseny.

3. Naredte si potfebny objem koncentratu promyvaciho
roztoku, jak je popsano vyse.

4. Rozpustte kontrolni sérum, jak je popsano vyse a
jemné promichejte na vortexu.

5. Ponechte vSechny ostatni komponenty soupravy
vytemperovat na pokojovou teplotu (asi jednu hodinu) a
pak jemné promixujte na vortexu vSechny tekuté
reagencie.

6. Nastavte ELISA inkubéator na +37<C a p fipravte ELISA
promyvacku naplnénim nafedénym promyvacim roztokem
podle pokynd vyrobce. Nastavte spravny pocet
promyvacich cykll pro jeji pouZziti s touto soupravou.

7. Zkontrolujte, zda je zapnuty ELISA reader anebo se
ujistéte, Ze bude zapnut miniméalné 20 min pfed mérenim.
8. Pokud pouzivate automat, zapnéte ho, zkontrolujte
nastaveni a ujistéte se, Ze pouZzivate spravny protokol.

9. Zkontrolujte, zda jsou mikropipety nastaveny nha
pozadovany objem.

10. Zkontrolujte, zda je vSechno ostatni vybaveni
k dispozici a pfipraveno k pouZiti.

Pokud se vyskytnou problémy, déle v testu
nepokra €ujte a kontaktujte vedouciho.

VLASTNI ANALYZA

Analyza musi byt provedena podle nize popsaného
postupu. Zaméfte se zejména na dodrzeni stejné doby
inkubace pro vSechny vySetfované vzorky.

Podle pozadavk(l lékafe lze provadét kvantitativni i
kvalitativni analyzu.

Kvantitativni analyza

1. Pozadovany pocet stripl umistéte do ramecku. Prvni
jamku Al a Bl ponechejte prazdnou pro slepy test
(BLANK). Zbylé testy uchovavejte pfi teploté 2 az 8C s
vysousSedlem.

Potom do vSech jamek vyuzivanych pfi testu s vyjimkou
Al a B1 napipetujte 50 pl fediciho roztoku.

Ddlezita poznamka: tento roztok se pipetuje p/ed
samotnym pipetovanim vzorkd a kontrol do konkrétnich
jamek a jeho tkolem je hlavné blokovani nékterych latek
pfitomnych u lidi po ockovéani a schopnych tyto protilatky
neukazat .
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2. Pipetujte 100 pl v8ech kalibrator, 100 pl kontrolniho
séra v dublikadtu a 100 ul jednotlivych vzorkd. Kontrolni
sérum se pouziva k provéfeni, zda cely analyticky systém
spravné funguje. Zkontrolujte, Ze byly spravné pfidany
kalibratory, kontrolni sérum a vzorky. Poté inkubujte
mikrodesticku pfi +37<C po dobu 60 min .

Poznamka: stripy pfi inkubaci zakryjte prilozenou folii.
Pokud pracujete na analyzatoru, stripy nezakryvejte.

3. Promyjte na automatické promyvacce pomoci
promyvaciho roztoku, jak bylo popsano vySe.

4. Pridejte 100pl konjugéatu do kazdé jamky s vyjimkou A1
a B1l. Zkontrolujte spravné pfidani ¢inidla. Mikrodesticku
inkubujte pfi +37<C po dobu 60 minut.

Ddlezita poznamka:

1) Dbejte, abyste se pii pipetovani konjugatu nedotkli
vnitmiho povrchu jamky Spickou pipety. Mohlo by dojit
ke kontaminaci.

2) Pred pouzitim konjugéat ddkladné promichejte na
vortexu.

5. Promyjte na automatické promyvacéce pomoci
promyvaciho roztoku, jak bylo popsano vyse.
6. Prfidejte 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky,
véetné jamky Al a B1. Inkubujte mikrotitracni desti¢ku pfi
pokojové teploté (18-24<C) po dobu 20 minut.

Ddlezita poznamka: Nevystavujte desticku silnému
svétlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.

7. Enzymatickou reakci zastavte napipetovanim 100 pl
stop roztoku do kazdé jamky ve stejném sledu jako v
predchozich bodech. Zméfte intenzitu zabarveni roztokd
jamek ELISA readerem pfi 450 nm pro odecet pozadi i pfi
620-630 nm. Jamku Al a B1 pouZijte jako BLANK.

Kvalitativni analyza

1. Pozadovany pocet stripd umistéte do ramecku. Prvni
jamku Al ponechejte prazdnou pro slepy test (BLANK).
Zbylé testy uchovavejte pfi teploté 2 az 8T s
vysousSedlem.

2. Do vSech jamek svyjimkou Al napipetujte 50 ul
fediciho roztoku. Poté pipetujte 100 pl kalibratoru 0 miU/ml
v duplikatu, 100 pl kalibratoru 10 mlU/ml v duplikétu,
100 pl kalibratoru 250 miU/ml a pak 100 ul vzorkd.
Zkontrolujte, zda byly kalibratory a vzorky spravné pridany.
Poté mikrodesti¢ku inkubuijte pfi +37<C po dobu 60 min .
3. Promyjte na automatické promyvacce pomoci
promyvaciho roztoku, jak bylo popsano vySe.

4. Do vSech jamek s vyjimkou Al napipetujte 100 ul
konjugatu. Zkontrolujte, zda bylo konjugat pfidan
spravnym zplGsobem. Mikrodesti¢ku inkubujte pfi +37C
po dobu 60 minut.

Ddlezita poznamka:

3) Dbejte, abyste se pii davkovani konjugatu nedotkli
vnitimiho povrchu jamky Spi¢kou pipety. Mohlo by dojit
ke kontaminaci.

4) Pred pouZitim konjugat dukladné protrepte na vortexu.

5. Promyjte na automatické promyvaéce pomoci
promyvaciho roztoku, jak bylo popsano vySe.
6. Pridejte 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky,
véetné jamky Al. Inkubujte mikrotitracni destiCku pfi
pokojové teploté (18-24<C) po dobu 20 minut.

Ddlezita poznamka: Nevystavujte desticku silnému
svétlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.

7. Enzymatickou reakci zastavte napipetovanim 100 pl
stop roztoku do kazdé jamky ve stejném sledu jako v
predchozich bodech. Zméfte intenzitu zabarveni roztoku
jamek ELISA readerem pfi 450 nm pro odecet pozadi i pfi

620-630 nm. Jamku Al pouzijte jako BLANK.

Ddlezité obecné poznamky:

1. Pokud nemate k dispozici druhy filtr, ujistéte se, ze se
na spodni strané mikrotitracnich jamek nenachazi
zadné otisky prstd pfed méfenim pri 450 nm. Otisky
mdézou zpdsobit faleSné pozitivni vysledky p#i cteni.

2. Méreni musi byt provedeno hned po pridani Stop
¢inidla, nejpozdeji do 20 min po jeho pridani.
Samooxidace chromogenu, mdze zpdsobit silné

pozadi.
SCHEMA POSTUPU
Redici roztok 50 ul
Kalibratory 100 ul
Kontrolni sérum 100 ul
Vzorky 100 ul
Prvni inkubace 60 min
Teplota +37C
promyti 4-5 cykll
Konjugat 100 ul
Druha inkubace 60 min
Teplota +37C
promyti 4-5 cykll
Smés TMB/H,0, 100 ul
Treti inkubace 20 min
Teplota pokojova teplota
Stop roztok 100 ul
Odecet OD 450nm & 620nm

Priklad umisténi jamek na desti¢ce pfi kvantitativnim testu:

Mikrodesti €ka

1 | 2 | 3 45|67 |&8]a[10]11]12
BLK ]| CAL4 | S3
BLK | CAL4 | sS4
CAL1 | CALS | S5
CaLl JCALA | 8
CAL2 Cs S
CAL2 Cs S8
CAL3 S ]
CAL3 52 510
Legenda: BLK = blank // CAL = kalibratory // CS = kontroIni sérum
/I'S = vzorek

I o njmo| o m) =

Priklad umisténi jamek na desti¢ce pfi kvalitativhim testu:

Mikrodesti ¢ka
1 2 | 3 | 4] 5] 6] 7] 8)9)10([11]12
BLK | 3 | 811
CAL1| 54 | 512
CAL1| S5 | 513
CALZ)| 86 | 514
CALZ| 87 | S15
CALE] S8 | S18
51 50 |1 817
52 | 3101518
Legenda: BLK = blank // CAL = kalibratory // S = vzorek

Tl mm| Do) =

VNITRNI KONTROLA KVALITY

Kontrola validity soupravy je zajiStovana pouzitim kontrol
pfi kazdém testu. Souprava je validni, dosahnou-li kontroly
néasledujicich hodnot:

Parametry Pozadavky

Blank < 0,100 OD450 nm

Kalibrator 0 WHO < 0,200 OD450 nm po zatemnéni
miU/ml

Kalibrator 10 WHO | OD450 nm vyssi nez OD450 nm kalibratoru

miU/ml 0 mlU/ml + 0,100
Kalibrator 250 WHO |> 1,500 OD450 nm
miU/ml

Kontrolni sérum

OD450 nm = OD450 nm CAL 50 mlU/ml +10 %
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Variaéni koeficient < 30 % pro kalibrator 0 miU/ ml

Pfiklad kalibra éni kfivky:

Pokud vysledky testu dosahnou vySe uvedenych hodnot,
postupte k dalSimu odstavci. Pokud ne, nepokracujte déle

a provedte nasledujici kontrolu:

Problém

Zkontrolujte

Blank
OD > 0.100

. zda nedoslo ke kontaminaci r substratu

bé&hem testu

Kalibrator O
mlU/ml

> 0,200
variaéni
koeficient > 30
%

. zda promyvaci postup a nastaveni

promyvacky je v poradku

. zda byl pouzit spravny promyvaci roztok

a zda jim byla promyvacka naplnéna
pred pouZzitim

. zda nebyla udélana chyba pfi pipetovani

standardu

. zda nedoslo ke kontaminaci kalibratoru

nebo jamek pozitivnim vzorkem

. zda nebyly kontaminovany mikropipety

pozitivnim vzorkem nebo konjugatem

. zda nejsou jednotlivé jehly promyvacky

¢astecné ucpany

Kalibrator 10
miu/ml

OD450 nm

< Cal 0 + 0,100

. zda byl dodrzen pracovni postup
. zda nebyla udélana chyba pfi pipetovani

kalibratoru

. zda promyvaci postup a nastaveni

promyvacky je v poradku

. zda nedoslo k externi kontaminaci

standardu

Kalibrator 250
mlU/ml

< 1,500 OD450
nm

4.

. zda byl dodrZen pracovni postup
. zda nebyla udélana chyba pfi pipetovani

kalibratoru

. zda promyvaci postup a nastaveni

promyvacky je v poradku
zda nedoslo k externi kontaminaci
standardu

Kontrolni
sérum
lisici se od
ocekavané
hodnoty

1.

2

zda byl dodrZzen pracovni postup

. zda nebyla udélana chyba pfi pipetovani

pozitivni kontroly (pf. napipetovani
negativni kontroly misto pozitivni)

3

. zda promyvaci postup a nastaveni

promyvacky je v poradku

4

. zda nedoslo k externi kontaminaci

pozitivni kontroly.

5

. zda bylo kontrolni sérum spravné

zfedéno

Pokud nebyly nalezeny zadné chyby,
postupujte nasledovné:

a) je zjiSténa hodnota do +/-20 %; celkova
presnost testu laboratofe by méla umoznit spinéni

ocekavané hodnoty +/-10 %. Problém oznamte
vedoucimu nebo odmitnéte uvedeny vysledek.
b) je obdrzena hodnota vyssi nez +/-20 %:

v tomto piipadé je test neplatny a je tfeba volat
zéakaznicky servis DiaPro.

VYSLEDKY

Kvantitativni metoda

Pokud je test shledan platnym, vyuzijte pro kvantitativni
metodu program vyuzivajici naméfené hodnoty pfi 450 nm
k  wvytvofeni  kalibraéni  kfivky  (doporu€uje  se
Styfparametrova interpolace).

Poté na kalibracni kfivce spocitejte koncentraci anti-
HBsAg protilatek ve vzorcich. Priklad kalibracni kfivky je
uveden na nasledujici strané.

Ddlezita poznamka:
VysSe uvedenou kalibra¢ni kfivku nepouzivejte k provadéni
Vypoctu.

Kvalitativni metoda

Pfi kvalitativni metodé vypocitejte primérné hodnoty
OD450nm pro kalibratory 0 a 10 mlU/ml a pak zkontrolujte,
zda je zkouSka platna.

Priklad vypoctu:

Nasledujici Udaje nesméji byt pouzity namisto skutecnych cisel
ziskanych uZivatelem.

Kalibrator 0 miu/ml:
0,022 OD450nm
Niz8i nez 0,200 - pfijato

0,020 — 0,024 OD450nm Prdmérné hodnota:

Kalibrator 10 mlU/ml: 0,250 — 0,270 OD450nm Prumérnéa hodnota:
0,260 OD450nm
VysSi nez Cal 0 + 0,100 - prijato

Kalibrator 250 mlU/ml: 2,845 OD450nm VysSi nez 1,500 — prijato

INTERPRETACE VYSLEDK U

Vzorky s koncentraci niz§i nez 10 WHO mlU/ml jsou
vétSinou mezinarodnich lékafskych zdroju povazovany za
negativni na anti-HBsAg protilatky. Vzorky s koncentraci
vyssi nez 10 WHO mlU/ml jsou povazovany za pozitivni
na anti-HBsAg protilatky.

Pfi sledovani pfijemcad vakciny je vSak Iékarskou
literaturou jako minimalni koncentrace, pfi niz se pacient
povazuje za Kklinicky chranéného pred nakazou HBV,
obvykle akceptovana jesté i hodnota 20 WHO miU/ml.

Dulezité poznamky:

1. Interpretace vysledkd by se méla provadét pod
dohledem vedouciho laboratore, aby bylo mozno
minimalizovat riziko chyb p/i posuzovani a nespravné
interpretace.

2. Ph pfenosu vysledkd z laboratore do jiného zafizeni je
tfeba dbat na to, abychom se vyhnuli pfenaseni
chybnych dat.

3. Diagn6zu mize konstatovat a pacientovi sdélovat
pouze Iékar s vhodnou kvalifikaci.

PARAMETRY

Hodnoceni vysledkd bylo provedeno v souladu s CTS (€l.

5, kapitola 3 IVD smérnice 98/79/EC).

1. LIMIT DETEKCE:

Detekéni  limit  zkouSky byl vypocitan s vyuzitim
mezinarodniho pfipravku HBsAb dodaného CLB jménem
WHO (prvni referenéni pfipravek 1977, davka 17-2-77), na
ktery byla kalibrovana kalibra¢ni kfivka. Jako fedici roztok
bylo pouZzito HBV negativni sérum, jak bylo doporuc¢eno
dodavatelem. Vysledky kontroly kvality jsou uvedeny
v nasledujici tabulce:
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WHO |[SAB.CE %arze |SAB.CE %arze |SAB.CE 3arze Smérodaina 0,005 0,004 0,006 0,005
miU/ml |&. 1002 &. 1001 &. 1002/2 odchylka
50 0,933 0,812 0,846 Cv % 3.4 84 115 98
10 0,219 0,192 0,194 Kalibrator 10 mlU/ml (N = 16
S 0,110 0,096 0,104 Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
2.5 0,057 0,058 0,067 hodnoty hodnota
Std 0 0,021 0,015 0,023 OD 450nm 0,249 0,252 0,242 0,248
Smeérodatna 0,021 0,020 0,023 0,021
2. DIAGNOSTICKA SPECIFI GNOST A CITLIVOST odchylka
CV % 8,3 7,9 9,6 8,6

Hodnoceni bylo provadéno na celkovém poctu vice nez
700 vzorku.

2.1 Diagnosticka specifita

Je definovana jako pravdépodobnost, Ze vzorky s absenci
analytu budou vyhodnoceny jako negativni. Bylo testovano
vice nez 500 negativnich vzork(, interné i externé.
Diagnostickd specifita byla vyhodnocena jako 98,8 %.
Kromé toho byla diagnosticka specifita hodnocena
testovanim 113 potencialné interferujicich vzork( (jiné
infekéni nemoci, pacienti nakazeni jaternimi nemocemi
nevirového plvodu, pacienti dialyza¢nich jednotek,
téhotné Zeny, pacienti s hemolyzou, pacienti trpici lipémii
atd.), opét vramci evropské spolec¢nosti. Byla
vyhodnocena hodnota specifity 100 %. Nakonec byla ke
stanoveni specifity pouzita lidska plazma, odvozena
s pomoci raznych standardnich technik pfipravy (citrét,
EDTA a heparin) i lidské sérum. Nebyla pozorovana zadna
neprava reaktivita vyvolana zpisobem pfipravy vzorkd.

2.2 Diagnosticka citlivost

Je definovana jako pravdépodobnost pozitivniho vysledku
zkouSky v nepfitomnosti  konkrétniho analysu. Bylo
hodnoceno 116 oc¢kovanych pacientd poskytujicich
diagnostickou citlivost 100 %. Bylo testovano vice nez 100
pacientd pfirozené nakazenych HBV, interné i externé,
byla zjiSténa diagnosticka citlivost 100 %.

3. PRESNOST

NiZe jsou uvedeny primérné (stfedni) hodnoty ziskané ze
studie provadéné na tfech vzorcich s riznou anti-HBsAg
reaktivitou, zkoumanych v 16 opakovanich ve tfech
opakovanich:

SAB.CE: Sarze # 1202

Kalibrator 0 mIU/ml (N = 16)

Kalibrator 250 mlU/ml (N = 16

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
hodnoty hodnota
OD 450nm 3,544 3,653 3,612 3,603
Smeérodatna 0,153 0,176 0,138 0,156
odchylka

CV % 4,3 4,8 3,8 4,3

SAB.CE: Sarze # 1002/2

Kalibrator 0 mlU/ml (N = 16

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
hodnoty hodnota
OD 450nm 0,050 0,051 0,050 0,050
Smérodatna 0,005 0,006 0,006 0,005
odchylka

CV % 10,0 10,9 11,9 10,9

Kalibrator 10 mlU/ml (N = 16

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
hodnoty hodnota
OD 450nm 0,226 0,238 0,239 0,234
Smeérodatna 0,015 0,017 0,018 0,016
odchylka

CV % 6,5 7,0 7,5 7,0

Kalibrator 250 mlU/ml (N = 16

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna hodnota
hodnoty

OD 450nm 0,038 0,038 0,039 0,039

Smérodatna 0,003 0,004 0,005 0,004

odchylka

CV % 8,8 9,5 11,8 10,0

Kalibrator 10 miU/ml (N = 16)

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna hodnota
hodnoty

OD 450nm 0,250 0,243 0,244 0,246

Smeérodatna 0,020 0,023 0,017 0,020

odchylka

CV % 8,0 9,3 7,0 8,1

Kalibrator 250 mlU/ml (N = 16

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
hodnoty hodnota
OD 450nm 2,998 3,000 3,259 3,085
Smérodatna 0,152 0,151 0,158 0,153
odchylka

CV % 51 50 4,8 5,0

SAB.CE: SarZze # 1002

Kalibrator 0 mlU/ml (N = 16

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
hodnoty hodnota
OD 450nm 0,048 0,048 0,050 0,049

Pramérné Prvni Druhy Treti Pramérna
hodnoty hodnota
OD 450nm 3,526 3,457 3,499 3,494
Smérodatna 0,137 0,143 0,162 0,147
odchylka

CV % 3,9 4,1 4,6 4,2

Variabilita uvedena v tabulkach nevedla ke zméné
interpretace vysledka.

OMEZENI

Kontaminace vzorku bakteriemi nebo deaktivace teplem
mohou ovlivnit hodnoty absorbance vzork(l s naslednou
zménou interpretace vysledkd. Tento test je vhodny pouze
pro zkouSeni jednotlivych vzorkd a ne pro vzorky
hromadné.

Diagnéza infekéniho onemocnéni by neméla byt
vyslovovana na zakladé jediného vysledku testu. V Gvahu
je tfeba vzit klinickou historii pacienta, symptomatologii i
dalSi diagnostické Udaje.
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