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HBsAg One-Ste =0
g D Negativni kontrolni vzorek: CONTROL

1x2 ml. Ripraveno k pimému pouziti. Obsahuje kozi

sérum; 10 mM fosfatovy pufr o pH 7.4+/-0.1; 0.09%
azid sodny a 0.1% Kathon GC jako konzervans.
Negativni kontrola je oziena bled Zlutou barvou.

i~ \
Pozitivni kontrolni vzorek: CONTROL +

uvoD ’ . N _ ~ 1x2 ml. Ripraveno k pimému pouZziti. Obsahuje kozi
Povrchovy antigen Hepatitis B neboli HBSAg je sérum, neinfekni rekombinantni proteiny HBsAg,
nejdilezit¢jSi obalovy protein viru Hepatitis B 10 mM fosfatovy pufr o pH 7.4+/-0.1; 0.02%
zodpowdneého za akutni  achronickou virovou gentamycin sulfatu a 0.1% Kathon GC jako konzervans

hepatitidu. Pozitivni kontrola je ozrigna zelenou barvou.
Tento povrchovy antigen obsahuje determinant “a”,

spole&ny pro vSechny zndmé podtypy viru, které —
imunologicky &lime do dvou odliSnych skupin (“ay” a Kalibréator : CAL

“ad”). Obsahuje kravi sérum a neinfgk rekombinantni
Z hlavnich forem virové hepatitidy, virus HBV je proteiny HBsAg v koncentraci 0,5 IU/ml (2. WHO
zodpowdny za nejasgjSi nemoc pendSenou transfuzi. mezinarodni standard pro HBsAg), 10 mM fosfatovy
Vyvolava tadu klinickych piznalkd, které sahaji od pufr o pH 7.4+/-0.1; 0.02% gentamycin sulfatu a%.1
mirné nejasné hepatitidy po prudkou hepatitidu,néaz Kathon GC jako konzervans.

chronické onemocmi jater a cirh6zu. HBV se také Poznamka: Objem nezbytny k rozpgoét obsahu
podili na wvzniku primarniho hepatocelularniholahvicky se nize liSit u jednotlivych Sarzi. Prosim
karcinomu. pouZzijte objem uvedeny na etiket

Schopnost detekovat HbsAg vedla v poslednich Ieitech
pochopeni jeho &ni po s¥té a k radikalnimu snizeni
rizika prenosu infekce transfizi.

POUZITI

Enzymaticky jednofazovy testeti generace (ELISA)
pro ugeni gitomnosti antigelh Hepatitis B v plazm a
krevnim séru.

Pouze pro diagnostikurt vitro”.

Koncentrat promyvaciho pufru: M’Q‘SHBUF QDXI
1x60 ml. 20ti nasobny koncentrat, ktery séed

PRINCIP EIA TESTU pou?itim} fedi destilovanou vodou. Slozeni: 10 mM
Monoklonalni protilatka specificka pro HBsAg je ?S{ﬁgﬁl\’égmr 0 pH 7.0+/-0.2; 0.05% Tween 20 a%.1

fixovana na povrch mikrojamek. Do mikrojamky se
piida sérum nebo plasma pacienta spolu s druhou o, L o,

monoklonalni  protilatkou  proti  jinému  epitopu ROZIOK nafedéni Enzymatickeho konjugatu:
konjugovanou peroxidazou (HRP). Tento specificky

imunokomplex, ktery se ve vzorku zformuje ¥fgac  1x16 ml. Ripraveno k pimému pouZiti. 1 % normalniho
pritomnosti HBsAg se zachyti na pevné fazi. mysiho séra, 10 mM Tris pufr o pH 6.8+/-0.1, 5% BSA
Na konci této jednofazové inkubace se mikrojamky0.02% gentamycin sulfatu a 0.1% Kathon GC.

promyji, aby se odstranily nenavazané proteiny séra Ozna&enocervenou barvou.

konjugat HRP.

Poté se fida chromogen a substrat. Pokud je ve VzorkLEnzymaticky konjugat:

pritomen imunokomplex HBsAg, bezbarvy substrat seyg'g ml." 20t nasobny koncentrat. Obsahuje
hydrolyzuje navazanym kojugatem HRP na zbarveny peroxidazou konjugované my&i  monoklonalni
koneiny produkt, ktery se #ii readerem ELISA. protilatky pro HBsAg, 10 mM Tris pufr o pH 6.8+/10.

Interll(zita barvy je fimo Ungrna mnozstvi HBSAg ve 5o, BSA, 0.02% gentamycin sulfatu a 0.1% Kathon GC.
vzorku.

OBSAH SOUPRAVY Chromogen: EYBS _TMB

Kazda sada obsahuje dostake mnozstvi reageitna  1x25 ml. Obsahuje 50 mM citrat-fosfatovy pufr o pH

provedeni 96 test 3.5-3.8; 4% DMSO; 0.03% tetramethylbenzidin (TMB)
a 0.02% peroxidu vodiku @a,).

Mikrodesti &ka pokryta protilatkou: MICROFLATH Poznamka: Skladujte v temnu.

12 stripm s 8 jamkami potazenych purifikovanou
protilatkou specifickou pro HBsAg zatavena doksas Stop roztok: [H2S04 O.3 M|

vysouSediem. 1x15ml, lahvéka obsahuje 0.3 M roztok kyseliny sirové

Pred otevenim sé&ku nechejte mikrotiténi destéku H,SO,. Pozor: Zabraite kontaktu s@ma a pokoZkou
doséhnout pokojové teploty. Nepouzité stripy&top A g L g '
pevre uzavete do sé&u a skladujte  teplot 2-8 °C. Drazdiva latka - Xi R36/38, S2/26/30.
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Kryci félie na mikrotitra &éni destiéku. “Biosafety in  Microbiological and Biomedical
Laboratories”, 1984.
Instruk ¢ni manual 12. Doporwujeme pouzivat jednorazové plastové

nadoby pro fpravu tekutych komponent nebo pro
POTREBNY MATERIAL NEDODAVANY SE prenos do automatizovaného pracayistaby se

SOUPAVOU zabranilo kiZové kontaminaci.

1. Mikropipety a jednorazové Stky 13. Odpad vznikly Bhem prace se soupravou musi byt
2. Voda odpovidajici norénEIA. likvidovan v souladu s narodnimirgrpisy a zakony,

3. Stopky s rozsahem 60 minut. které se tykaji laboratorniho odpadu — chemickych a
4. Savy papir. biologickych substanci. Zejména tekuty odpad vznikl
5. Termostaticky inkubator mikrotittaich destiek pti promyvéani, ktery obsahuje zbytky kontrolnich
nastaveny na +37°C roztoki a vzorki, ma byt oSé¢en jako potenciakth

6. Reader s filtry 450nm a 620-630nm. infekéni materidl a ped zd&azenim do odpadu ma byt
7. Promyvaka mikrotitranich destiek inaktivovan. Doporteny postup inaktivace je ofeni

8. Vortex 10% chlornanem sodnym nebo tepelna inaktivace

v autoklavu pi 121°C po dobu 20 minut.

14. Nahodr rozlity vzorek musi byt odsat papirovym
BEZPECNOSTNI OPATRENI ubrouskem napuitym desinfeknim ¢inidlem a misto
1. Se soupravou smi pracovat pouze vySkolenypoté omyto vodou. Ubrousek musi byt poté vyhozen do
persondl pod dohledem  doktora  mediciny,piisluSného kontejnérku &gného pro infedni odpad.
zodpowdného za chod labora®(supervizor). 15. Kyselina sirovd je drazdiva. \fipadt rozliti
2. Persondl provégici vySeteni ma byt obken omyjte zasazeny povrch velkym mnozstvim vody.
v ochranném laboratornim ®di a vgumovych S ostatnimi odpadnimi materialy, které vzniklyi p
rukavicich a mé mit ochranné bryle. Vyvarujte sezitb  pouzivani soupravy (n&p jednordzové Spky,
ostrych pedmeta (jehel, ziletek). Personal méa byt mikrotitratni desttka) se musi zachazet jako
proSkolen, jako to dopotuje Centrum pro kontrolu s potencialéd infekénim odpadem a &y by byt
chorob (Centre for Disease Control) / Narodni tasti  zlikvidovany podle narodnich smic a zakon, které se
zdravi (U.S. Institutes of Health publication) “Bafety  tykaji laboratorniho odpadu.
in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 84
3. Personal pracujici se vzorkem ma byt vakcinovaPRIPRAVA VZORK U
proti HAV a HBV, a to vakcinami které jsou dostupné Souprava je uwena kvyS@bvani vzork lidského
bezpe&né a efektivni. krevniho séra nebo plasmy. Vyte se pidavani
4. Laboratorni progedi ma byt kontrolovano tak, aby konzerv&nich latek do vzork, které by mohly potkit
se zabranilo kontaminaci of@nych lahwek a enzymatickou reakci konjugéatu, coz by vedlo k fatesS
mikrotitracni desttky b&hem pouzivani soupravy negativnim vysledkm. Nebyl pozorovan vliv citratu,

mikroorganismy Z prachu nebo vzduchu. EDTA ani heparinu.

Chromogen/Substrat nevystavujtisspbeni s#tla. Vzorky musi byt jasth ozna&eny kddem nebo jménem,
5. Skladujte soupravu ip 2-8 °C vchladnice aby nedoSlo k za#mé. Pokud je souprava pouzivana pro
s kontrolovanou teplotou nebo v chladné mistnosti. screening krevnich jednotek, velmi dopareme

6. Nemichejte reagencie pochazejicitiznych Sarzi. oznaenicarovym kédem a elektronickdéeni kodi.
Doporuujeme radji nepouzivat ani reagencie ze stejnéNepouzivejte hemolyzované a hyperlipemické vzorky,
Sarze, ale pochazejiciiznych souprav. stejré jako vzorky obsahuijici rezidua fibrinu nebo jinych
7. Zkontrolujte, zda jsou vSechny reagenti® a zda velkych ¢astic, protoze mohou vést k faleSnym
neobsahuji viditeIn€astice nebo shluky. Pokud tomu vyslediim.

tak neni, pouzijte k vySini novou soupravu. Vzorky séra mohou byt uloZzenyipeplot 2—-8°C az po
8. Zabraite kizové kontaminaci mezi vzorky dobu @ti dni od odiru. V piipadt delSiho skladovani
pouzivanim jednorazovych $pk a jejich vynénou po je uchovavejte zmrazenéipteplo& — 20°C. Vzorky
pipetovani kazdého vzorku. opakovad nezmrazujte a nerozmrazujte, nébiakto
9. Zabraite KiZové kontaminaci mezi reagenciemi oSetené vzorky mohou poskytovat faleSné vysledky.
pouzivanim jednorazovych gpk a jejich vynénou po  Pokud jsou fitomny ¢astice, odsed'te vzorek pi 2000
pipetovani kazdé reagencie. RPM po dobu 20 minut nebo jej filtrujte pouzitinftrfi
10. Nepouzivejte soupravu po vyprSeni doby exspirace.2-0.8um az do vyisténi vzorku.

celé soupravy i jednotlivych lahigk.

11. V8echny vzorky jsou potencid@rnfekéni. Z tohoto

davodu by prace se vSemi vzorky lidského séra a vSemi

reagenty soupravy &y byt provagny podle pedpisu

Biosafety Level 2, jak dopotuje text Centers for

Disease Control/U.S. Institutes of Health publicati
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PRIPRAVA REAGENCIi A UPOZORN ENi S 2/26/30 = vfipact kontaktu s ®ima, okamZzit
Na zéklad studie provaghé na otekenych soupravach  vyplachréte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
se doportuje ote¥enou soupravu zpracovat do Sesti  Iékare.

mesiai od jejiho oteveni.

. PRISTROJE A ZARIZENi POUZIVANE P RI

1. Mikrotitra &ni destitka: ZPRACOVANI SOUPRAVY

Nechejte mikrotitrani destiku vytemperovat na 1. Mikropipety musi byt kalibrovany pro igsné
pokojovou teplotu (asi 1 hodinu¥qd otewenim séku.  davkovani roztok, dale musi dekontaminovatelné
Zkontrolujte vysouSedlo, jestli neni zbarveno tfhav alkoholem, 10% NaOH nebo&émymi nemocrinimi
zeler¥, coz s¥dci o defektu pi skladovéni. V takovém desinfeknimi prostedky, po pipadné kontaminaci
pripact zkontaktujte zadkaznicky servis firmy Dia.Pro.  infekénim vzorkem. Jejich jesnost musi byt 1%
Nepouzité stripy musi byt vracenyé&mlo hlinikového s odchylkou max. +/-2%.

s&ku spolu svysouSedlem, pevnuzaweny a 2. Inkubator ELISA destiek musi byt nastaven na
skladovany fi 2 aZ 8°C. Zbytek stripje stabilni az do +37°C (tolerance +/-0.8C a musi byt osfena spravnost
doby exspirace, pokud indikator vihkosti obsazemy v teploty. MiZze byt pouzit jak suchy tak i vlhky typ

vysouSedle nezémi barvu ze Zluté do zelena. inkubatoru u¢eny pro ELISA mikrodestky.

2. Negativni kontrola: 3. Vpiipad, Ze Rhem inkubace zéarove vzorky
Pripravena k pimému pouziti. Bed pouzitim doie  trepete, doportuje se vyuzit 350 rpm. Velmiitezita je
promichejte na vortexu. amplituda tepani, je iteba dat pozor, aby se vzorky
3. Pozitivni kontrola: nedostaly z jamek, coz e zpisobit faleSa pozitivni

Pripravena k pimému pouziti. Bed pouzitim doie  vysledek.

promichejte na vortexu. Pozitivni kontroly neobgahu 4. Kvalitni ELISA promyva&ka je vysoce dlezitym
infekéni HBV, jelikoz se skladad z rekombinantnich prvkem pro pesnost analyzy. Promy&ea musi byt
syntetickych HBsAg. validovana a optimalizovanaigd rutinnim pouzitim
4. Kalibrator: v laboratdi. Obvykle 4-5 cykl (odséati — dispenze 350
Pridejte objem redestilované vody uvedené na etiketul promyvaciho roztoku = 1 cyklus) je dostaié pro
kalibratoru, aby se lyofilizovany prasSek zcela nogi a  promyti. Je doporen naméeci ¢as 20-30 sec. mezi
poté jemi promichejte na vortexu. Roztok neni stabilni.cykly. Pro gfesné nastaveni pim cykli je doporgeno
Skladujte zmrazeny kalibratoiip20 °C. provést analyzu negativnich a pozitivnich kontrol a
5. Promyvaci roztok: nékolika definovanych vzork se znadmou pozitivitou,
Koncentrat musi byt fied pouZitim #edin 20x tak aby vysledky odpovidaly poZaddvk popsanym
redestilovanou vodou. Jednou fedny promyvaci v kapitole o validaci testu. U promyky je poteba
roztok je stabilni 1 tydenip2 az 8°C. H ptipraw se  provadst pravidelnou dekontaminaci a validaci podle
vyhnéte pEnéni, pitomnost bublin by mohla vést ke poZadavk vyrobce a fedpigi SLP.

Spatnému &nku promyvani. 5. Tolerance pro inkulimi ¢asy je +/-5%.

6. Enzymaticky konjugat: 6. ELISA reader musi byt vybaven filtrem 450 nm,
Pracovni roztok jeféba fipravit. Enzymaticky konjugat idealrs i filtrem 620 nebo 630 nmBLANK). Musi
se 20x needi fdilozenym roztokem. f&d pouzitim sphiovat nasledujici technické parametry: linearita
dobfe promichejte na vortexu. Bte opatrni, absorbance musi byt vy$3i nebo rovna 2 ABS, nastave
nekontaminujte tekutinu oxidaimi ¢inidly, vzduSnym  vinovych délek mensi nebo rovno 10 nn&fini rozsah
prachem nebo mikroorganismy. Pokud je tato reagenchejmér 0.0 — 2.0 ABS, rozptyl &teni pod 1%. Opticky
prenasena, pak’gpienaSena pouze v plastovych, pokudsystém readeru musi byt kalibrovan a validovan na

moZzno sterilnich jednordzovych nadobach. spravnost réreni dané vinové délky, reader musi byt
Poznamka: Fpravte si jen potbné mnoZstvi roztoku, udrzovan dle pozadatk/yrobce a SLP.

jelikoz pipraveny roztok neni stabilni. 7. Pokud pouzivate ELISA automat, musite sp#&vn
8. Substrat: nastavit vSechny kritické kroky (dispense, inkubace

Pripraven k pimému pouZziti. Bed pouZzitim dote  promyti, &teni, zpracovani dat). Stanice musi byt
promichejte na vortexu. Bite opatrni, nekontaminujte udrzovana a validovana odbornym servisem dle
tekutinu oxid&nimi ¢inidly, vzdusnym prachem nebo poZadavik vyrobce a SLP. Dopotujeme nastavit
mikroorganismy. Nevystavujte silnému @&Heni,  protokol a validovat jej na souboru kontrol a vZode
oxidatnim ¢inidlam a kovovym povrchm. Pokud je zndmou pozitivitou. Je piba také fedchazet
tato reagencie ignasSena, pak taprenaSena pouze moznostem ¥Zové kontaminace ip opakované
v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovychdispenzaci jehlou automatu. Pouzivani ELISA automat

nadobach. je doporgeno, pokud péet vzorki vjednom Bhu je
9. Stop roztok: nejmérg 30.

Pripraven k gimému pouziti. Bed pouZitim opatéh 8. Dia.Pro zakaznicky servis nabizi uzivatel Dia.Pro
promichejte na vortexu. ELISA souprav nastaveni protoka jejich optimalizaci
Varovani: Drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30) na Sirokou Skalu ELISA automat

Legenda: R36/38 = drazdéia pokozku.
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PRIPRAVA NA ZPRACOVANI SOUPRAVY Manudlni test:
1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy uvedené nd. PoZzadovany pgt stripi umistte do rdmeéku a
obalu. Nepouzivejte exspirované soupravy. omyjte je, aby byl povrch jamek hydratovany.

2. Zkontrolujte, zda nejsou tekuté komponentyPoznamka: Pre myti je zasadni pro ziskani spolgttiiv
soupravy kontaminovany viditelnymgasticemi nebo a konkrétnich vysledk jak u manuélniho tak
srazeninami. Zkontrolujte, zda Chromogen je bezparvautomatického postupu. Nevynechavat!

nebo sé¢tle modry nasatim malého mnozstvi sterilni2. Prvni jamku Al ponechejte prazdnou pro slepy test
plastovou pipetou. Zkontrolujte, zd#& prevozu nedoSlo  (BLANK).

k rozbiti rtjaké lahvéky a zda neni uvritkrabitky 3. Déavkujte 150 pl negativni kontroly v triplikatu,
vylita Zadna tekutina. Zkontrolujte, zda hlinikoepal 150 pl kalibratoru v duplikatu a 150 pl pozitivni

mikrotitracni destéky neni poruSeny. kontroly do jedné jamky, pak 150ul fgufedEnych

3. Nared'té si potebny objem koncentratu promyvaciho vzorka do jednotlivych jamek.

roztoku, jak je popsano vyse. 4. Pridejte 100 pl zfedkného konjugatu do kazdé
4. Nared't¢ si konjugaredicim roztokem. jamky s vyjimkou A1l.

5. Rozpuste kalibrator, jak je popsano vySe a je&mn Poznamka: Bdite opatrni, aby nedochazelo ke styku
promichejte na vortexu. Spicky s povrchem jamky.:Me dojit ke kontaminaci.

6. Ponechte v3echny ostatni komponenty soupravg. Zkontrolujte, Ze vzorky byly umigty sprav.
vytemperovat na pokojovou teplotu (asi jednu hopau Inkubuijte destiku 120 minut pri +37°C

pak jemr promixujte na vortexu vSechny tekuté Poznamka: stripy zakryvejterilmZenou folii pouze i
reagencie. manualnim zpracovani. Pokud pracujete na analyzéator
7. Nastavte ELISA inkubator na +37°C aigavte stripy nezakryvejte.

ELISA promyvaku naplEnim n&edtnym promyvacim Jestlize vyuZivaterdpacku, nezapomge dodrZet vyse
roztokem podle pokyivyrobce. Nastavte spravnyd®  popsané otéky, aby nenastala kontaminace.
promyvacich cyKl pro jeji pouziti s touto soupravou. 6. Promyjte na automatické promyee pomoci
8. Zkontrolujte, zda je zapnuty ELISA reader anebo s@romyvaciho roztoku, jak bylo popsano vyse.

ujistéte, Ze bude zapnut minim&n20 min ged 7. Pridejte 200 pl substratu do kazdé jamkyetwe
métenim. jamky Al. Inkubujte mikrotitréni desttku pf¥i
9. Pokud pouzivate automat, z&pm ho, zkontrolujte pokojové teplo® (18-24°C) po dobu 30 minut.
nastaveni a ujiste se, Ze pouzivate spravny protokol.  DileZitd poznamka: Nevystavujte degku silnému
10.Zkontrolujte, zda jsou mikropipety nastaveny naswtlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.

pozadovany objem. 8. Pipetujte 100ul Stop roztoku do kazdé jamky ve
11.Zkontrolujte, zda je vSechno ostatni vybavenistejném sledu jako wedchozich bodech. Zffte
k dispozici a pipraveno k pouZiti. intenzitu zabarveni roztékjamek ELISA readeremip

12.V ptipad nejakych problém, nepokraujte dale se 450 nm pro odeet pozadi i fi 620-630 nm. Jamku Al
zpracovanim testu a paite se s Vasim supervisorem.  pouzijte jako BLANK.

. . Diilezité poznamky:
VLASTNI ANALYZA 1. Pokud nemate k dispozici druhy filtr, ufite se, ze
Analyza musi byt provedena podle nize popsanéhge na spodni stranmikrotitracnich jamek nenachazi
postupu. Zarite se zejména na dodrZzeni stejné dobyadné otisky prét pred merenim gi 450 nm. Otisky

inkubace pro vSechny vy$evané vzorky. mizou zgsobit faleSa pozitivni vysledkyi cteni.
2. Méreni musi byt provedeno hned pg&dani Stop
Test na analyzatoru: dinidla, nejpozdji do 20 min po jeho fdani.

V ptipact, Ze test se provadite na ELISA automatuSamooxidace chromogenugie zgisobit silné pozadi.
navrhujeme nejprve pipetovat 15@1 kontroly a 3. Pokud testované vzorky nejsou ze@ssé nebo byly
kalibratoru, poté vSechny vzorky a nakonec 100 zmrazeny, postupujte podle nize uvedeného schématu,
nafedEného konjugatu. které je daleko mencitlivé na interference zsobené
Pred nasatim dalSiho vzorku jeeba dkladré omyt  hemolyzovanymi a hyperlipemickymi vzorky, stgko
jehly, abychom se vyhnuli vzajemnému &is&ni mezi  vzorky obsahujicimi rezidua fibrinu nebo jinychkyeh
vzorky nebo Sgkami, které maji byt vygnény. castic. Test se provadi ve dvou krocich s vyuzitim
Nasleduje pedmytai (bod 1), u dalSich operaciigéte  inkubované/epaky.

provoznimi pokyny popsanymi nize pro manualni test.

Dirazre doporiujeme zkontrolovat, Zéasovy pekryv

mezi davkovanim prvniho a posledniho vzorku bude

vzat v Gvahu a odpovidajicim igmbem bude posunuto

prvni promyvani.
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» davkujte 100 pl kontrol, kalibratoru a vzérk

* inkubujte 60 minut fi +37°C natepace
e promyti

o davkujte 100 uliediného konjugatu

e inkubujte 30 minut p +37°C natepace

e promyti

e davkujte 100 ul TMB H202 mix

* inkubujte 30 minut fi 18-24°C naitepace
» zastaveni reakce a vyhodnoceni

V tomto postupused-myti niZze byt vynechano.

Tato metoda vykazuje podobné vysledky, takize foyt
alternativre vyuZzita.

SCHEMA POSTUPU

Problém Zkontrolujte
Blank 1. zda nedoSlo ke kontaminaci rozto
OD > 0.100 substratu Bhem testu
1. zda promyvaci postup a nastaven
promyvaky je v pdadku
2. zda byl pouzit spravny promyvaci
roztok a zda jim byla promyvia
naplréna gred pouzitim
o 3. zda nebyla uglana chyba p
,I:l:r%?gl\é\m pipetovéni,kontrol (p_ozi,tivni
OD > 0,050 kontroly misto negativni)

po blankovani

. zda nedoslo ke kontaminaci NC

nebo jamek, do nichZ byla NC
napipetovana pozitivnim vzorkem
nebo ke kontaminaci konjugatu

. zda nebyly kontaminovany

mikropipety pozitivhim vzorkem
nebo konjugatem

=]

II:;?\?rcr)llqr):ljuvzorky a vzorky 115Cgk:1lljs 6. zda ngjsou je,ant“Vé jehly

tedici roztok 100 pl promyvalky ¢ast&né ucpany

1 inkubace 120 min 1. zda hyl dodrie,n pracovni postup

téplota 137°C 2. zda nebyla uglana chyba

- . pipetovani kalibratoru

promyti 4-5 cyki Kalibrator 3. zda promyvaci postup a nastaven

smés TMB a H202 200 pl S/Co<2 promyvaiky je v paadku

3. inkubace 30 min_ 4. zda nebyly kontaminovany

teplota pokojova mikropipety pozitivnim vzorkem

Stop roztok 100 pl 1. zda byl dodrZzen pracovni postup

hustota filtru 450 nm 2. zda nebyla uttana chyba p

pipetovani pozitivni kontroly

Priklad umisténi jednotlivych jamek: Pozitivni napipetovani negativni kontroly mist

- BEK 322 dfalsf6]vl8)9 10041}12 kontrola pozitivni) o ]

B8 The 153 OD < 1.000 |3.zda promyvaci postup a nastaven

T | NC | 54 promyvaky je v paadku

[El S:IL gg 5. zda nedoslo k externi kontaminag|

= G B pozitivni kontroly.

G | PC |58 ]

LHcr d?'1 SBQLK = Blank NC = Negative Control VYSLEDKY TPt 1 i A

C.E,:f’i Calibrater PC = Positive Control | S = Samgle Vysledky se vypgitaji pomoci cut-off koeficientu (Co),

VNIT RNi KONTROLA KVALITY

Kontrola validity soupravy je zagidvana pouzitim
kontrol g kazdém testu. Souprava je validni, dosahnou
li kontroly nasledujicich hodnot:

ktery vypaitate pomoci nasledujiciho vzorce:

Cut-Off = NC + 0,050

INTERPRETACE VYSLEDK U
Vysledky se interpretuji jako pafmvzorku OD 450 nm

kontrol hustota 450 .
'amk;nrgosalle v [ < 0.100 osjzgoanm = (S) a hodnoty cut-off koeficientu (Co) - S/Co padl
J pro slepy 1<, nasledujici tabulky:
test (BLANK)
Eggsg\l/;ENC) < 0,050 OD 450 nm po vynulovapi S/Co Interpretace
kalibrator S/Co 2 0;0-2 - N:gzigvm
pozitivni > 1,000 OD 450 nm D= 2 rarani_
kontrola (PC) >11 Pozitivni
Pokud vysledky testu dosahnou vyde uvedenych hpdraxtupte Negativni  vysledek znamena, Zze pacient

k dalSimu odstavci. Pokud ne, nepdkijte dale a prowtte nasledujici
kontrolu:

nedetekovatelnou reaktivituig viru HBV.

U pacienta s dubiéznim vysledkem musi byt znovu

vySeten vzorek krve odebrany za 1-2 tydny.

ma
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Pozitivni vysledek swdéi o infekci virem HAV

a pacient by ¥l byt okamzit lésen.

PARAMETRY TESTU

1. CITLIVOST:

Citlivost testu byla vyp&ena pomoci mezinarodniho
standardu pro HBsAg, podtyp ay, dodané Instituter
Paula Erlicha a NIBSC.

Tento test vykazuje pmérnou citlivost asi 0,02
PEIU/mI a asi0,125 ng/ml NIBSC jj.

Tato data byla potvrzena tabulkami firmy Bostorn
Biomedica Inc. pro HBsAg.

Zde nize jsou uvedeny dva panely dodané firmo
Boston Biomedica Inc. tak, jak byly testovany touta
testovaci sadou s pouzitim postupu C.

Boston Biomedica Inc.
Panel PHA 104

HBsAg low titer Performance Panel

PHA 805 HBV kalibrovano kalibrovano kalibrovano KIT
Boston HBsAg BBI Abbott PEI
B.l. viral PHA804 Panel standard
ID.

Vzorek  Podtyp ng/mi ng/ml E/ml S/g

1 Ad 2,50 3,00 0,36 8.0

Ad 1,40 1,70 0,21 3.7

3 Ad 1,00 1,20 0,15 2.8

4 Ad 0,80 0,90 0,12 2.3

n 5 Ad 0,60 0,70 0,09 2.2

6 Ad 0,50 0,60 0,07 1.4

7 Ad 0,40 0,50 0,06 1.3

8 Ad 0,30 0,40 0,04 1.1

9 Ad 0,20 0,20 0,03 0.9

10 Ad 0,10 0,10 0,01 0.4

11 Ay 2,40 1,80 0,21 6.0

u 12 Ay 1,30 1,00 0,11 3.5

13 Ay 1,10 0,80 0,09 2.8

14 Ay 1,00 0,70 0,08 3.0

15 Ay 0,70 0,50 0,06 2.1

16 Ay 0,50 0,40 0,04 1.8

17 Ay 0,40 0,30 0,03 1.7

18 Ay 0,30 0,20 0,03 1.3

19 Ay 0,20 0,20 0,02 1.0

20 Ay 0,10 0,10 0,01 0.8

21 negative 0,00 0,00 0,00 0.3

vzorek HBsAg Abbott Ortho Sada
ID n° ng/ml*  EIAstd ** EIA std **

s/co s/co s/co
104-01 0,8 2,1 2,3 2,7
104-02 2,2 4,6 54 7,6
104-03 0,6 15 1,3 2,4
104-04 0,2 0,6 0,3 0,2
104-05 0,7 1,7 21 15
104-06 1.3 2,7 33 2,9
104-07 0,3 1,0 0,6 1,0
104-08 1,6 3,6 4,9 44
104-09 0,9 15 1,2 1,7
104-10 0,0 0.1 0,2 0,2
104-11 0,3 0,9 0,8 11
104-12 1,7 3,9 4,9 3,6
104-13 0,8 1,7 1,6 2,3
104-14 0,6 14 2,3 14
104-15 1,1 2,9 2,3 2,6

* BBI ng/ml

** procedura provedenar@s noc

Boston Biomedica Inc.
Panel PHA 805
HBsAg Sensitivity Panel

2. PRESNOST

Presnost byla stanovena na panelech negativnich wzork
od normalnich jedinc a dard& krve, gredem negativh
klasifikovanych pomoci testovaci sady schvéalené
institutem FDA.

Ke stanoveni hodnotigsnosti bylo pouzito jak plazmy,
tak séra ziskanychiznymi standardnimi technikami
piipravy.

Aby se otestovaly interference igobené odirem a
skladovanim, byly pouzity také zmrazené vzorky.

Tato sada pro analyzu vykazuje vice nez 93¥smost
pro plazmu a sérum.

Byly testovany vSechny znamé podtypy viru HBsSAg,
“ay” a “ad”, a také isoformy “w” a “r", dodané CNs[—
France, a v dodanych koncentracich byly rozliSexkp j
pozitivni.

3. REPRODUKOVATELNOST :

Reprodukovatelnost byla vypena na itech vzorcich
raznymi sériemi.
Byly nalezeny nasledujici pmérné hodnoty:

Negativni: pfim. OD450nm 0,030
pram. CV 15%
Koeficient: pfim. OD450nm 0,100
pram. CV 7%
Pozitivni:  pfim. OD450nm 2,900
praim. CV 4%

Byly opakova® testovanyi razné vzorky pi rtiznych
hodnotadch OD450nm, vizné dny a stiznymi Sarzemi
testi. V nésledujicich tabulkdch je uvedeno shrnuti
vyslediki CV:
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Intra-assay
Sample 1| Sample2 Sample|3  Sample 4
L 0.791 0511 0229 1414 Tento vyrobek byl vyroben firmou Dia. Pro s.r.l. pad
2 0.794 0.523 0.229 1.418 k | smenifizen iakosti
3 0.800 0515 0.229 1203 ontrolou s'Eanove’nou systeémenttizeni jakosti a
2 0.790 0507 0.233 1.200 prostiedi, ktery spliuje pozadavky normy
5 0.780 0.530 0.239 1.430 EN I1SO 13485, a ktery byl certifikovan pod
6 0.780 0.535 0.240 1.440 registraénim &islem 0318
7 0.782 0.550 0.243 1.446
8 0.806 0.570 0.235 1.400
9 0.800 0.530 0.245 1.450
10 0.810 0.540 0.250 1.456
SD 0.010 0.019 0.007 0.021 Vyrobce: Dia.Pro. Diagnostic Bioprobes Srl.
%CV 1.3 35 3.1 15 via Columella n° 31 — Milano - Italy
Doc.. |INSSAGI1.CE | Verze:5| 06/06
Inter-assay
Sample 1 Sample 2 Sample
1 0.442 0.714 1.400
2 0.407 0.705 1.405 Distributor:
3 0.500 0.730 1.414
7 0476 0723 1410 LABOSERV s.r.o.
5 0.483 0.714 1.440 Hudcova 78b, 612 00 Brno
6 0.484 0.670 1.413 Tel: 541 243 113, fax: 541 243 114
7 0.440 0.703 1.393 e-mail:laboserv@Iaboserv.cz
8 0.490 0.760 1.353
9 0.456 0.740 1.350
10 0.476 0.710 1.206
11 0.450 0.739 1.271
12 0.530 0.680 1.205
13 0.474 0.695 1.025
14 0.498 0.690 1.250
15 0.454 0.702 1.155
16 0.465 0.704 1.153
17 0.440 0.690 1.323
18 0.470 0.670 1.153
SD 0.028 0.024 0.122
%CV 6.0 3.4 9.4
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