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ELISA souprava - HEV Ab

A. POUZITI

ELISA tfeti generace pro kvalitativni stanoveni obsahu
protilatek proti viru Hepatitidy E v lidském séru a plazmé.
Tato souprava se pouziva pro testovani krevnich vzorkd a
néasledné sledovani HEV pozitivnich pacientd.

Pouze pro diagnostické pouziti “in vitro”

B. UVOD

Virus hepatitidy E neboli HEV je nedavno objevené agens
zpUsobuijici stfevné pfenosnou virovou hepatitidu. HEV je
neopouzdreny jednovldknovy RNA virus strukturalné
podobny kalciviru, ktery se naléza ve stolici nakazenych
pacientd.

HEV predstavuje v mnoha rozvojovych zemich vazny
problém a jeho prvni propuknuti bylo zjisténo v roce 1955
v New Delhi v Indii. Hepatitida E nikdy nebyla spojovana
s chronickou infekci, avSak u téhotnych Zen predstavuje
¢astou pfi¢inu Umrtnosti.

Klonovani a sekvenovani HEV genomu vedlo k vyvoji
sérologickych testl k detekci HEV protilatek.

Tento test je zaloZzen na syntetickych imunodominantnich
antigenech ziskanych z konzervativnich oblasti viru.

C. PRINCIP TESTU

Stény jamek stripu jsou potazeny HEV specifickymi
syntetickymi  antigeny  kédujicimi  imunodominantni
determinanty derivované z mexickych a barmskych kment
viru.

Na pevnou fazi se nejprve aplikuje zfedény vzorek a HEV
protilatky se, pokud jsou pfitomny, navazou na antigeny.
Po odmyti vSech ostatni komponentd vzorku jsou HEV
protilatky (IgG i IgM), navazané béhem druhé inkubace,
detekovany  pfidanim polyklonalnich  specifickych
antilidskych IgG a IgM protilatek zna¢enych HRP.

Tento enzym navazany na pevnou fazi, reagujici
v systému substratu a chromogenu, generuje opticky
signdl, jehoz intenzita je pfimo Umérna mnozstvi HEV
protilatek pfitomnych ve vzorku. Pomoci koeficientu Ize
interpretovat hodnoty optické hustoty jako negativni nebo
pozitivni vysledky.

D. DODAVANE MATERIALY

Souprava EVAB.CE obsahuje reagencie pro 96 testl

1. Mikrotitra €ni destiéka [MICROPLATE] - 1ks
12 stripd po 8 jamkach potazenych HEV specifickymi
syntetickymi antigeny. Stripy jsou vakuové zabaleny ve f6lii
s desikantem.

2. Negativni kontroIni vzorek [CONTROL -] — 1 x 2ml
Kontrolni vzorek k okamzitému pouziti. Obsahuje 1 %
proteind koziho séra, 10mM pufrovany roztok citratu
sodného pH 6,0 +/-0,1, 0,5 % Tweenu 20, 0,09 % azidu
sodného a 0,1 % Kathonu GC jako konzervantu. Negativni
kontrolni vzorek je oznacen olivové zelenou barvou.

3. Pozitivni kontrolni vzorek [CONTROL +] 1 x 2ml
Kontrolni vzorek k okamzitému pouziti. Obsahuje 1 %
proteind koziho séra, HEV pozitivni lidské protilatky,
10 mM pufrovany roztok citratu sodného pH 6,0 +/-0,1, 0,5
% Tweenu 20, 0,09 % azidu sodného a 0,1 % Kathonu GC
jako konzervantu. Pozitivni kontrolni vzorek je oznacen
tmavé zelenou barvou.

4. Kalibrator [CAL..]] 1 ampule
Lyofilizovany kalibrator. Je tfeba rozfedit redestilovanou
vodou v objemu dle nalepky. Obsahuje proteiny fetalniho
bovinniho séra, lidské protilatky proti HEV, jejichZ obsah je
kalibrovan dle prvni normy WHO pro HEV protilatky, kéd
NIBSC 95/584, 10mM pufrovany roztok citratu sodného pH
6,0 +/-0,1; 0,3 mg/ml gentamicin sulfatu a 0,1 % Kathonu
GC jako konzervantu.

Poznamka: Mnozstvi vody nutné pro rozfedéni objemu
této ampule se mdze liSit Sarze od Sarze. PouZijte, prosim,
spravné mnozstvi uvedené na etiketé.

5. Koncentrat promyvaciho pufru. [WASHBUF 20X] 1x
60ml

20x koncentrovany roztok. Po rozifedéni tento promyvaci
roztok obsahuje 10 mM fosfatovy pufr pH 7,0+/- 0,2; 0,05
% Tweenu 20 a 0,05 % Kathonu GC.

6. Enzymaticky  konjugat [CONJ] 1x  16ml
K okamzitému pouziti, oznaéeny cCervenou barvou.
Obsahuje kozi polyklonalni protilatku proti lidskému 1gG a
IgM znacenou HRP, 5 % BSA, 10mM Tris pufr pH 6,8 +/-
0,1; 0,1 % Kathonu GC a 0,02 % gentamicin sulfatu jako
konzervanty.

7. Chromogen / Substrdt [SUBS TMB] 1x 16 ml
K okamzitému pouziti. Obsahuje 50mM citratfosfatovy pufr
pH 3,5-3,8, 4% dimethysulfoxidu, 0,03% tetra-methyl-
benzidinu neboli TMB a 0,02 % peroxidu vodiku neboli
H20..

Poznamka: Skladujte v temnu, latka je citliva na svétlo.

8. Redici roztok [DILAS] 1x 8ml

10 mM tris pufr pH 8.0 +/-0,1 obsahujici 0,1 % Kathonu
GC pro predfedéni vzorkG a kontrolnich vzorki
na stripech, pro zamezeni interference.

9. Kyselina sirova [H ,S0, 0,3 M] 1x 15 ml

Obsahuje 0,3M roztok H,SO,.
Pozor: drazdivéa latka (Xi R36/38; S2/26/30)

10. Roztok pro fedéni vzork i [DILSPE] 1 x 50 ml
Obsahuje 10mM pufrovany roztok citratu sodného pH 6,0
+/-0,1; 0,5% Tweenu 20; 0,09 % azidu sodného a 0,1 %
Kathonu GC jako konzervantl. Pouziva se pro fedéni
vzorka.

Poznamka: pfi fedéni vzorku tento roztok méni barvu
z olivové zelené po tmavé zelenou.

11. Foélie na kryti strip 2 ks

12. P¥ibalovy letak 1ks

E. MATERIAL NEDODAVANY V SOUPRAV E

1. Kalibrované mikropipety (200 pl a 10 pl)
a jednorazové Spicky.

2. Redestilovand nebo deionizovana voda, filtrovana

pres aktivni uhli k odstranéni oxidacnich c¢inidel

pouzitych jako desinfekéni prostredky.

Stopky.

Savy papir.

Kalibrovany temperovany inkubator pro ELISA

desticky s teplotou +37<C.

6. Kalibrovany ELISA reader s filtry 450 nm (na ¢teni)
a 620-630 nm (na nulovani).

7. Kalibrovana promyvacka mikrotitracnich desticek.

8. Vortex nebo podobné misici zafizeni.

arw

F. BEZPECNOSTN| OPATRENI(

1. Tato souprava smi byt pouzivana pouze Fadné
vySkolenym  persondlem pod dohledem Iékafe
zodpovidajiciho za laboratof.

2. Pokud se tato souprava pouziva pro testovani krevnich
vzorkd a komponent, musi byt pouzivana laboratofi
certifikovanou a kvalifikovanou statnim Gdfadem pro
pfislusny resort (ministerstvo zdravotnictvi nebo podobny
orgén) pro provadéni rozbora tohoto druhu.

3. Veskery personal provadséjici rozbory musi pouzivat
ochranny laboratorni odév, rukavice a ochranné bryle bez
klouzku. Je nutno se vyhnout pouZiti jakychkoli ostrych
(jehly) nebo feznych (skalpely) nastrojd. Veskery personal
musi prodélat Skoleni bezpecénosti prace, dle doporuceni
Center for Disease Control, Atlanta, U.S. a uvedenych
v publikaci National Institute of Health: “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”, ed. 1984.

4. VeSkery persondl pracujici se vzorky musi byt ockovan
dostupnou, bezpe¢nou a efektivni vakcinou proti HBV
a HAV.

5. Prostfedi laboratofe musi byt kontrolovano, aby se po
otevieni obalt mikrotitraéni desticky a ampuli ze soupravy
a pfi provadéni testu zabranilo kontaminaci prachem nebo
vzduchem pfenosnymi mikrobialnimi agens. Ampuli
Chromogen/Substrat chrarite pred silnym  svétlem
a zabrante vibracim na povrchu pracovni plochy, na které
se provadi test.
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6. Skladujte sadu pfi teploté 2 — 8C v kontrolované
ledni¢ce nebo chladné mistnosti, dle navodu.

7. Nezaménujte komponenty z rlznych SarZi.
Doporuéujeme, aby nebyly zaménovany ani komponenty
Z raznych sad.

8. Zkontrolujte, zda jsou reagencie ¢iré a zde neobsahuji
zadné viditelné tézké Castice nebo srazeniny. Pokud dozor
laboratofe nenafidi vyménu soupravy.

9. Zabrarnte kfizové kontaminaci mezi vzorky séra nebo
plazmy pouzitim jednorazovych $picek a jejich vyménou
pro pouziti pro kazdy vzorek.

10. Zabrarite kfizové kontaminaci mezi reagenciemi
soupravy pouzitim jednorazovych Spicek a jejich vyménou
pro pouziti pro kazdy vzorek.

11. Nepouzivejte soupravu po vyprSeni expiraéni doby
vedené na obalu a na nalepce.

12. Se vSemi vzorky zachazejte jako s potencialné
infekénimi materialy. Se vSemi vzorky lidského séra podle
normy Biosafety Level 2, jak ji doporu€uje Center for
Disease Control, Atlanta, U.S. v souladu s publikaci
Institutes of Health: “Biosafety in Microbiological and
Biomedical Laboratories”, ed. 1984

13. Pro pfipravu kapalnych komponent a pro pfemistovani
komponent do automatickych zafizeni doporu¢ujeme
pouziti jednoradzového plastového materidlu. Zabranite tim
kfiZové kontaminaci.

14. Odpad zbyvajici po pouziti soupravy musi byt
zlikvidovan v souladu s predpisy a zakony o chemickém a
biologickém odpadu z laboratofi. Konkrétné s odpadem po
promyvani, a se zbytky kontrolnich vzorkll a vzorkd
pacienttl musi byt nakladano jako s potencialné infekénim
materidlem a pred likvidaci musi byt deaktivovany.
Doporu¢eny postup deaktivace je aplikace 10%
koncentrace domaciho desinfekéniho prostfedku po dobu
16 az 18 hodin nebo deaktivace v autoklavu pfi teploté
121C po dobu 20 minut.

15. Omylem rozlitd kapalina ze vzork(l a pfi testovacich
operacich musi byt odséta filtracnim papirem napusténym
desinfekénim prostfedkem a pak vodou. Filtraéni papir pak
musi byt vyhozen do kontejneru uréeného pro odpad
z laboratore.

16. Kyselina sirova je drazdiva latka. V pfipadé rozliti
omyjte zasazeny povrch velkym mnoZstvim vody.
17. DalSi odpad zbyvajici po pouziti soupravy (napriklad
Spicky pouzité pro pipetovani vzorkd, pouZzité stripy) by
mély byt likvidovany jako potencialné infekéni podle
predpist a zédkonl o odpadu z laboratofi.

G. VZORKY: PRIPRAVA A DOPORU CENi

1. Krev se odebira asepticky odbérem ze zily a plazma
nebo sérum se pfipravuje dle standardnich postupl pro
pfipravu vzork( pro klinické laboratorni rozbory. Pfi
pfipravé vzork( nebyly zjiStény z&dné interference
s citratem, EDTA a heparinem.

2. Vyhnéte se pfidavani konzervantt do vzorkd. Zejména
azidu sodného, protoze tato sloucenina by ovlivnila
enzymatickou aktivitu konjugatu a zpusobila faleSné
negativni vysledky.

3. Vzorky musi byt jasné identifikovany koédy nebo jmény,
aby se zabranilo chybné interpretaci vysledkd. Kdyz se
tato souprava pouzivd pro vySetfovani vzorka krve,
doporucuje se pouZzivat znaceni ¢arovym kédem a jeho
elektronické snimani.

4. Hemolyzované (Cervené) a viditelné hyperlipemické
(“mléené”) vzorky musi byt zlikvidovany, protoze mohou
davat chybné vysledky. Vzorky obsahujici zbytky fibrinu
nebo hrubych ¢astic nebo mikrobialnich viaken by mély byt
rovnéz zlikvidovany, protoze mohou déavat chybné
vysledky.

5. Sérum a plazma mohou byt skladovany pfi teploté +2 —
8T po p ét dnd po odbéru. Pro delSi skladovani, az nékolik
meésiclt, mohou byt uloZzeny zmrazené na teplotu —20<C.
V8echny zmrazené vzorky by nemély byt opakované
zrazovany a rozmrazovany vice nez jednou, protoze to
muze ve vzorku zpusobit vyskyt castic, které mohou
ovlivnit vysledek testu.

6. Pokud jsou ve vzorku ¢astice, odstfedujte vzorek po
dobu 20 minut pfi 2 000 ot/min nebo jej prefiltrujte pred filtr
0,2-0,8 pm, abyste pro testovani ziskali Cisty vzorek.

H. PRIPRAVA KOMPONENT U A UPOZORNENI

Studie provedend na odeviené soupravé neukazala
Zadnou vyznamnou ztratu aktivity az po 6 opakovanych
pouziti az do 6 mésicu.

1. Mikrotitra €éni desti €ky:

Mikrotitracni desticku nechejte pfed otevienim sacku
dosahnout pokojové teploty (asi 1 hodinu). Zkontroluijte,
zda vysouSedlo nezménilo barvu na temné zelenou, coz
indikuje vyrobni defekt. V pfipadé, Ze ano, volejte
zékaznicky servis.

Nepouzité stripy musi byt uloZzeny zpét do hlinikového
sacku s dodavanym vysouSedlem, pevné uzavieny
a skladovény pfi teploté +2 — +8 T

Po prvnim otevieni obalu jsou zbyvajici stripy stabilni
dokud indikator vlhkosti uvnitf sac¢ku nezméni barvu ze
Zluté na zelenou.

2. Negativni kontrolni vzorek:

Pripraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu.

3. Pozitivni kontrolni vzorek:

Pripraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu. S timto vzorkem zachazejte jako
s potencialné infekénim materidlem i kdyz HEV, ktery by
eventualné mohl byt ve vzorku pfitomen, byl chemicky
deaktivovan.

4. Kalibrator:

Lyofilizovany obsah ampule peclivé rozfedte v davce vody
odpovidajici EIA, jak je uvedeno na etiketé.

Pred pouzitim dobfe promichejte na vortexu.

S kalibratorem zachéazejte jako s potencialné infekénim
materidlem i kdyz HEV, ktery by eventualné mohl byt ve
vzorku pfitomen, byl chemicky deaktivovan.

Poznamka: Kalibrator neni po zfedéni stabilni. Skladujte
po castech pii teploté —20<C.

5. Koncentrat promyvaciho pufru:

Cely obsah 20x koncentrovaného roztoku musi byt
rozfedén redestilovanou vodou na objem 1 200 ml a prfed
pouzitim dikladné promichan.

Promyvaci roztok je po nafedéni stabilni pfi teploté +2 az
+8<C po dobu jednoho tydne.

PFi pfipravé se vyhnéte zpénéni roztoku, nebot pfipadné
bubliny by mohly zpGsobit nedostate¢né promyti jamek.

6. Enzymaticky konjugat:

Pripraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu

Davejte pozor, abyste roztok nekontaminovali oxidanimi
slou¢eninami, prachem prendSenym vzduchem nebo
mikroby. Pokud je tfeba konjugét transportovat, pouzivejte
k tomu pouze plastové, pokud mozno sterilni jednorazové
nadobky.

7. Chromogen/Substrat:

Pfipraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobfe
promichejte na vortexu

Davejte pozor, abyste roztok nekontaminovali oxida¢nimi
slou¢eninami, prachem pfendSenym vzduchem nebo
mikroby.

Nevystavujte  silnému  svétlu, oxida¢nim  ginidlim
a kovovym povrcham.

Pokud je tfeba chromogen/substrat transportovat,
pouzivejte k tomu pouze plastové, pokud mozno sterilni
jednorazové nadoby

8. Redici roztok pro testovani:

Pfipraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu

9. Kyselina sirova:

Pripraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu.

Pozor: drazdiva latka (Xi R36/38; S2/26/30).

Legenda: R 36/38 = Drazdivé pro oci a pokozku.

S 2/26/30 = Pfi vniknuti do oc¢i, okamzité oci promyjte
velkym mnozstvim vody a vyhledejte 1ékarské oSetreni.
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10. Redici roztok vzork
Pfipraven k okamzitému pouziti. Pfed pouzitim dobre
promichejte na vortexu.

I. ZARIZENI A NASTROJE POUZIVANE V KOMBINACI
SE SOUPRAVOU

1. Mikropipety musi byt kalibrovany tak, aby davkovaly
spravné mnozstvi pozadované pro rozbor a musi
prochazet pravidelnou dekontaminaci (alkohol, 10% roztok
domaci desinfekce, medicinalni desinfekce) vSech casti,
které by mohly pfijit nahodné do styku se vzorkem. Musi
také prochazet pravidelnou Uudrzbou, aby ukazovaly
presnost 1 %. Je nutné také provadét pravidelnou
dekontaminaci skvrn a zbytkGh komponent soupravy.

2. Inkubator ELISA musi byt nastaven na teplotu +37C (s
toleranci +/-0,5C) a pravideln & kontrolovan, aby bylo
zajiSténo, Zze bude udrzovat spravnou teplotu. Za
predpokladu, Ze zafizeni je uznano jako vhodné pro testy
ELISA jsou pro inkubaci vhodné jak suché inkubatory, tak
inkubatory s vodni lazni.

3. Promyvacka ELISA je pro celkové provedeni rozboru
mimoradné dulezité zafizeni. Promyvacka musi byt pred
pouzitim pro rutinni laboratorni testy peclivé provéfena,
zde je vhodnd pro testy ELISA, a optimalizovana s
pouzitim kontrolnich vzork(i soupravy a referenénich
tabulek. Pro zajisténi spravného ocekavaného provedeni
testu obvykle sta¢i 4 az 5 promyvacich cykld (1 cyklus =
odsati a davkovani 300 pl na jamku). Mezi cykly se
doporuéuje 20 — 30sekundova prodleva. Pro nastaveni
spravného poctu cykli se doporucuje provést testovaci
rozbor a kontrolnimi vzorky soupravy a s typickymi
negativnimi a pozitivnimi referenénimi vzorky. Vysledné
hodnoty se zkontroluji s hodnotami uvedenymi nize v ¢asti
“Vyhodnoceni testu” a “Uginnost testu”. Podle pokyn
vyrobce promyvacky se musi provadét pravidelna
kalibrace davkovaného mnozstvi a udrzba (dekontaminace
a cisténi jehel).

4. Inkubaé¢ni doba ma toleranci +/-5%.

5. ELISA reader musi byt vybaven &tecim filtrem o 450 nm
a ideélné druhym filtrem (620-630 nm) pro nulovani. Jeho
standardni G¢innost by méla byt (a) Sifka pasma < 10 nm;
(b) rozsah absorbance od 0 do = 2,0 nm; (c) linearita do =
2,0; opakovatelnost > 1 %. Nulovani se provadi na jamce
oznacené v casti “Postup testu”. Opticky systém readeru
musi byt pravidelné kalibrovan by se zajistilo, Zze opticka
hustota bude spravné zméfena. Musi prochazet
pravidelnou udrzbou podle pokynl vyrobce.

6. Pouzivate-li automatickou pracovni stanici ELISA musi
byt vSechny automatizované kroky (davkovani, inkubace,
promyvani, ¢teni, a zpracovani dat) peclivé nastaveny,
kalibrovany, kontrolovany a pravidelné udrzovany, aby
odpovidaly hodnotdm uvedenym v ¢asti “Vyhodnoceni
testu” a “Uginnost testu”. Protokol rozboru musi byt
instalovan v opera¢nim systému jednotky a spravné
nastaven jak pro promyvacku, tak pro reader. Navic musi
byt spravné nastavena a sefizena ta ¢ast stanice, kterd
pracuje s kapalinami (davkovani a promyvani). Obzvlastni
pozornost vénujte zabranéni kontaminace jehlami
pouzivanymi pro davkovani a promyvéani. Tuto Cast je
tfeba peclivé kontrolovat, aby se minimalizovala moZnost
kontaminace sousedicich jamek. Doporuéujeme pouZivat
automatickou pracovni stanici ELISA, pokud pocet
analyzovanych vzork( prevySuje 20 az 30 na jeden test.

7. Aby byl zabezpecen soulad s vySe uvedenymi
pozadavky, zakaznicky servis firmy Dia.Pro nabizi podporu
uzivatelim pfi  nastavovani a kontrole zafizeni
pouzivaného v kombinaci se soupravou. Poskytujeme
rovnéz podporu instalace novych zafizeni uréenych pro
praci se soupravou.

L. PRIPRAVA ANALYZY

1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy vytiSténé na
krabici. NepouZzivejte proslé vyrobky.

2. Zkontrolujte, zda kapalné komponenty nejsou
kontaminovany okem viditelnymi  ¢asticemi  nebo

srazeninami.  Zkontrolujte zda je obsah ampule
Chromogen / Substrat bezbarvy nebo svétle modry tim, ze
odsajete malé mnozstvi kapaliny pomoci sterilni prihledné
pipety. Zkontrolujete, Ze pfi prepravé nedosSlo k rozbiti
nebo vyliti obsahu ampuli do krabice. Zkontrolujte, zda
aluminiovy sacek s mikrotitracni desti¢kou neni protrzen
nebo znicen.

3. Rozfedte veSkery obsah koncentratu promyvaciho
roztoku dle vy$e uvedeného navodu.

4. Rozfedte Kalibrator dle vySe uvedeného navodu.

5. Nechejte vSechny komponenty dos&hnout pokojové
teploty (asi 1 hodinu) a pak je promichejte dle vyse
uvedeného navodu.

6. Nastavte inkubator ELISA na +37C a napus tte
promyvacku ELISA zfedénym promyvacim roztokem podle
pokynl vyrobce. Nastavte spravny pocet promyvacich
cykld podle vysledkd testh pfistroje pro pouziti s touto
soupravou.

7. Zkontrolujte, zda ELISA reader byl zapnuty alespor
20 minut pfed pouzitim.

8. Pokud pouzivate automatickou pracovni stanici,
zapnéte ji a ujistéte se, Ze pouzivate spravny protokol
testu.

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

10. Zkontrolujte, Ze je vSechno ostatni zafizeni pfipravené

k pouziti.
11. V pfipadé problém0 nepokradujte v testu a konzultujte
vedouciho pracovnika.

M. POSTUP ANALYZY

Tato analyza musi byt provedena v souladu s postupem
uvedenym nize. Je nutno dodrZet stejnou dobu inkubace
pro vSechny testované vzorky.

Analyza na automatu:

V pfipadé, Ze se analyzu provadi ELISA automat, nastavte
zafizeni na nasati 200 pl fediciho roztoku vzorkl a dale
10 pl vzorku. Pak tuto smés nechte nadavkovat pfimo do
pfislusné jamky mikrotitracni desticky. Pred nasatim
dalSiho vzorku, musi byt jehla fadné promyta, aby se
zabranilo kfizové kontaminaci vzorka.

Kontrolni vzorky a kalibrator jiz nefedte, protoze jsou
pfipraveny k okamzitému pouZziti.

Do pfislusnych jamek davkujte 200 pl kontrolnich vzorkd
nebo kalibratoru.

Dulezité upozornéni: Zrakem kontrolujte, zda jsou vzorky
zfedény a zda jsou davkovany do pfislusnych jamek.
Poznate to podle toho, Ze barva zfedénych vzork( se
zméni na tmavé modrozelenou a barva negativniho
kontrolniho vzorku zustane olivové zelena.

U dalSich operaci se fidte pokyny pro ruéni provadéni
analyzy.

Darazné doporucujeme kontrolovat, zda zafizeni pocita
¢asovou prodlevu mezi davkovanim prvniho a posledniho
vzorku, a zda ji vezme v Gvahu pfi prodlevé pfed prvnim
promyvanim.

Ruéni analyza:

1. Do ramecku vlozte pozadovany pocet stripi nebo
jamek. Ponechejte prvni jamku prazdnou pro blank.

2. Dévkujte 200 pl Negativniho kontrolniho vzorku do tfi
jamek, 200 pl Kalibratoru do dvou jamek a 200 pl
Pozitivniho kontrolniho vzorku do jediné jamky. Kontrolni
vzorky a Kalibrator nefedte, jsou predfedény a pfipraveny
k okamzitému pouziti.

3. Do vSech jamek davkujte 200 pl fediciho roztoku
vzorkd (DILSPE). Pak davkujte 10 pl vzorku do kazdé
fadné identifikované jamky. Jemné se stripy v rdamecku
zatfepte, aby se roztok dobfe promichal. Zabrante vyliti
roztoku z jamek a tim pfipadné vzajemné kontaminaci.
Ddlezité upozorn éni: Zkontrolujte, zda se barva fediciho
roztoku vzorkd po prAdani ke vzorku zméni ze svétle
zelené na tmavé modrozelenou. Poznate podle toho, zda
vzorek jiz byl pridan.
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4. Davkujte 50 pl fediciho roztoku (DILAS) do vSech
jamek s kontrolnimi vzorky a se vzorky pacienta.
Zkontrolujte, zde se barva vzorkd zméni na tmavé modrou.
5. Inkubujte mikrotitra¢ni desti¢ku po dobu 45 minut pfi
+37<C.

Ddlezité upozorn éni: Stripy musi byt prikryty adhezivni
félii pouze pokud se test provadi ru¢né. Nezakryvejte
stripy pouzivate-li ELISA automat.

6. Promyjte mikrotitracni desticku v automatické
promyvacce s davkovanim a odsatim 300 pl zfedéného
promyvaciho roztoku na jednu jamku, jak je uvedeno vyse
(Cast 1.3).

7. Pipetou davkujte 100 pl Enzymatického konjugatu do
kazdé jamky, vyjma prvni jamky (A1) slouZzici jako blank, a
prikryjte desticku folii. Zkontrolujte, zda je tato Cervené
zbarvend komponenta pfidana do vSech jamek, mimo
jamky Al.

Ddlezité upozorn éni: Nedotykejte se vnitiniho povrchu
jamek Spi¢kou s enzymatickym konjugatem, mohlo by dojit
ke kontaminaci.

8. Inkubujte desti¢ku 45 minut pfi +37<C.

9. Promyijte desti¢ku jak je popséano v kroku 6.

10. Davkujte pipetou 100 pl smeési Chromogenu a
substratu do kazdé jamky, véetné jamky Al (blank). Pak
desti¢ku 15 minut inkubujte pfi pokojové teploté (+18 az
+24<C).

Ddlezité upozorn éni: Nevystavujte silnému osvétleni.
Vysledky testu by mohly byt zkresleny.

11. Davkujte 100 pl kyseliny sirové, kterou zastavite
enzymatickou reakci, do vSech jamek ve stejném poradi v
jakém jste provadéli davkovani v kroku 10. Pfidani kyseliny
zméni barvu pozitivnich vzork(l pacienta a pozitivniho
kontrolniho vzorku z modré na Zlutou.

12. Zméfte intenzitu barvy roztoku v kazdé jamce tak, jak
je popsani v ¢asti 1.5 s pouzitim filtru 450 nm (Cteni)
a pfipadné s filtrem 620-630 nm (kontrola). PfFistroj
vynulujte na jamce Al.

Ddlezita upozorn éni:

1. Pokud neméte druhy filtr, pfesvédcete se pfed méfenim
readerem s filtrem 450 nm, Ze na spodni strané stripu
nejsou zadné otisky prstd. Otisky by mohly zavinit faleSné
pozitivni vysledky.

2. Méfeni musi byt provedeno ihned nebo do 20 po pr/idani
Stop roztoku. PrA prodlevé by mohlo dojit k oxidaci
chromogenu.

N. SCHEMA ANALYZY

Metoda Operace
Kontrolni vzorky | 200 pl
a kalibrator

Vzorky pacienta 200 pl dil.+10 pl
Redicf roztok (DILAS) 50 ul

1. inkubace 45 min

Teplota +37C
Promyvani 4-5 cyklt
Enzymaticky konjugat 100 pl

2. inkubace 45 min

Teplota +37C
Promyvani 4-5 cykld
TMB/H202 100 pl

3. inkubace 15 min

Teplota Pokojova
Kyselina sirova 100 pl

Méfeni OD 450 nm

Pfiklad davkovani:

1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 [8 |9 |10(11 |12
A |BLK | S2
B |[NC |[S3
C [NC |54
D |[NC [S5
E | CAL | S6
G |CAL | s7
G |PC |S8
H |S1 [S9
Legenda:
BLK = Blank NC = Negativni kontrolni vzorek

CAL = Kalibrator

PC = Pozitivni kontrolni vzorek

S  =Vzorek pacienta

O. INTERNI KONTROLA JAKOSTI

Kontrolni vzorky a kalibrator se kontroluji pfi kazdém
pouziti soupravy, aby se oveéfilo, zda jejich hodnoty
méfené s filtrem 450 nm odpovidaji ocekavanym
hodnotam uvedenym nize.

Pokud vysledky testu spliuji vySe uvedené pozadavky,
pokraéujte v praci dle dalSiho textu:

Kontrola Hodnoty

Blank < 0,100 OD450nm

Negativni kontr. | <0,050 prdm. OD450nm po vynulovani
vz. (NC)

Kalibrator S/Co>1

Pozitivni kontr. | > 1,000 OD450nm

vZ.

Pokud nespl Auji

pozadavky, nepokra €ujte v testu a

postupujte nasledovn é:

Problém Zkontrolujte zda
Blank . .
1. Chromogen / substrat nebyl béhem
> 0,100 OD S
rozboru kontaminovan.
450nm
1. promyvani a nastaveni promyvacky
odpovida predpisim
2. byl pouzit spravny promyvaci roztok
a zda byla promyvacka prfe pouzitim
fadné naplnéna;
3. béhem postupu nedoslo k chybé
Negativni (davkovani pozitivniho kontrolniho
kontrolni vzorek vzorku misto negativniho k. vz.)
(NC) 4. nedoslo ke kontaminaci negativniho

> 0,050 OD 450
nm po vynulovani

kontrolniho vzorku nebo jamky
pozitivnimi vzorky nebo enzymatickym
konjugatem prelitim

5. pipety nebyly kontaminovany
pozitivnimi kontrolnimi vzorky nebo
enzymatickym konjugatem

6. jehly promyvacky nejsou UpIné
nebo ¢aste¢né ucpané

Kalibrator
S/Co<1

1. postup byl proveden spravné

2. pfi davkovani nedoslo k chybé
(napf.: zaména za negativni kontr.
Vzorek)

3. promyvani a nastaveni promyvacky
odpovida predpisim

4. nedoslo k vnéjSi kontaminaci
kalibratoru
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1. postup byl proveden spravné

2. pfi davkovani nedoslo k chybé
(napf.: zameéna pozitivniho vzorku za
Pozitivni kontrolni | negativni kontr. VVzorek). VV takovém

vzorek pfipadé bude mit negativni kontr.
< 1,000 Vzorek hodnotu OD450nm > 0,150.
OD450nm 3. promyvani a nastaveni promyvacky

odpovidéa predpisim
4. nedoslo k vnéjsi kontaminaci
pozitivniho kontr. vozku

Pokud by nastaly uvedené problémy, obratte se po
provedeni kontroly na vedouciho pracovnika, aby urcil
dalSi postup.

P. VYPOCET KOEFICIENTU

Vysledky testu se pocitaji pomoci pramérné hodnoty
koeficientu uréeného podle nasledujiciho vzorce:
Koeficient = NC prdmér pfi OD450nm + 0,350

Vypocitand hodnota pro test se pouZzije pro interpretaci
vysledkd podle popisu v nasledujicim odstavci:

Dulezité upozornéni: Pokud se kalkulace provadi pomoci
automatické pracovni stanice ELISA, ujistéte se, Ze pro
vypocet koeficientu je pouZzit spravny vzorec a vygenerujte
spravnou interpretaci.

Q. INTERPRETACE VYSLEDK U

Vysledky testu se interpretuji jako pomeér vzorku méreného
pfi 450 nm a hodnoty koeficientu (neboli S/Co) podle
nasledujici tabulky:

S/Co Interpretace
<0,9 Negativni
09-1,1 Dvojznaény
>1,1 Pozitivni

Negativni vysledek indikuje, Ze pacient nebyl infikovan

HEV, nebo Ze odebrana krev m(ze byt pouZita pro

transflzi.

Kazdy pacient vykazujici dvojznacny vysledek by mél byt

znovu otestovan, vzorek jeho krve méa byt odebran o 1 az

2 tydny pozdéji. Odebrana krev se nesmi pouzit pro

transfazi.

Pozitivni vysledek indikuje infekci HEV a s pacientem by

se mélo podle toho zachazet, odebranou krev je nutno

zlikvidovat

Dulezité poznamky

1. Interpretace vysledkd by mély byt provedena pod
dohledem vedouciho pracovnika zodpovidajiciho za
laborator, aby se snizilo riziko chybnych zavérd nebo
interpretaci

2. VSechny pozitivni vysledky by mély byt potvrzeny
alternativni metodou schopnou detekovat protilatky
IgG a IgM (konfirmacni test) drive, nez bude vyslovena
diagndza vorové hepatitidy

3. Pokud je rozbor schopny detekovat také protilatky IgM
mohou se u jinych komercnich vyrobkd pro detekci
protilatek proti HEV objevit odliSné vysledky. Skute¢na
pozitivita vzorku na pfitomnost protilatek proti HEV by
pak méla byt potvrzena testovanim reaktivity IgM,
ktera je pro diagndzu infekce HEV ddlezita.

4. Pii prenosu dat z laboratore do informacniho centra je
tfeba zabranit chybnému prenosu dat.

5. Diagn6za infekce virovou hepatitidou musi byt
pacientovy sdélena pouze kvalifikovanym lékasem.

PFiklad vypoctu:

Nasledujici data se nesmi pouZivat misto skute¢né
namérenych hodnot.

Negativni kontrolni vzorek: 0,019 - 0,020 - 0,021
OD 450 nm

Prdmérna hodnota: 0,020 OD 450nm

Mensi nez 0,050 — Schvaleno

Pozitivni kontrolni vzorek: 2,189 OD 450nm
Vy§§i nez 1,000 — Schvaleno

Koeficient = 0,020+0,350 = 0,370
Kalibrator: 0,550 — 0,530 OD 450nm
Primérna hodnota: 0,540 OD 450nm S/Co = 1,4
S/Co vysSi nez 1,0 — Schvaleno

Vzorek 1: 0.070 OD450nm

Vzorek 2: 1.690 OD450nm

Vzorek 1 S/Co < 0.9 = negativni

Vzorek 2 S/Co > 1.1 = pozitivni

R. UCINNOST

Vyhodnoceni G¢innosti bylo provedeno na negativnich
a pozitivnich vzorcich v externim klinickém stfedisku
s referen¢ni soupravou schvalenou FDA.

1. LIMITY DETEKCE

Limity detekce analyzy byly vypocitany promoci referenéni
reagencie pro protilatky proti HEV, 1. WHO NIBSC kaéd
95/584. Tento preparat byl detekovan s koeficientem pfi
pétinasobném rozfedéni v negativnim kontrolnim vzorku

2. DIAGNOSTICKA P RESNOST A CITLIVOST
Tento parametr byl kontrolovan na vice nez 700 vzorcich.

2.1 Diagnostickéa specificita:

Diagnosticka specificita je definovana jako pravdépodob-
nost, Ze analyza vykaze negativni vysledky pfi absenci
specifického analytu. Bylo testovano celkem vice nez 500
nevybiranych darcti a HEV negativnich hospitalizovanych
pacientd vEetné darcu, ktefi darovali krev poprveé.

Diagnosticka presnost byla posuzovana v porovnani se
soupravou schvélenou FDA USA. Byla zjiSténa presnost
vy§§i nez 99%. Navic byla diagnosticka presnost
posuzovana testovanim vice nez 50 potencialné ruSivych
vzorkd (jiné infekéni choroby, pozitivni na pfitomnost
protilatek proti E. coli, pacienti postiZzeni nevirovymi
jaternimi chorobami, pacienti na dialyze, t€hotné zeny,
hemolizované vzorky, lipemické vzorky atd.)

Byla zjisténa 100% presnost.

Nebyla zjiSténa Z7adna faleSna reaktivita zplUsobena
pfipravou vzorkd. Pro uréeni presnosti byla pouzita jak
plasma, ziskana riznymi standardnimi metodami pfipravy
(citrat, EDTA a heparin), tak sérum.

Kvili kontrole interference metodou odbéru a skladovani
byly také testovany zmrazené vzorky.

Nebyla pozorovana zadna interference.

2.2 Diagnosticka citlivost

Diagnosticka citlivost je definovana jako pravdépodobnost,
Ze analyzy vykadze pozitivni vysledky za pFitomnosti
specifického analytu.

Citlivost byla posuzovana externé | interné na celkovém
poctu 200 pozitivnich vzorkd. Byla zjiSténa 100% citlivost.

3. PRESNOST:

Pfesnost byla vypocitina na dvou vzorcich, jednom
negativnim a jednom malo pozitivnim. Byla prezkouSena
na 16 replikatech ve tfech oddélenych testech. Hodnoty
CV se pohybovaly mezi 5 — 10 %, v zavislosti na
hodnotach OD450nm. Shledané variabilita se neodrazila
na chybné klasifikaci vzorku.

S. LIMITY

Opakované faleSné pozitivni vysledky byly zjiStény u méné
nez 1 % normalni populace.

Bylo zjisténo, Ze zmrazené vzorky obsahujici po
rozmrazeni c¢astice fibrinu nebo shluky nékdy vykazuji
faleSné vysledky.
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