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HAV IgM

POUZITI

Enzymaticky imunologicky test (ELISA) pro stanoveni

obsahu protilatek IgM proti viru hepatitidy A v knai
plazn a krevnim séru systémem "IgM capture.”
Pouze pro pouzitiip vitro“.

CHARAKTERISTIKA
Virus hepatitidy A (neboli HAV) je neopouzehy
ikosaedricky (dvacetishny) RNA virus s linearnim

jednoviaknovym genomem, kddovany pouze pro jediny, g 104

znamy serotyp.

HAV ma c¢tyfi hlavni strukturni polypeptidy a je
lokalizovan pouze v cytoplaziidskych hepatocyit
Cesta infekce jefpvazié oralrs-fekalni, a ma inkukani
dobu 2 az 7 tydin béhem niz niZze byt HAV detekovan
ve stolici.

Negativni kontrolni vzorek: CONTROL

1x2 ml. Ripraveno k pimému pouziti. Obsahuje kozi
sérové proteiny; 10 mM citratovy pufr o pH 6.0+1-0.
0.1% Tween 20; 0.09 % azid sodny a 0.1% Kathon GC
jako konzervans. Negativni kontrola je bezbarva.

(™ "
Pozitivni kontrolni vzorek: CONTROL +

1x2 ml. Ripraveno k pimému pouziti. Obsahuje anti
HAV IgM kozich sérovych protein 10 mM citratovy
pufr o pH 6.0+/-0.1; 0.1% Tween 20; 0.09 % azidrgod
Kathon GC jako konzervans.

Pozitivni kontrola je ozn@na zelenou barvou.

i
Kalibréator : CAL ..
Obsahuje anti HAV IgM, 2% BSA, 10 mM citratovy
pufr o pH 6.0+/-0.1; 0.09 % azid sodny a 0.1% Katho

Infekce HAV nezjsobuje Zadné chronicke hepatitidy G¢ jako konzervans.

a komplikace jsouizdkavé.

Tato infekce stimuluje u pacienta silnou imunoldgia
odpowd nejprve se zvySenou koncentraci IgM, pijizd
pak koncentraci IgG, jeZ@trvava mnoho let po infekci.
Stanoveni hladin IgG a IgM iWie pomoci rozpoznat
infekéni povahu onemoeéni, klasifikaci viru, ktery
infekci zpisobuje a také fazi infékiho cyklu.

PRINCIP EIA TESTU

Tento test je zaloZen na principu "capture", tyamani
IgM protilatek ze vzorku na pevnou fazi nanesenau
sttny jamky mikrotitr&ni  desttky  potazené
protilatkami anti-higM.

Po promyti vSech ostatnich komponent vzorku
zejména protilatek 1gG, se specificky IgM zachycemay
pevné fazi detekuje fmanim purifikovaného
deaktivovaného HAV, zr@ného peroxidazou (HRP)
konjugovanou s protilatkou.

Po inkubaci se jamky promyji, aby se odstranily, ;s

nenavazany konjugat, a poté seéidad chromogen/
substrat.

Bezbarvy substrat se zatigpmnosti peroxidazy
hydrolyzuje na zabarveny kotrey produkt, jehoz
optickd hustota je #fitelna a je pimo Unérnd mnozstvi
protilatek vytvdenych proti HAV.

OBSAH SOUPRAVY
Kazda souprava obsahuje mnoZzstvi reageottaujici
na provedeni 96 tast

Mikrotitra &ni destitka: IMICROPLATE]

12 stripi s 8 jamkami pokrytymi anti-lidskou IgM
protilatkou zatavenych v ochrannénglea s vysouSecim
prostedkem. Ped otevenim séku nechejte
mikrotitracni destéku dosahnout pokojové teploty.
Nepouzité stripy off pevré uzavete do s&u a

skladujte pi teplog 2-8 °C.

n

Poznamka: Objem nezbytny k rozpuét obsahu
lahvicky se nize liSit u jednotlivych Sarzi. Prosim
pouzijte objem uvedeny na etiket

Koncentrat promyvaciho pufru: M’Q‘SHBUF QDXI
1x60 ml. 20ti nasobny koncentrat, ktery séed
pouzitimtedi destilovanou vodou. Slozeni: 10 mM PBS
0 pH 7.0+/-0.2; 0.05% Tween 20 a 0.05% Kathon GC.

Enzymaticky konjugat:

1x0,8 ml. 20x koncentrovany. Obsahuje s peroxidazou

A;onjugované protilatky specifické pro HAV, 10 mM
ris pufr o pH 6.8+/-0.1, 2% BSA, 0.02% gentamycin

sulfatu a 0.1% Kathon GC.

Antigeny HAV:

Ripraveno Kk pimému pouziti. Obsahuje

inaktivované a stabilizované HAV, 10 mM Tris pufr o
pH 6.8+/-0.1, 2% BSA, 0.02% gentamycin sulfatu
a 0.1% Kathon GC.

Konjugat je ozn&ncervenou barvou.

Roztok nafedni vzorkii: DILSPE

2x60ml. Obsahuje proteinovy pufr piedsni vzorkd,
10 mM Tris pufr o pH 6.0+/-0.1, 0.1% Tween 20, @99
azid sodny a 0.1% Kathon GC.

Roztok je ozn&n modrou barvou.

Chromogen: 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 @a,).
Poznamka: Skladujte v temnu.
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Stop roztok: Biosafety Level 2, jak dopotuje text Centers for
1x15ml, lahvéka obsahuje 0.3 M roztok kyseliny sirové Disease Control/U.S. Institutes of Health publicati
H,SQ,. Pozor: Zabraite kontaktu sdima a pokozkou. “Biosafety in  Microbiological and Biomedical

Drézdiva latka - Xi R36/38, S2/26/30. Laboratories”, 1984.
12. Doporwujeme pouzivat jednorazové plastové
Kryci félie na mikrotitra éni destiéku. nadoby pro fpravu tekutych komponent nebo pro
pienos do automatizovaného pracayiStaby se
Instruk éni manual zabranilo kiZzové kontaminaci.
13. Odpad vznikly Bhem prace se soupravou musi byt
MATERIAL NEDODAVANY V SOUPRAV E likvidovan v souladu s narodnimiigupisy a zakony,
1. Mikropipety a jednorazové Siy. které se tykaji laboratorniho odpadu — chemickych a
2. Redestilované voda. biologickych substanci. Zejména tekuty odpad vznikl
3. Stopky s rozsahem 60 a vice minut. pii promyvani, ktery obsahuje zbytky kontrolnich
4. Savy papir. roztoki a vzorki, ma byt oSé¢en jako potenciakh
5. Inkubator mikrotitrgnich destiek pro teplotu infekéni material a ped z&azenim do odpadu ma byt
+37°C. inaktivovan. Doporteny postup inaktivace je ofeni
6. ELISA reader s filtry 450 nm a 620-630 nm. 10% chlornanem sodnym nebo tepelna inaktivace
7. Promyvaka mikrotitranich destiek. v autoklavu pi 121°C po dobu 20 minut.
8. Vortex 14. Nahodr rozlity vzorek musi byt odsat papirovym
ubrouskem napuftym desinfeknim ¢inidlem a misto
BEZPECNOSTNI OPATRENI poté omyto vodou. Ubrousek musi byt poté vyhozen do

1. Se soupravou smi pracovat pouze vySkolenyiisluSného kontejnérku &gného pro infedni odpad.
persondl pod dohledem doktora  mediciny,15. Kyselina sirova je drazdiva. \fipads rozliti
zodpowdného za chod labord®(supervizor). omyjte zasazeny povrch velkym mnoZzstvim vody.

2. Persondl provégici vySeteni ma byt oblken 16. S ostatnimi odpadnimi materialy, které vznikiy p
v ochranném laboratornim ®di a v gumovych pouzivani soupravy (n&p jednordzové Spky,
rukavicich a ma mit ochranné bryle. Vyvarujte said  mikrotitratni  desttka) se musi zachazet jako
ostrych pedn®ta (jehel, Ziletek). Personal ma byt s potencidldy infekénim odpadem a &y by byt
proskolen, jako to dopotuje Centrum pro kontrolu zlikvidovany podle narodnich ssmic a zakoa, které se
chorob (Centre for Disease Control) / Narodni tosti tykaji laboratorniho odpadu.

zdravi (U.S. Institutes of Health publication) “Bafety

in Microbiological and Biomedical Laboratories”, 840 PRIPRAVA VZORK U

3. Persondl pracujici se vzorkem ma byt vakcinovarSouprava je wena kvySdbvani vzork lidského
proti HAV a HBV, a to vakcinami, které jsou dostépn krevniho séra nebo plasmy. Vyte se pidavani
bezpe&né a efektivni. konzervénich latek do vzork které by mohly potlat
4. Laboratorni progedi ma byt kontrolovano tak, aby enzymatickou reakci konjugéatu, coz by vedlo k fates
se zabranilo kontaminaci of@nych Ilahwiek a negativnim vysledkm.

mikrotitraéni desttky béhem pouzivani soupravy Vzorky musi byt jash oznaeny kédem nebo jménem,

mikroorganismy Z prachu nebo vzduchu. aby nedoSlo k za#émé. Pokud je souprava pouzivana pro
Chromogen/Substrat nevystavujtisspbeni s#tla. screening krevnich jednotek, velmi dopareme

5. Skladujte soupravu ip 2-8 °C vchladnice ozna&enicarovym kédem a elektronickdéeni kodi.

s kontrolovanou teplotou nebo v chladné mistnosti. Nepouzivejte hemolyzované a hyperlipemické vzorky,

6. Nemichejte reagencie pochazejiciiznych Sarzi. stejre jako vzorky obsahujici rezidua fibrinu nebo jinych
Doporutujeme radji nepouzivat ani reagencie ze stejnévelkych ¢éastic, protoze mohou vést k faleSnym
Sarze, ale pochazejici iznych souprav. vysledikaim.

7. Zkontrolujte, zda jsou vSechny reagendi® a zda Vzorky séra mohou byt uloZzenyipeplot 2—-8°C az po
neobsahuji viditeIn€astice nebo shluky. Pokud tomu dobu gti dni od odtru. V piipact delSiho skladovani
tak neni, pouzijte k vySini novou soupravu. je uchovéavejte zmrazenétipteplo& —20°C. Vzorky
8. Zabraite Kizové kontaminaci mezi vzorky opakova® nezmrazujte a nerozmrazujte nébtakto
pouzivanim jednorazovych gpk a jejich vyménou po  oSetené vzorky mohou poskytovat faleSné vysledky.
pipetovani kazdého vzorku. Pokud jsou fitomny ¢astice, odsed'te vzorek pi 2000

9. Zabraite KiZové kontaminaci mezi reagenciemi RPM po dobu 20 minut nebo jej filtrujte pouZzitinitrfi
pouzivanim jednorazovych $pk a jejich vyndnou po  0.2-0.8u aZ do vyisteni vzorku.

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

reagenty soupravy &y byt provagny podle pedpisu
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PRIPRAVA REAGENCII A UPOZORN ENI v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovych
1. Mikrotitra éni destiéka: nadobach.

Nechejte mikrotitrani destéku vytemperovat na 10. Stop roztok:

pokojovou teplotu (asi 1 hodinu¥qd otewenim séku.  Pripraven k pimému pouZiti. Red pouZitim opatmh
Zkontrolujte vysouSedlo, jestli neni zbarveno tghav promichejte na vortexu.

zeler¥, coz sedéi o defektu pi skladovéni. V takovém Varovani: Drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30)

piipack zkontaktujte zdkaznicky servis firmy Dia.Pro.  Legenda: R36/38 = drazdéia pokozku.

Nepouzité stripy musi byt vracenyé&mdo hlinikového S 2/26/30 = v fipak kontaktu s o6ima, okamzi
s&ku spolu svysouSedlem, pevnuzaveny a vyplachréte velkym mnozstvim vody a vyhledejte
skladovany @i 2 az 8°C. Zbytek stripje stabilni az do Iékare.

doby exspirace, pokud indikator vihkosti obsazemy v

vysousedle nezémi barvu ze Zluté do zelena. PRISTROJE A ZARIZENIi POUZIVANE P RI
2. Negativni kontrola: ZPRACOVANI SOUPRAVY

Pripravena k pimému pouziti. Bed pouzitim doie 1. Mikropipety musi byt kalibrovany pro igsné
promichejte na vortexu. davkovani roztok, dale musi dekontaminovatelné
3. Pozitivni kontrola: alkoholem, 10% NaOH nebo&mymi nemocrinimi

Pripravena k pimému pouziti. Bed pouzitim dofe  desinfeknimi prostedky, po pipadné kontaminaci
promichejte na vortexu. S touto komponentou zagtédze infekénim vzorkem. Jejich #iesnost musi byt 1%

jako s potenciak infekéni, i kdyz byl HAV s odchylkou max. +/-2%.

potencionaly pritomny v kontrole chemicky 2. Inkubator ELISA destiek musi byt nastaven na
inaktivovany. +37°C (tolerance +/-0.8C a musi byt osfena spravnost
4. Kalibrator: teploty. Mize byt pouzit jak suchy tak i vihky typ

Pridejte objem redestilované vody uvedené na etiketinkubatoru ukeny pro ELISA mikrodestky.

kalibratoru, aby se lyofilizovany prasek zcela nagtil a 3. Kvalitni ELISA promyva&ka je vysoce dlezitym
poté jemg promichejte na vortexu. Roztok neni stabilni.prvkem pro pesnost analyzy. Promy&ea musi byt
Skladujte zmrazeny kalibratoiip20 °C. validovdna a optimalizovanaigd rutinnim pouzitim
5. Promyvaci roztok: v laboratdi. Obvykle 4-5 cykh (odsati — dispenze 350
Koncentrat musi byt #ed pouZitim Pedn 20x pl promyvaciho roztoku = 1 cyklus) je dostaté pro
redestilovanou vodou. Jednou ifedny promyvaci promyti. Je dopoien naméeci ¢as 20-30 sec. mezi
roztok je stabilni 1 tydenip2 az 8°C. B ptipraw se cykly. Pro fesné nastaveni pim cykli je doporgeno
vyhrgte pEnéni, pitomnost bublin by mohla vést ke provést analyzu negativnich a pozitivnich kontrol a

Spatnému &inku promyvani. nékolika definovanych vzork se znamou pozitivitou,
Pozn.: Jednou n#edny promyvaci roztok je stabilni 1 tak aby vysledky odpovidaly poZaddivik popsanym
tyden gi 2 az 8°C. v kapitole o validaci testu. U promytky je poteba
6. Enzymaticky konjugat: provadt pravidelnou dekontaminaci a validaci podle

Tésre pred jeho pouzitim riadte potebné mnoZstvi poZzadavk vyrobce a pedpisi SLP.

konjugatu 20x nalezitym mnozstvim HAV antigenu, 4. Tolerance pro inkulimi ¢asy je +/-5%.

poté pelivé promichejte na vortexu. 5. ELISA reader musi byt vybaven filtrem 450 nm,
7. HAV antigen: idealrg i filtrem 620 nebo 630 nmBLANK). Musi
Pripraveno k pimému pouziti. Red pouZitim dote  sphiovat nasledujici technické parametry: linearita
promichejte na vortexu. Obsahuje inaktivované absorbance musi byt vy33i nebo rovna 2 ABS, nastave
stabilizované HAV. vinovych délek mensi nebo rovno 10 nn&iti rozsah
6+7. HAV antigen/protilatka komplex: nejmér 0.0 — 2.0 ABS, rozptyl steni pod 1%. Opticky
Asi 5-10 minut ped pouZitim, roedit 20x systém readeru musi byt kalibrovan a validovan na
koncentrovany enzymaticky konjugat ve spravnémspravnost réeni dané vinové délky, reader musi byt
mnoZstvi s antigenem HAV. PoferEni dolfe  udrzovan dle poZadatk/yrobce a SLP.

promichejte na vortexu. 6. Pokud pouzivate ELISA automat, musite sp#&vn
Priklad: Chcete-li udlat 2 stripy, ¥edte 100 ul nastavit vSechny kritické kroky (dispense, inkubhace
enzymatického konjugéatu s 2 ml antigenu HAV. promyti, ¢teni, zpracovani dat). Stanice musi byt
8. Roztok naredéni vzorkii: udrzovdana a validovana odbornym servisem dle
Pripraveno k pimému pouziti. Red pouZitim dofe  pozadavik vyrobce a SLP. Dopotujeme nastavit
promichejte na vortexu. protokol a validovat jej na souboru kontrol a vZode
9. Substrat: znamou pozitivitou. Je pitba také fedchazet

Pripraven k pimému pouZziti. Bed pouZitim dote  moZnostem #zové kontaminace ip opakované
promichejte na vortexu. Hite opatrni, nekontaminujte dispenzaci jehlou automatu. Pouzivani ELISA autemat
tekutinu oxid&nimi cinidly, vzduSnym prachem nebo je dopor@eno, pokud p&et vzorki v jednom Bhu je
mikroorganismy. Nevystavujte silnému  ¢Heni, nejmér 30.

oxidainim ¢inidlim a kovovym povrcéim. Pokud je

tato reagencie ipnaSena, pak taprendSena pouze
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7. Dia.Pro zakaznicky servis nabizi uzivaral Dia.Pro  Poznamka: stripy zakryvejtefiflpzenou folii pouze /
ELISA souprav nastaveni protokah jejich optimalizaci manudlnim zpracovéani. Pokud pracujete na analyzétor

na Sirokou Skalu ELISA automat stripy, nezakryvejte.

5. Promyjte na automatické promyee pomoci
PRIPRAVA NA ZPRACOVANI SOUPRAVY promyvaciho roztoku, jak bylo popsano vy3e.
1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy uvedené na. Pridejte 100ul HAV antigen/protilatka komplexu
obalu. NepouZivejte exspirované soupravy. do kaZzdé jamky svyjimkou Al a fifryjte folii.

2. Zkontrolujte, zda nejsou tekuté komponentyZkontrolujte, zda jsou vSechny jamky zbarvemyvers,
soupravy kontaminovany viditelnymgasticemi nebo  kromg jamky Al.

srazeninami. 7. Inkubujte destiku 60 minut p¥i +37°C

3. Zkontrolujte, zda Chromogen je bezbarvy nebo8. Promyjte destiku stejré jako v bod 5.

swtle modry nasatim malého mnoZstvi sterilni9. Pridejte 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky,
plastovou pipetou. véetns jamky Al. Inkubujte mikrotitréni destéku p#i

4. Zkontrolujte, zda fi prevozu nedoSlo krozbiti pokojové teplo& (18-24°C) po dobu 20 minut.

n¢jaké lahveky a zda neni uvritkrabicky vylita Zadna DilezitA poznamka: Nevystavujte desku silnému

tekutina. swtlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.

5. Zkontrolujte, zda hlinikovy obal mikrotittai  10.Pipetujte 100pl Stop roztoku do kazdé jamky ve
destEky neni poruseny. stejném sledu jako wipdchozich bodech. ri@ani
6. Nared't¢ si potebny objem koncentratu promyvaciho kyseliny zngni barvu pozitivni kontroly a pozitivnich
roztoku, jak je popsano vyse. vzorkii z modré do Zluta.

7. Ponechte vSechny ostatni komponenty soupravyl.Zmgite intenzitu zabarveni roztbkjamek ELISA
vytemperovat na pokojovou teplotu (asi jednu hoplmu readerem 450 nm pro odéet pozadi i fi 620-630
pak jemi promixujte na vortexu vSechny tekuté nm. Jamku Al pouZijte jako BLANK.

reagencie.

8. Nastavte ELISA inkubator na +37°C diggavte Dglezita poznamka:

ELISA promyvaku naplnim ndedtnym promyvacim 1. Pokud neméte k dispozici druhy filtr, ujist se, Ze
roztokem podle pokyhnvyrobce. Nastavte spravny@®  se na spodni strahmikrotitracnich jamek nenachéazi
promyvacich cykl pro jeji pouZiti s touto soupravou.  74dné otisky prét pred m¥enim @i 450 nm. Otisky
9. Zkontrolujte, zda je zapnuty ELISA reader anebo senizou zgsobit faleSe pozitivni vysledkyp cteni.
ujisttte, Ze bude zapnut minimé&n20 min ged 2. Mereni musi byt provedeno hned péddani Stop
métenim. dinidla, nejpozdji do 20 min po jeho fdani.
10.Pokud pouzivate automat, z&pm ho, zkontrolujte Samooxidace chromogenusfe zgsobit siiné pozadi.
nastaveni a ujiste se, Zze pouzivate spravny protokol.

11.Zkontrolujte, zda jsou mikropipety nastaveny nasSCHEMA POSTUPU

pozadovany objem.

12.Zkontrolujte, zda je vSechno ostatni vybaveni [kontrolni vzorky a vzorky od 100 pl

k dispozici a pipraveno k pouZiti. pacienta #diné v pondru

13.V ptipadt n¢jakych probléni, nepokréujte dale se 1:101

zpracovanim testu a pafte se s Vasim supervisorem. 1. inkubace 60 min
) ) teplota +37°C

VLASTNI ANALYZA promyti 4-5 cykh

Analyza musi byt provedena podle nize popsaného immunokomplex 100 pl

postupu. Zarite se zejména na dodrzeni stejné doby > inkubace 60 min

inkubace pro vSechny vy$etané vzorky. teplota +37°C

1. Prediedte vzorky 1:101 (p 1000 pl fediciho promyti 4-5 cykii

roz_tokq a}lOpI vz?rku_. Negativnl' a po;itivni konvt_rc,>lu smEs TMB a H202 100 il
ani kalibrator n#&d'te, jsou pipraveny @imo k pouZiti.

. PN . 3. inkubace 20 min
Pe&ilivé promichejte vSechny reagencie na vortexu. —
M S 7 ; . teplota pokojova

2. Pozadovany pget stripi umistte do rameéku.
Prvni jamku Al ponechejte prazdnou pro slepy test Stop roztok 100 pl
hustota filtru 450 nm

(BLANK).

3. Davkujte 100 pl negativni kontroly v triplikatu,
100 pl pozitivni kontroly do jedné jamky, 100 pl
kalibratoru v duplikdtu a pak 100ul rguiedinych
vzorki do jednotlivych jamek a @ite, Ze vzorky ve
vSech jamkéach jsou megl zbarveny.

4. Inkubujte destiku 60 minut p¥i +37°C.
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Ptiklad umisgni jednotlivych jamek: 1. zda byl dodrzen pracovni postup
T J2]3]a[5]6 78 9 w0[11]12 2. zda nebyla udana chyba f
A |BLK[S2 pipetovani pozitivni kontroly
B [ NC [S3 Pozitivni napipetovani negativni kontroly misto
C | NC |54 S
5T e T kontrola pozitivni)
E [CAL [ S8 OD < 0.500 | 3. zda promyvaci postup a nastaverii
F [cAL[s7 promyvaky je v padadku
ﬁ gC 52 4. zda nedoslo k externi kontaminagi
1[s o
Legenda: BLK = Blank MNC = Negative Conitrol pOZ|t|Vn| kontrOIy'
CAL = Calibrator PC = Positive Confro S = Sample
.y VYSLEDKY
VNIT RNI KONTROLA KVALITY Vysledky se vypditaji pomoci cut-off koeficientu (Co),

Kontrola validity soupravy je zafidvana pouZitim ytery vypasitate pomoci nasledujiciho vzorce:
kontrol pi kazdém testu. Souprava je validni, dosahnou-

li kontroly nasledujicich hodnot: Cut-Off = NC + 0,250
kontrola hustota 450 nm
jamka pro slepy | < 0,050 OD 450 nm INTERPRETACE VYSLEDK U
test (BLANK) Vysledky se interpretuji jako pamvzorku OD 450 nm
negativni < 0,150 OD 450 nm po vynulovani (S) a hodnoty cut-off koeficientu (Co) - S/Co padl
kontrola (NC) nasledujici tabulky:
kalibrator S/Co>1
pozitivni > 0,500 OD 450 nm S/Co Interpretace
kontrola (PC) <0.8 Negativni
0.8-1.2 Hrardini
Pokud vysledky testu dosahnou vySe uvedenych hpdnot >1.2 Pozitivni
postupte k dalSimu odstavci. Pokud ne, nepalta
dale a provéte nasledujici kontrolu: Negativni vysledek znamena, 7e pacient ma
nedetekovatelnou reaktivituig viru HAV.

Problém Zkontrolujte U pacienta s dubiéznim vysledkem musi byt znovu
Blank 1. zda nedoslo ke kontaminaci roztoku vySeten vzorek krve odebrany za 1-2 tydny.
OD > 0.050 substratu Bhem testu Pozitivni vysledek stdéi o infekci virem HAV a

1. zda promyvaci postup a nastavenli  pacient by ral byt okamzit lécen.
promyvaky je v pdadku
2. zda byl pouZit spravny promyvaci P¥iklad vypoé¢tu je uveden nize:
roztok a zda jim byla promy¢ka

naplréna gred pouzitim Dilezita poznamkaNasledujici data nesmi byt pouzita
Negativni 3. zgla neb,ylf,;\ uglana chyb.a}ﬁ ] namisto skutychcisel ziskanych uzivatelem.
kontrola plpetovam,kontrol (ppz@vm _
OD > 0150 kontroly nvnsto negatlvn!) _ Negativni kontrola OD: 0.050 - 0.060 — 0.070
0o bIanI;ovéni 4. zda ngdoslo ke k_ontammam NC OD450nm
nebo jamek do nichZ byla NC Pramér OD450nm: 0.060
napipetovana pozitivnim vzorkem Validace: nizsi nez 0.150 — akceptovano
nebo ke kontaminaci konjugatu
5. zda nebyly kontaminovéany Pozitivni kontrola OD: 2.189
mikropipety pozitivnim vzorkem Validace: vy3Si nez 0.500 — akceptovano
nebo konjugatem
6. zda nejsou jednotlivé jehly Cut-off = 0.060+0.250=0.310

promyvaky ¢asté&né ucpany
1. zda byl dodrzen pracovni postup Kalibrator OD450nm: 0.550 - 0.530

2. zda nebyla uglana chyba Pramér OD450nm: 0.540 S/ICo=1,7
pipetovani kalibratoru S/Co vySSi nez 1.0 — akceptovano
Kalibrator 3.zda promyvaci postup a nastaveni
S/Co < 1 promyvaky je v padadku Vzorek 1: 0.070 OD450nm
4. zda nebyly kontaminovany Vzorek 2: 1.690 OD450nm
mikropipety pozitivhim vzorkem Vzorek 1 S/Co < 0,8 = negativni

Vzorek 2 S/Co > 1,2 = pozitivni
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Dilezité poznamky: LITERATURA
1. Interpretace vysledk musi byt provedena pod 1.DienstagJ.L.. “Hepatitis A Virus : identificei,

4 Ior i characterization and epidemiologic investigatiofsbgress in
dozorem zodpasdné osoby, aby se sniZilo riziko liver desease VI, Popper E.. Schaffner F. (edsB4&370.

chybného asudku. o . _ New York, Gruner and Stratton, 1979.
2. V8echny pozitivni vysledky musi byt konfirmovany 2. buermeyer W., Van der Veen J., Koster B. “ELIBA

alternativni (konfirmani test) pedtim nez je vifena  Hepatitis A”. Lancet. I.: 823-824, 1978 _
diagnoza virové hepatitidy 3. Parry J.V., (1981) “Hepatitis A infection: guiihes for the
.. PP ! . development of satisfactory assays for laboratagrbsis”.
3. Pii vydavani vysledk z |a,-b0rat®e, je teba ¥novat  Tpe |nstitute of Medical Laboratory Sciences, 38-311.
velkou pozornost zabréni chybného fenosu dat. 4. Lindberg J., Frosner G., Hansson B.G. et al.

4. Diagnéza infekce virem HAV musi byt pacientovi “Serologic markers of hepatitis A and B in chroagtive

sdlena pouze kvalifikovanym [ékam. gggatigsm Scandinavian Journal of Gastroenteld@:525-

5. Barbara J.A., Howell D.R., Briggs M., Parry J.XPost

transfusion hepatitis A”. Lancet (1982), 1-738.
PARAMETRY 6. Zachoval R., Dienstag J.L., Purcell R.H. “Tdstshepatitis
1. Diagnosticka sensitivita A virus antigen and antibody” in “Hepatitis A”. Gay R.J. (Ed),

Citlivost testu byla stanovena na panelu pozitikinic PP 33-46, Orlando, Academic Press, Inc. 1984
vzorki a porovnanim s vysledky soupravy schvéalené

organizaci FDA.

Pozitivni vzorky byly shromazay od pacient s akutni

infekci HAV potvrzenou klinickymi fiznaky a

analyzou.

Byla zjiS€na 100% citlivost fi celkovém pétu vice nez

100 vzork.
Vysledky byly poskytnuty sptaosti Boston Biomedica

Inc. USA. Tento vyrobek byl vyroben firmou Dia. Pro s.r.l.

pod dohledem Zizenym systémentizeni jakosti
a prostiedi, ktery spliuje pozadavky norem
EN 1SO 13485, a ktery byl certifikovan
pod registraénim ¢islem 0318

2. Diagnosticka specificita

Je definovana jako praspodobnost, Zze vzorky
s absenci analytu budou vyhodnoceny jako negativni.
Pro stanoveni igsnosti byla pouzita jak plazmal

piipravend iznymi standardnimi technikami, tak sérum.
Nebyly zjiSeny Zz&adné zkzené reaktivity. Bylo
vySeteno vice nez 500 neselektovanych déacHAV

negativnich hospitalizovanych pacigéntDiagnosticka
specificita byla stanovenai# soupra¥¢ homologované
FDA. Byla zjiS€na specificita vy33i nez 98%.

Nebyla pozorovana ani faleSna reaktivitaisgbena

Vyrabi
Dia.Pro. Diagnostic Bioprobes Srl.
via Columella n° 31 — Milano - Italy

riznou metodou idpravy vzork plasmy fiznymi [POC: [ INSAVM.CE | Verze:1 | 06/2006
standardizovanymi postupy fipravy (citrat, EDTA,
heparin) a séra.

Distributor:

3. Presnost:
Byla vypaitana pomoci dvou vzotk jednoho LABOSERVSs.r.o.

pozitivniho a jednoho negativniho, vyietych v 16 Hudcova 532/78b, 612 00 Brno
replikatech ve iech samostatnych analyzach. Byly T€l: 541243 113, fax: 541 243 114
zjistény hodnoty CV v rozmezi 7-15%jfipOD450nm, ©-mail: laboserv@laboserv.cz

které nevedly ke zémé klasifikace vzorku.

OMEZENI

Opakovag falesr¢ pozitivni vysledky byly pozorovany
u vzorki svysokym titrem RF i ies gitomnost
neutraliz&niho ¢inidla. Nekolikrat zmrazované vzorky
obsahujici fibrinovégastice nebo shluky mohou po
rozmrazeni davat falesné vysledky.



