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3. Pozitivni kontrolni vzorek:
1x2.0ml. Ripraveno k pimému pouziti. Slozeni: lidské
IgG protilatky proti HEV, 1% kozich sérovych protgj
A. POUZITI 10mM citratovy pufr o pH 6.0+/-0.1; 0.5% Tween 20;
Treti generace ELISA testu pro kvalitativni detelg®l  0.09 % azid sodny a 0.1% Kathon GC jako konzervans.
protilatek proti viru hepatitidy E v lidské krevplaznm&  Pozitivni kontrola je kédovana tmazelenou barvou.
nebo séru. Soupravaide byt pouZita pro screening 4. Kalibrator
krevnich konzerv a ke sledovani HEV infikovanych1 lahvicka. Lyofilizat je poteba ped pouZzitim rozpustit

pacient. Pouze pro pouzitii vitro“. v redestilované vad dle Gdaji na nalepce lahtky.
Slozeni: proteiny fetalniho bovinniho séra, lidsg&
B. UVOD protilatky proti HEV, jejich koncentrace je kalibrna

Virus hepatitidy typu E (HEV) je popséan jakévyodce podle NIBSC kodu 95/584 na hodnotu 4 +/-10% U ml,
hepatitidy E, kter4 jefpnosna orofekalni cestou. Jednd10mM citratovy pufr o pH 6.0+/-0.1; 0.3 mg/ml
se 0 neobaleny virus s jednovlaknitou RNA strukivfa gentamycin sulfatu a 0.1% Kathon GC jako konzervans
podobny Caliciviim, ktery je nachazen ve stolici Poznamka:objem pro naedéni lyofilizatu je prordnny
infikovanych pacierit. HEV je vaZnym problémem s riznou vyrobni Sarzi. PouZivejte vZidy objem uvedeny
hlavre v rozvojovych zemich a poprvé byla popséanana nalepce lahvky.

v roce 1955 v New Delphi v Indii. Hepatitida E n#en 5. Koncentrat promyvaciho pufru:

nikdy spojitost s chronickou infekci; k vysokému 1x60ml. 20ti nAsobny koncentréat, ktery sedpouzitim
procentu smrtelnych ffpadi dochéazi zejména u ftedi destilovanou vodou. SloZeni: 10mM PBS o pH
t¢hotnych zen. Klonovani a sekvenovani genomu viry.0+/-0.2; 0.05% Tween 20 a 0.1% Kathon GC.

HEV vedlo kvyvoji serologickych test urenych 6. Enzymaticky konjugat

k detekci protilatek proti HEV. 1x16ml. Ripraveno kpimému pouziti. SloZeni:
Tyto testy jsou zaloZzeny na  syntetickych polyklonalni protilatky proti lidskému IgG konjugamé
imunodominantnich  antigenech  odvozenych  ods kenovou peroxidazou; 5% BSA, 10 mM Tris pufr o

nenennych regiofi viru. pH 6.8+/-0.1; 0.02% gentamycin sulfatu
a 0.1% Kathon GC. Konjugéat je kddovéarvers.
C. PRINCIP TESTU 7. Chromogen/Substrat:

Jamky mikrotitr&ni destéky jsou potaZzeny specifickym 1x16ml. Ripraven kpimému pouziti. Lahvka
syntetickym antigenem HEV ziskanym z imuno-obsahuje: 50 mM citrat-fosfatovy pufr o pH 3.5-348%¢
dominantnich¢asti mexického a burma typu viru. Do DMSO; 0.03% tetramethylbenzidin (TMB) a 0.02%
jamek je nejprve ifidan redsny vzorek. 1gG protilatky peroxidu vodiku (HO,). Poznamka: Skladujte v temnu.
proti HEV, jsou-li obsazeny ve vzorku, se speciick 8. Assay pufr

vazi na antigen fixovanym na deésg. Po vymyti, 1x8ml Ripraveno k pimému pouziti. SloZeni: 10mM
nenavazanych komponent, séhém druhé inkubace TRIS pufr, pH 8.0+/-0.1; 0.1% Kathon GC. dgn
detekuji navidzané IgG protilatky proti HEV pomocik oSeteni kontrol, vzork vjamkach mikrodestky,
specifické protilatky proti lidskym IgG, které jsou blokuje interference.

znateny Kenovou peroxidazou. Navazany enzym pakd. Stop roztok:

reaguje se s#si chromogenu/substratu za vzniku 1x15ml, lahvéka obsahuje 0.3 M roztok kyseliny sirové
zbarveni, jehoz intenzita j&iimo Unérna mnozstvi IgG  H,SO,. Pozor: Drazdiva latka - Xi R36/38, S2/26/30.
protilatek proti HEV obsazenych ve vzorku. Pomocil10.Redici roztok vzorki:

hladiny cut-off jsou vzorky rozileny na pozitivni nebo 1x 50 ml. Slozeni: 10mM citratovy pufr o pH 6.0+40

negativni. 05% Tween 20; 0.09% azid sodny a
0.1%% Kathon GC.

D. OBSAH SOUPRAVY 11.Kryci félie na mikrotitra ¢ni destitku.

Souprava obsahuje reagencie v mnozstvi dogd pro 2 ks

provedeni 96 test 12.Navod k pouziti

1. Mikrotitra &ni destitka: E. MATERIAL NEDODAVANY V SOUPRAV K&
12 stripi s 8 jamkami pokrytymi HEV syntetickym 1. Kalibrované mikropipety a jednorazové &pj.
antigenem zatavenych v ochrannéniksds vysousecim 2. Redestilované voda.

prostedkem. Bed otevenim séku nechejte 3. Stopky s rozsahem 60 a vice minut.
mikrotitracni destéku dosahnout pokojové teploty. 4. Savy papir.

NepouZzité stripy off pevre uzadete do s&u a 5. Inkubator mikrotitrénich destiek vhodny pro
skladujte pi teplot 4°C. teplotu +37°C.

2. Negativni kontrolni vzorek: 6. ELISA reader s filtry 450nm a 620-630nm.
1x2ml. Ripraveno k pimému pouZiti. SloZeni: 1% 7. Promyvaka mikrotitrasnich destiek.

kozich sérovych protein 10mM citratovy pufr o pH 8. Vortex.

6.0+/-0.1; 0.5% Tween 20; 0.09 % azid sodny a 0.1%

Kathon GC jako konzervans. Negativni kontrola je

kddovéna olivog-zelenou barvou.
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F. BEZPECNOSTNI UPOZORNENI 15. Nahodr rozlity reagencie nebo vzorek musi byt
1. Se soupravou smi pracovat pouze vySkolenypdséat papirovym ubrouskem nagm$tm desinfeknim
personal pod dohledem  doktora  mediciny,inidlem a misto poté omyto vodou. Ubrousek musi byt
zodpowdného za chod laboram(supervizor). poté vyhozen do kontejneru ¢eného pro infeéni
2. Pokud je souprava pouzivana ke kontrole krevniclodpad.

konzerv a krevnich deriviit musi byt laboratopro tuto  16. Kyselina sirova je drazdiva. Wipads rozliti
¢innost certifikovana narodni autoritou (MZd, NRL..)  omyjte zasaZeny povrch velkym mnoZstvim vody.

3. Personal provagici vySeteni musi byt obken 17. S ostatnimi odpadnimi materidly, které vznikiy p
v ochranném laboratornim ®di, jsou vyzadovany pouzivdni soupravy (n&p jednordzové Spky,
gumové rukavice a ochranné bryle. Vyvarujte se fibuz mikrotitratni desttka) se musi zachazet jako
ostrych pednttd (jehel, Ziletek). Personadl musi byt s potenciald infekénim odpadem a #&y by byt
proskolen, jako to dopotuje Centrum pro kontrolu zlikvidovany podle narodnich smic a zakon, 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”, 80  G. PRIPRAVA VZORK U A DOPORUCENI

4. Personal pracujici se vzorkem ma byt vakcinovarl. Souprava je wena k vySebvani vzork lidského
proti HAV a HBV, a to vakcinami, které jsou bezpé krevniho séra nebo plasmy, ziskanych standardnimi
a efektivni. technikami pipravy pro Kklinické analyzy. Nebyly
5. Kontrolované laboratorni prasdi ma zabranit pozorovany zadné vlivy ip pouziti citratu, EDTA a
kontaminaci otekenych lahwiek a mikrotitr&ni  heparinu pi separaci plasmy.

desttky, béhem pouzivani soupravy, mikroorganismy 2. Vyhnéte se pidavani konzervénich latek do vzonk

z prachu nebo vzduchu. Roztok substratu nevystvuj{zejména azidu sodného), které by mohly gitla

pisobeni intenzivniho stla. enzymatickou reakci konjugatu, coz vede k falesSn
6. Soupravu skladujte ip 2-8 °C vchladnice negativnim vysledkm.
s kontrolovanou teplotou nebo v chladicim boxu. 3. Vzorky musi byt jednozrimé oznaeny kédem nebo

7. Nikdy nemichejte reagencie @znych vyrobnich jménem, aby nedoSlo kjejich zém. Pokud je
Sarzi. Nedoportujeme pouzivat ani reagencie ze stejnésouprava pouzivana pro screening krevnich konzerv
Sarze pochazejici aznych souprav. doporwujeme zna&eni ¢arovym kdédem a elektronické
8. Zkontrolujte, zda jsou vSechny reagentii® a zda c¢teni kdd.

neobsahuji viditeIng&astice nebo shluky. Pokud tomu 4. Nepouzivejte hemolyzované a hyperlipemické
tak neni, pouzijte k vyS&ni novou soupravu. vzorky, steji jako vzorky obsahujici rezidua fibrinu
9. Zabraite kizové kontaminaci mezi vzorky nebo jinych velkych ¢astic, protoze mohou vést
pouzivanim jednorazovych $pk a jejich vyndnou po  k faleSnym vysledim.

pipetovani kazdého vzorku. 5. Vzorky mohou byt skladovanytipteplot 2—-8°C az
10. Zabraite kizové kontaminaci mezi reagenciemi, pét dni od odiru. Pro delSiho skladovani je nutno je
pouzivanim jednoradzovych $pk a jejich vynénou po mrazit @i teplo€ - 20°C. Vzorky opakovan
pipetovani kazdé reagencie. nezmrazujte a nerozmrazujte, nébtakto oSdené
11. Nepouzivejte soupravu po vyprSeni doby exspiracgzorky mohou poskytovat faleSné vysledky.

celé soupravy i jednotlivych lahigk. 6. Pokud jsou fitomny castice, odsedte vzorek pi

12. VSechny vzorky jsou potenci@rinfekéni. Z tohoto 2000 RPM po dobu 20 minut nebo jej filtrujte potrhit
divodu by prace se vS8emi vzorky lidského séra a vSenfiitru 0.2-0.8 aZ do vyisténi vzorku.

reagenty soupravy &y byt provadgny podle pedpisu

Biosafety Level 2, jak dopotuje text Centers for H. PRIPRAVA REAGENCIi A UPOZORN ENI
Disease Control/U.S. Institutes of Health publoati Studie zamsfena na trvanlivost otéené soupravy
“Biosafety in Microbiological and Biomedical neprokazala Zadné relevantni ztraty aktivity u esaij
Laboratories”, 1984. 6x opakovad pouzitych po dobu Sestigsici.

13. Doporwujeme pouzivat jednorazové plastovél. Mikrotitra éni destika:

nadoby pro fipravu reagencii nebo jejich préemos do  Nechejte mikrotitrani destéku vytemperovat na
ELISA automatu, tak aby se zabranilo jejictizkvé  pokojovou teplotu (asi 1 hodinuyeu otevenim séku.
kontaminaci. Zkontrolujte vysouSedlo, jestli neni zbarveno tghav
14. Odpad vznikly Bhem prace se soupravou musi bytzelerg, coZ s¥déi o defektu pi skladovani. V takovém
likvidovan v souladu s narodnimitgrpisy a zakony, pripad zkontaktujte zakaznicky servis firmy Dia.Pro.
které se tykaji laboratorniho odpadu — chemickych &epouzité stripy musi byt vraceny&mplo hlinikového
biologickych substanci. Zejména tekuty odpad vanikl s&ku spolu s vysouSedlem, pevnuzaveny a
pii promyvani, ktery obsahuje zbytky kontrolnich skladovany i 2 az 8°C. Zbytek stripje stabilni az do
roztoki a vzorki, musi byt oSéen jako potenciath doby exspirace, pokud indikator vihkosti obsaZemy v
infekéni material a fed vypusinim do odpadu ma byt vysou3edle nezémi barvu ze Zluté do zelena.
inaktivovan. Doporteny postup inaktivace je o¥ehi 2. Negativni kontrola:

10% chlornanem sodnym nebo tepelnd inaktivac®ripravena k imému pouziti. Fed pouzitim dote
v autoklavu pi 121°C po dobu 20 minut. promichejte na vortexu.
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3. Pozitivni kontrola: 2. Inkubator ELISA destiek musi byt nastaven na
Pripravena k gimému pouziti. Bed pouzitim doke  +37°C (tolerance +/-0.8C a musi byt osfena spravnost
promichejte na vortexu. S touto komponentou zagtgze teploty. Mize byt pouzit jak suchy tak i vihky typ

jako s potenciak infekéni, i kdyz byl HEV inkubatoru u¢eny pro ELISA mikrodestky.

potencionala piitomny v kontrole chemicky 3. Kvalitni ELISA promyvd&ka je vysoce dlezitym
inaktivovany. prvkem pro pesnost analyzy. Promy§ka musi byt
4. Kalibrator: validovdna a optimalizovanaied rutinnim pouzitim

Peilivé rozpustt lyofilizat lahvicky deionizovanou v laboratdi. Obvykle 4-5 cykl (odséati — dispenze 350
vodou v objemu uvedeném na nalepcgedPpouzitim pul promyvaciho roztoku = 1 cyklus) je dostaté pro
dolre protepejte. S touto komponentou zachazejte jak@romyti. Je dopokien naméeci ¢as 20-30 sec. mezi
s potenciald infekeni, i kdyz byl HEV potencionain  cykly. Pro gesné nastaveni pim cykli je doporgeno

pritomny v kontrole chemicky inaktivovany. provést analyzu negativnich a pozitivnich kontrol a
Poznamka: Rozpudny kalibrator neni stabilni, ngkolika definovanych vzork se znamou pozitivitou,
skladujte ho v zamrazenych alikvotech. tak aby vysledky odpovidaly pozad#@vk popsanym
5. Promyvaci roztok: v kapitole o validaci testu. U promytky je poteba

Koncentrat musi byt fpd pouZitim #edin 20x  provadt pravidelnou dekontaminaci a validaci podle
redestilovanou vodou. Cely obsah 20x koncentrovanéhpozadavk vyrobce a pedpisi SLP.

roztoku mizete fedit s 1200 ml redestilované vody. 4. Tolerance pro inkulimi ¢asy je +/-5%.

Jemr promichame feklagnim. Jednou riedny 5. ELISA reader musi byt vybaven filtrem 450 nm,
promyvaci roztok je stabilni 1 tyderfif2 az 8°C. B  idealrg i filtrem 620 nebo 630 nmBLANK). Musi
piipraw se vyhite pEnéni, pfitomnost bublin by mohla sphiovat nasledujici technické parametry: linearita

vést ke Spatnémuiinku promyvani. absorbance musi byt vy$si nebo rovna 2 ABS, nastave
Poznamka: Jednou n#edeny promyvaci roztok je vinovych délek men3i nebo rovno 10 nnéfiti rozsah
stabilni 1 tyden f 2 az 8°C. nejmér 0.0 — 2.0 ABS, rozptyl steni pod 1%. Opticky
6. Konjugat: systém readeru musi byt kalibrovan a validovan na

Pripraven k pimému pouziti. Fed pouzitim dote  spravnost réeni dané vinové délky, reader musi byt
promichejte na vortexu. Bite opatrni, nekontaminujte udrzovan dle poZadatk/yrobce a SLP.

tekutinu oxid&nimi ¢inidly, vzduSnym prachem nebo 6. Pokud pouZivate ELISA automat, musite sp#avn
mikroorganismy. Konjugat fize byt genaSen pouze nastavit v3echny kritické kroky (dispense, inkubace
v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovychpromyti, &éteni, zpracovani dat). Stanice musi byt
nadobach. udrzovana a validovana odbornym servisem dle
7. Substrat: poZzadavk vyrobce a SLP. Dopodujeme nastavit
Pripraven k pimému pouZiti. Red pouzitim doke  protokol a validovat jej na souboru kontrol a vZode
promichejte na vortexu. Bite opatrni, nekontaminujte znamou pozitivitou. Je piba také fedchazet
tekutinu oxid&nimi ¢inidly, vzduSnym prachem nebo moZnostem #Zové kontaminace ip opakované
mikroorganismy. Nevystavujte silnému @&Heni,  dispenzaci jehlou automatu. Pouzivani ELISA automat
oxidanim cinidlim a kovovym povrciim. Pokud je je doporgeno, pokud peet vzorki vjednom khu je
tato reagencie ipnasena, pak taprenaSena pouze nejmér 30.

v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovych7. Dia.Pro zékaznicky servis nabizi uZivatel Dia.Pro

nadobach. ELISA souprav nastaveni protokad jejich optimalizaci

8. Assay diluent na Sirokou Skalu ELISA automat

Pripraveno k pouziti. fed pouzitim péivé protepejte.

9. Stop roztok: L. PRIPRAVA NA ZPRACOVANI SOUPRAVY
Pripraven k gimému pouziti. Red pouzitim opatth 1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy uvedené na
promichejte na vortexu. obalu. Nepouzivejte exspirované soupravy.

Varovani: Drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30) 2. Zkontrolujte, zda nejsou tekuté komponenty
Legenda: R36/38 = drézdétia pokozku. soupravy kontaminovany viditelnyméasticemi nebo

S 2/26/30 = vfipact kontaktu so&ima, okamzi&  sraZeninami. Zkontrolujte, zda roztok Substratu je

vyplachréte velkym mnozstvim vody a vyhledejte bezbarvy nebo stle modry nasatim malého mnoZstvi

lékare. sterilni plastovou pipetou. Zkontrolujte, zda prevozu

10.Redici roztok vzorkii soupravy nedoSlo k rozbitifaké lahvtky a zda neni

Pripraveno k pouziti. fed pouzitim pdivé prottepejte. uvnité krabicky vylitd Zadna tekutina. Zkontrolujte, zda

hlinikovy obal mikrotitr&ni destéky neni poruseny.

|. PRISTROJE A ZARIZENi POUZIVANE P RI 3. Nated'te si potebny objem koncentratu promyvaciho
ZPRACOVANI SOUPRAVY roztoku, jak je popsano vyse.

1. Mikropipety musi byt kalibrovany pro ¥esné 4. Rozpuste lyofilizovany kalibrator, jak je popséano

davkovani roztok, dale musi dekontaminovatelné vyse.

alkoholem, 10% NaOH nebo&nymi nemocninimi 5. Ponechte vSechny ostatni komponenty soupravy

desinfeRnimi prostedky, po pipadné kontaminaci vytemperovat na pokojovou teplotu (asi jednu hogau

infekénim vzorkem. Jejich #@snost musi byt 1% pak jemms promixujte na vortexu v3echny tekuté

s odchylkou max. +/-2%. reagencie.
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6. Nastavte ELISA inkubator na +37°C aigavte 7. Pridejte 10 konjugatu do kazdé jamky
ELISA promyvaku naplEnim naedétnym promyvacim s vyjimkou A1 a pikryjte je folii. Zkontrolujte, zda jsou
roztokem podle pokyinvyrobce. Nastavte spravnydqe  vSechny jamky zbarvenserverg, kroms jamky Al.
promyvacich cyKi pro jeji pouziti s touto soupravou. Poznamka: bwite opatrni, nedotykejte se pipetovaci
7. Zkontrolujte, zda je zapnuty ELISA reader musi bytSpickou s¢n jamek, aby nedos$lo kéikové kontaminaci
zapnut minimalé 20 min ged n&fenim. vzorki.

8. Pokud pouzivate automat, z&pm jej, zkontrolujte 8. Inkubujte destiku 45 minut i +37°C

nastaveni a ujiste se, Ze pouzivate spravny protokol. 9. Promyjte destiku stej& jako v bod 6.

9. Zkontrolujte, zda jsou mikropipety nastaveny nal0. Pridejte 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky,

pozadovany objem. véetrs jamky Al. Inkubujte mikrotitréni destéku pri
10.Zkontrolujte, zda je vSechno ostatni vybavenipokojové teplo® (18-24°C) po dobu 15 minut.
k dispozici a pipraveno k pouZiti. DilezitA poznamka: Nevystavujte degku silnému

11.V ptipadt ngjakych problém, nepokréujte dale se swtlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.
zpracovanim testu a paite se s Vasim supervizorem.  11.Pipetujte 100pl Stop roztoku do kazdé jamky ve
) ) stejném sledu jako v b&dl0. Ridani kyseliny zmini
M. VLASTNI ANALYZA barvu pozitivni kontroly a pozitivnich vzaikz modré
Analyza musi byt provedena podle nize popsaného do Zluta.
postupu. Zaréite se zejména na dodrZeni stejné doby 12.Zmeite intenzitu zabarveni roztbkjamek ELISA
inkubace pro vSechny vysetané vzorky. readerem (kap. 1.5.)ip450 nm pro odéet pozadi i fi
Analyza na automatu: 620-630 nm. Jamku Al pouzijte jako BLANK.
V pripac, Ze test provadite na ELISA automatuDglezité poznamky:
doporwujeme nejdive nasat 20Ql diluentu a pak 1@ 1. Pokud nemate k dispozici druhy filtr, ujist se, Ze
vzorku. Tato sris miZe byt pipetovanaifimo do jamek se na spodni stranmikrotitracni destiky nenachazeji
mikrotitraéni destéky. Pipetovaci jehla musi byt mezi zadné Smouhy. # méeni pi 450 nm mohou otisky
vzorky dolfe omyta, tak aby sei@deSlo kiZové prsti nebo Smouhy Zgobit faleSd pozitivni vysledky.
kontaminaci. 2. Méreni musi byt provedeno co ndjee po gidani
Kontroly a kalibrator nged'te, jsou pipraveny imo k  Stop cinidla, nejpozdji do 20 min. Autooxidace
pouziti. Pipetujte 200ul kontrol a kalibratou do chromogenu, ktera seire objevit zfisobi silné pozadi.
piisluSnych jamek.
Poznamka: vizual zkontrolujte, Ze vzorky byly N. SCHEMA POSTUPU

prededkny a pipetovany do spravnych jamek, |Krok Hodnota
porovnanim zabarveveni roztol jamkéach, vzorky jsou assay diluent 50 pl
tmaw zelené, kontroly olivavzelené. NC, PC, CAL 200l
Dalsi kroky jsou stejné jako u manualprovadne redici roztok + vzorek  200+10pl
analyze. _ 1. inkubace 45 min
Doporwtujeme gesre  kontrolovat ¢as mezi Teolota 137°C
napipetovanim prvniho a posledniho vzorku a nastavi pota
¢as dispenzace dalSich reagencii ve stejném interval Pror_nyt|, 4-5 cyki
Konjugat 100yl
Manualni analyza: 2. inkubace 45 min
1. Umistte poZadovany pet stripi do rameku. Teplota +37°C
Jamku Al ponechejte prazdnou pro (BLANK). Promyti 4-5 cyki
2. Pipetujte 200 pl negativni kontroly (v triplikatu), |substrat TMB 100l
200 pl kalibratoru (v duplikatu) a 200 ul pozitivni | 3. inkubace 15 min
kontroly (v monoplikatu) do wenych jamek. Kontroly a Teplota pokojova
kalibrator néed’te, jsou pipraveny gimo k pouziti. Stop roztok 100 pl
3. Pipetujte 200 plfediciho roztoku do jamek |mereni (filtr) 450 nm

uréenych pro vzorky aifdejte 10 pl ngediného vzorku.
Protepejte opatré celou destku tak aby nedoSlo Pipetovaci schéma:

k ptelivani roztok z jamky do jamky. 1] 213lal5[6]7]8]9]10] 11 12
Poznamka:zkontrolujte zabarveni jamek, tak aby jste S A B | S2

preswdcili, Ze roztoky a vzorky byly spra¥n [ NC[S3

dispenzovany. C |NCls4

4. Pipetujte 50 pl assay pufru do vSech jameé&tre D INCIS5

kontrol a kalibratoru. Zkontrolujte tma&v modré E|CAISE

zabarveni vSech jamek. EICAlS

5. Inkubujte destiku 45 minut pi +37°C Gl pC S

Poznamka:stripy pi inkubaci zakryjte filozenou folii. 0 lst S“

Pokud pracujete na analyzatoru, stripy nezakryvejte
6. Promyjte stripy na automatické promyeae
4x30Qul promyvaciho roztoku jak bylo popsano vyse.

Legenda: B - Blank, NC - Negativni kontrola
PC - Pozitivni kontrola, CA - kalibrator, S — vzkre

LABOSERV s.r.o. - ELISA HEV IgG Stranka 4
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O. VNITRNI KONTROLA KVALITY

P. VYPOCET CUT-OFF

Kontrola validity soupravy je zafidvana pouzitim Vysledky se vypditaji pomoci cut-off koeficientu (Co),
kontrol pri kazdém testu. Souprava je validni, dosahnouktery vypaitate pomoci nasledujiciho vzorce:

li kontroly nasledujicich hodnot:

Parametr poZadovana hodnota
BLANK < 0.100 OD 450 nm
negativni
kontrola (NC) < 0.050 OD 450 nm (po blanku)
kalibrator S/Co>1
pozitivni
kontrola (PC) > (0.100 OD 450 nm

Cut-Off = priamér NC + 0.350

Hodnoty stanovené vtestu jsou interpretovany
zpisobem popsanym nize
Pozndmka: v piipad?, Zze kalkulaci a interpretaci

vysledk provadi automaticky ELISA systém, sedem
ujistete, Ze vzorec pro vypet Cut-off a parametry
interpretace vysledkjsou nastaveny spra¥n

Q. INTERPRETACE VYSLEDK U
Vysledky se interpretuji jako pafmvzorku OD 450 nm
(S) a hodnoty cut-off koeficientu (Co) - S/Co padl

Pokud vysledky testu dosahnou vySe uvedenych hpdnaiasleduijici tabulky:

postupte k dalSimu odstavci. Pokud ne, nepolta
déle a provéte nasledujici kontrolu:

Problém Zkontrolujte

1. zda nedoslo ke kontaminaci roztoku
substratu ghem testu

Blank
OD > 0.100

1. zda promyvaci postup a nastaveni

promyvaky je v pgadku

zda byl pouzit spravny promyvaci

roztok a zda jim byla promyka

naplréna gred pouzitim

zda nebyla uflana chyba p

pipetovani kontrol (pozitivni kontroly

misto negativni)

zda nedoslo ke kontaminaci NC nebc

jamek do nichZ byla NC napipetovan

pozitivnim vzorkem nebo ke

kontaminaci konjugatu

. zda nebyly kontaminovany
mikropipety pozitivnim vzorkem neba
konjugatem

. zda nejsou jednotlivé jehly
promyvaky ¢ast&ne ucpany

2.

Negativni | 3.
kontrola

OD > 0.050
Po odétu

blanku

4,

D

. zda byl dodrzen pracovni postup

. zda nebyla uglana chyba p

pipetovani kalibratoru {p zaména

negativni kontroly misto kalibratoru)

zda promyvaci postup a nastaveni

promyvaky je v pgadku

. zda nedoslo k externi kontaminaci
kalibratoru

Kalibrator

S/Co < 1.0003.

. zda byl dodrzen pracovni postup

. zda nebyla u8lana chyba p

pipetovani pozitivni kontroly

zanena negativni kontroly misto

pozitivni)

zda promyvaci postup a nastaveni

promyvaky je v paadku

. zda nedoslo k externi kontaminaci
pozitivni kontroly

o 0

Pozitivni
kontrola

OD < 1.000 |7.

V pfipact, Ze se objevil &ktery z uvedenych probléim
oznamte jej supervizorovi a pozadejte o dalSi gostu

S/Co Interpretace
<0.9 Negativni
09-1.1 Hrardini
>1.1 Pozitivni
Negativni vysledek znamena, Ze pacient ma

nedetekovatelnou reaktivituisi viru HEV.

U pacienta s dubiéznim vysledkem musi byt znovu
vySeten vzorek krve odebrany za 1-2 tydny.

Pozitivni vysledek std¢i o infekci virem HEV a pacient
by mgl byt okamzit 1écen.

Dilezité poznamky:

1. Interpretace vysledk musi byt provedena pod
dozorem zodpasdné osoby, aby se snizZilo riziko
chybného Gsudku.

VSechny pozitivni vysledky musi byt konfirmovany
alternativni metodou schopnou detekovat IgM
protilatky (konfirmani test) ped tim nez je vi¢ena
diagno6za virové hepatitidy.

Pti vydavani vysledk z laboratde je teba ¥novat
velkou pozornost zabréni chybného fenosu dat.
Diagnozu infekce virem HEV musi byt pacientovi
stElena pouze kvalifikovanym I[ékem.

Priklad vypoétu je uveden nize:
Dilezita poznamkaNasledujici data nesmi byt pouzita
namisto skutychcisel ziskanych uzivatelem.

Negativni kontrola OD: 0.019 — 0.020-0.021
Pramér OD450nm: 0.020
Validace: niz§i nez 0.050 — akceptovano

Pozitivni kontrola OD: 2.189
Validace: vysSi nez 1.00 — akceptovano

Cut-off = 0.020 + 0.350 = 0.370

Kalibrator: 0.550 — 0.530 OD450nm
Primér OD450nm: 0.540
Validace: S/Co=1.4

vySSi nez 1.0 — akceptovano

LABOSERV s.r.o. - ELISA HEV IgG
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Vzorek 1: 0.070 OD450nm S. OMEZENI

Vzorek 2: 1.690 OD450nm Opakovag falesr¢ pozitivni vysledky byly pozorovany
Vzorek 1 S/Co < 0.9 = negativni u mérk nez 1% normalni populace. Opako¥an
Vzorek 2 S/Co > 1.1 = pozitivni rozmrazované vzorky obsahujici fibrinovéstice nebo

shluky mohou po rozmrazeni davat faleSné vysledky.
R. PARAMETRY
Uvedené wvysledky byly dosazeny na souborechlTERATURA
negativnich a pozitivnich vzoikziskanych z externiho 1. Ellner PD,Neu HC. Viral agents of gastroenteritis.

klinického centra a at¥enych refereéni soupravou “Understanding infectious disease. St.Louis: Mosby-
doporenou FDA. Year Book, 1992, pp183-186.

2. Hollinger FB, Dreesman GR. Hepatitis virus. In
1. LIMIT DETEKCE: “Rose NR, de Macario EC, Fahey JL, et al. (eds),
Limit detekce tohoto testu byl testovan pomocinfine Manual of clinical laboratory immunology,4ed.

referegniho standardu WHO pro HEV protilatku Washington, DC: ASM, 1992, pp634-650.
(NIBSC kéd 95/584). Analyza ukazovala citlivost ko 3. Fody EP, Johnson DF. J Med Technol 1987, 4:54-59.

2 1U/ml. 4. Bradley D.W. et al.. Br.Med.Bull. 46: 442-461, 1990
5. Dawson G.J. et al.. J.Virol.Methods 38: 175-186,
2. DIAGNOSTICKA SPECIFICITA A 1992
SENSITIVITA: 6. Favorov M.O. et al.. J.Med.Virol.. 36: 246-250, 299
Tyto parametry byly kontrolovany na souboru vicg ne 7. Purdy M. et al.. J.Arch.Virol. 123: 335-349, 1992
700 vzork. 8. Tam A.W. et al.. Virology 185: 120-131, 1991
2.1.Diagnosticka specificita: Tento vyrobek byl vyroben firmou Dia.Pro s.r.l.

Je definovana jako praypodobnost, ze vzorky pod dohledem ¥izenym systément¥izeni jakosti
s absenci analytu budou vyhodnoceny jako negativnia prostiedi, ktery sphiuje poZadavky norem EN ISO

Bylo vySeteno vice nez 500 neselektovanych daac 13485 jak je stanovenou NB no. 0318
HEV negativnich hospitalizovanych pacigntvcetns

prvodard@ krve. Diagnostickd specificita byla stanovena Vyrabi: Dia.Pro. Diagnostic Bioprobes Srl.
vici soupra¥ homologované FDA. Byla zji&ba via Columella n° 31 — Milano — Italy
specificita vysSi nez 99.5%. Doc.. |INSEVG.CE | Verze: | 07/2004
Specificita byla dale testovana na vice neZz 10@:nvalil ved. odd. jakosti| M. Marchisio

potencidl® interferegnich vzorki (jiné infelkeni
onemoc#ni, vzorky pozitivni na protilatky proti E. Coli, jntakt na dodavatele:

pacienti s nevirovym  jaternim onem@oim, | ABOSERV s.r.o0.

dialyzovani pacienti, ¢hotné Zeny, hemolyzované, yqcova 532/78b, 612 00 Brno
lipemické vzorky, aj.) Byla stanovena specificiZ0%. Tel: 541 243 113, fax: 541 243 114

Nebyla pozorovana ani faleSna reaktivitaisghena . \www.laboserv.cze-mail:laboserv@laboserv.cz
riznou metodou ifpravy vzorki plasmy tiznymi

standardizovanymi postupy fipravy (citrat, EDTA,
heparin) a séra.

Zmrazené vzorky byly testovany, aby byly zist
piipadné interference  #pobené odtem a
skladovanim. Zadné interference nebyly pozorovany.

2.2.Diagnosticka sensitivita:

Je definovana jako praypodobnost, Ze vzorky, ve
kterych je zjiSovany analyt FHtomen, budou

vyhodnoceny jako pozitivni vzorky. Sensitivita byla
stanovovana extegn i interr na souboru 200

pozitivnich vzorki; byla zjiS€na diagnosticka sensitivita
100%.

3. Piesnost:

Byla vypciitana pomoci dvou vzoik jednoho
pozitivniho a jednoho negativniho, vy&etych v 16
replikdtech ve fech samostatnych analyzach. Byly
zjisttny hodnoty CV v rozmezi 5-10%jfipOD450nm,
které nevedly ke zémé klasifikace vzorku.
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