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HEV IgM

A. POUZITI

Kathon GC jako konzervans. Negativni kontrola je
kodovéana Zlut.

3. Pozitivni kontrolni vzorek:

1x2.0ml. Ripraveno k pimému pouziti. Slozeni: lidské

Enzymaticky imunologicky test (ELISA) pro detekci IgM protilatky proti HEV, 1% kozich sérovych protéj

IgM protilatek proti viru hepatitidy E v krevni getng

a krevnim séru. Soupravai#e byt pouzita ke sledovani

HEV infikovanych pacierit
Pouze pro pouzitiip vitro“.

B. UVOD
Virus hepatitidy typu E (HEV) je popsan jakévedce

10mM citratovy pufr o pH 6.0+/-0.1; 0.5% Tween 20;
0.09 % azid sodny a 0.1% Kathon GC jako konzervans.
Pozitivni kontrola je kédovana tmé&eelenou barvou.

4. Koncentrat promyvaciho pufru:

1x60ml. 20ti ndsobny koncentréat, ktery sedpouzitim
fedi destilovanou vodou. Slozeni: 10mM PBS o pH
7.0+/-0.2; 0.05% Tween 20 a 0.1% Kathon GC.

hepatitidy E, kter4 jefienosna orofekalni cestou. Jedna5. Enzymaticky konjugét

se 0 neobaleny virus s jednovlaknitou RNA struknira

1x16ml. Ripraveno kpimému pouziti. SloZeni:

podobny Caliciviim, ktery je nachéazen ve stolici polyklonalni protilatky proti lidskému IgM konjugané

infilkovanych pacient. HEV je vaznym problémem

hlavre v rozvojovych zemich a poprvé byla popsanapH

v roce 1955 v New Delphi v Indii. Hepatitida E néan
nikdy spojitost s chronickou infekci;
procentu smrtelnych ffpadi dochazi

s kkenovou peroxidazou; 5% BSA, 10 mM Tris pufr o

6.8+/-0.1; 0.02% gentamycin sulfatu
a 0.1% Kathon GC. Konjugéat je kddovéarvers.
k vysokému 6. Chromogen/Substrat:
zejména u 1xi16ml. Ripraven kpimému pouZiti. Lahvka

téhotnych Zen. Klonovani a sekvenovani genomu virwbsahuje: 50 mM citrat-fosfatovy pufr o pH 3.5-348%

HEV vedlo kvyvoji serologickych test uréenych
k detekci protilatek proti HEV.
Tyto testy jsou zaloZeny
imunodominantnich  antigenech
nenennych regiof viru.

Test IgM je pouzivan ke stanoveni
infekénich agens u pacidntprokazujicich symptomy
hepatitidy i po vylodeni jinych virovych hepatitid
(HBV, HDV, HCV).

na
odvozenych

C. PRINCIP TESTU
Jamky mikrotitr&ni destéky jsou potazeny specifickym
syntetickym antigenem HEV ziskanym

DMSO; 0.03% tetramethylbenzidin (TMB) a 0.02%
peroxidu vodiku (HO,). Poznamka: Skladujte v temnu.

syntetickych 7. Stop roztok:
odLx15ml, lahvéka obsahuje 0.3 M roztok kyseliny sirové

H,SQ,. Pozor: Zabraite kontaktu sdima a pokozkou.

primarnichDrazdiva latka - Xi R36/38, S2/26/30.

8. Redici roztok vzorki:

2x60 ml. Slozeni: 2% kasein; 10mM citratovy pufold
6.0+/-0.1; 0.1% Tween 20; 0.09% azid sodny a 0.1%
Kathon GC.

9. Neutralizaéni ¢inidlo:

1x8ml Ripraveno k pimému pouziti. Slozeni: kozi

z imuno-protilatky proti lidskému 1gG; 2% kasein; 10mM

dominantnich¢asti mexického a burma typu viru. Do citratovy pufr o pH 6.0+/-0.1; 0.1% Tween 20; 0.09%

jamek je nejprve fidan redény vzorek. IgM protilatky

azid sodny a 0.1% Kathon GC.

proti HEV, jsou-li obsaZzeny ve vzorku, se specifick 10.Kryci félie na mikrotitra &ni destieku.

vazi na antigen fixovanym na deésg. Po odmyti,
nenavazanych komponent, séhém druhé inkubace
detekuji fixované protilatky proti HEV pomoci
protilatky proti lidskym IgM, které jsou zuany

kienovou peroxidazou. Navazany enzym pak reaguje se
smési chromogenu/substratu za vzniku zbarveni, jeho2.

intenzita je pimo Unmérnd mnozstvi IgM protilatek proti
HEV obsazenych ve vzorku.

D. OBSAH SOUPRAVY
Souprava obsahuje reagencie v mnozstvi dogta pro
provedeni 96 test

1. Mikrotitra ¢&ni destiéka:

12 stripi s 8 jamkami pokrytymi HEV syntetickym
antigenem zatavenych v ochrannénksds vysousecim
prostedkem. Ped otevenim séku nechejte
mikrotitracni destéku dosahnout pokojové teploty.
Nepouzité stripy off pevré uzavete do s&u a

skladujte pi teplot 4°C.

2. Negativni kontrolni vzorek:

1x2ml. Ripraveno k pimému pouziti. Slozeni: 1%
kozich sérovych protein 10mM citratovy pufr o pH

2 ks
11.Néavod k pouziti

E. MATERIAL NEDODAVANY V SOUPRAV E

Kalibrované mikropipety a jednorazové &pi.

Redestilované voda.

3. Stopky s rozsahem 60 a vice minut.

4. Savy papir.

5. Inkubator
+37°C.

6. ELISA reader s filtry 450nm a 620-630nm.

7. Promyvaka mikrotitranich destiek.

8. Vortex.

mikrotitrénich destiek pro teplotu

F. BEZPECNOSTNI UPOZORNENI

1. Se soupravou smi pracovat pouze vySkoleny
personal pod dohledem  doktora  mediciny,
zodpowdného za chod labord®(supervizor).

2. Persondl provégici vySeteni ma byt obken

v ochranném laboratornim ®&di a v gumovych
rukavicich a mé mit ochranné bryle. Vyvarujte sezitb
ostrych pedmeta (jehel, ziletek). Persondl méa byt
proSkolen, jako to dopotuje Centrum pro kontrolu

6.0+/-0.1; 0.5% Tween 20; 0.09 % azid sodny a 0.1%horob (Centre for Disease Control) / Narodni tosti
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zdravi (U.S. Institutes of Health publication) “Bafety =~ G. PRIPRAVA VZORK U A DOPORUCENI

in Microbiological and Biomedical Laboratories”,34 Souprava je uwena kvySdbvani vzork lidského
3. Personal pracujici se vzorkem ma byt vakcinovarkrevniho séra nebo plasmy. Vye se pidavani
proti HAV a HBV, a to vakcinami které jsou dostupné konzervanich latek do vzork které by mohly potkt
bezp&né a efektivni. enzymatickou reakci konjugéatu, coz by vedlo k fade$
4. Laboratorni progedi ma byt kontrolovano tak, aby negativnim vysledkm.

se zabranilo kontaminaci of@nych lahwiek a Vzorky musi byt jaskh ozna&eny kédem nebo jménem,
mikrotitratni desttky béhem pouzivani soupravy aby nedoslo k zagmé. Pokud je souprava pouzivana pro

mikroorganismy Z prachu nebo vzduchu.screening krevnich jednotek, velmi dopaseme
Chromogen/Substrat nevystavujtisspbeni sitla. oznaenicarovym kddem a elektronickdeni kod.

5. Skladujte soupravu fp 2-8 °C vchladnice Nepouzivejte hemolyzované a hyperlipemické vzorky,
s kontrolovanou teplotou nebo v chladné mistnosti. stejre jako vzorky obsahujici rezidua fibrinu nebo jinych

6. Nemichejte reagencie pochéazejiciiznych Sarzi. velky ¢astic, protoze mohou vést k faleSnym vysiadk
Doporutujeme radji nepouzivat ani reagencie ze stejnéVzorky séra mohou byt uloZenyipeplot 2—8°C az po
Sarze, ale pochazejiciiznych souprav. dobu g@ti dni od odkru. V pipads delSiho skladovani
7. Zkontrolujte, zda jsou vSechny reagentii® a zda je uchovavejte zmrazenéiipteplo& —20°C. Vzorky
neobsahuji viditeln€astice nebo shluky. Pokud tomu opakova® nezmrazujte a nerozmrazujte nébtakto
tak neni, pouzijte k vyS&ni novou soupravu. oSetené vzorky mohou poskytovat faleSné vysledky.
8. Zabraite Kizové kontaminaci mezi vzorky Pokud jsou fitomny ¢astice, odsed’te vzorek pi 2000
pouzivanim jednorazovych gpk a jejich vynénou po RPM po dobu 20 minut nebo jej filtrujte pouzitinftrfi
pipetovani kazdého vzorku. 0.2-0.8u az do v¥isténi vzorku.

9. Zabraite Kizové kontaminaci mezi reagenciemi

pouZivanim jednorazovych &gk a jejich vymdnou po  H. PRIPRAVA REAGENCIi A UPOZORN ENi

pipetovani kazdé reagencie. 1. Mikrotitra éni destiéka:
10. NepouZzivejte soupravu po vyprSeni doby exspiracélechejte mikrotitrani destéku vytemperovat na
celé soupravy i jednotlivych latsek. pokojovou teplotu (asi 1 hodinufed otewenim séku.

11. VSechny vzorky jsou potenci@nnfekeéni. Z tohoto  Zkontrolujte vysouSedlo, jestli neni zbarveno tgav
davodu by prace se vSemi vzorky lidského séra a vienzeleré, coZ s¥dsi o defektu pi skladovéni. V takovém
reagenty soupravy &y byt provagny podle pedpisu  pripads zkontaktujte zakaznicky servis firmy Dia.Pro.
Biosafety Level 2, jak dopotuje text Centers for Nepouzité stripy musi byt vraceny&mplo hlinikového
Disease Control/U.S. Institutes of Health publicati s&ku spolu s vysouSedlem, pevnuzaveny a
“Biosafety in Microbiological and Biomedical skladovany fi 2 aZz 8°C. Zbytek stripje stabilni aZ do
Laboratories”, 1984. doby exspirace, pokud indikator vlhkosti obsaZzemy v
12. Doporwtujeme pouzivat jednordzové plastovévysousedle nezémi barvu ze Zluté do zelena.

nadoby pro fipravu tekutych komponent nebo pro 2. Negativni kontrola:

penos do automatizovaného pracayiStaby se Pripravena k pimému pouziti. Rd pouzitim dote
zabranilo kizové kontaminaci. promichejte na vortexu.

13. Odpad vznikly Bhem prace se soupravou musi byt3. Pozitivni kontrola:

likvidovan v souladu s narodnimitgrpisy a zakony, Pripravena k imému pouziti. Red pouZitim dofe
které se tykaji laboratorniho odpadu — chemickych @romichejte na vortexu. S touto komponentou zagteaze
biologickych substanci. Zejména tekuty odpad v3nikl jako s potenciak infekéni, i kdyZz byl HEV
pii promyvéani, ktery obsahuje zbytky kontrolnich potencionala pritomny v kontrole chemicky
roztoki a vzorki, méa byt oSéen jako potenciath inaktivovany.

infekéni material a fed za&azenim do odpadu ma byt 4. Promyvaci roztok:

inaktivovan. Doportieny postup inaktivace je o¥eni  Koncentrat musi byt fed pouZitim pedsn 20x
10% chlornanem sodnym nebo tepelnd inaktivaceedestilovanou vodou. Cely obsah 20x koncentrovanéh
v autoklavu pi 121°C po dobu 20 minut. roztoku miZete fedit s 1200 ml redestilované vody.
14. Nahodr rozlity vzorek musi byt odsat papirovym Jemi promichame feklagnim. Jednou nradiny
ubrouskem napuditym desinfeknim ¢inidlem a misto  promyvaci roztok je stabilni 1 tyderti® az 8°C. H
poté omyto vodou. Ubrousek musi byt poté vyhozen deripraw se vyhgte pinéni, gritomnost bublin by mohla

prislusného kontejnérku &eného pro infekni odpad. vést ke Spatnémuiinku promyvani.
15. Kyselina sirova je drazdiva. Mipad rozliti  Pozn.: Jednou nzedny promyvaci roztok je stabilni 1
omyjte zasazeny povrch velkym mnozstvim vody. tyden @i 2 az 8°C.

16. S ostatnimi odpadnimi materialy, které vznikly p 5. Konjugat:

pouzivani soupravy (n&p jednorazové Spky, Pripraven k pimému pouziti. Red pouzitim dofe

mikrotitracni  desttka) se musi zachazet jako promichejte na vortexu. Bite opatrni, nekontaminujte

s potencialty infekinim odpadem a #y by byt tekutinu oxid&nimi ¢inidly, vzdud3nym prachem nebo

zlikvidovany podle narodnich simnic a zakon, které se  mikroorganismy. Konjugat f¥e byt genasen pouze

tykaji laboratorniho odpadu. v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovych
nadobach.
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6. Substrat: udrzovana a validovana odbornym servisem dle
Pripraven k pimému pouziti. Red pouzitim dote  pozadavk vyrobce a SLP. Dopotujeme nastavit
promichejte na vortexu. Hite opatrni, nekontaminujte protokol a validovat jej na souboru kontrol a vZode
tekutinu oxid&nimi ¢inidly, vzdusnym prachem nebo znamou pozitivitou. Je pitba také jfedchazet
mikroorganismy. Nevystavujte silnému @&Heni, moznostem #Zové kontaminace ip opakované
oxidatnim ¢inidlam a kovovym povrcim. Pokud je dispenzaci jehlou automatu. Pouzivani ELISA automat
tato reagencie ipndsSena, pak tapiendSena pouze je dopordeno, pokud péet vzorki v jednom Bhu je

v plastovych, pokud mozno sterilnich jednorazovychejmér 30.

nadobach. 7. Dia.Pro zakaznicky servis nabizi uzivaral Dia.Pro

7. Neutralizaéni ¢inidlo ELISA souprav nastaveni protokah jejich optimalizaci
Pripraveno k pouziti. fed pouzitim péivé protrepejte. na Sirokou Skalu ELISA automiat

8. Redici roztok vzorki:

Pripraven k pimému pouziti. Fed pouzitim dote L. PRIPRAVA NA ZPRACOVANI SOUPRAVY

promichejte na vortexu. 1. Zkontrolujte datum exspirace soupravy uvedené na
9. Stop roztok: obalu. NepouZivejte exspirované soupravy.

Pripraven k pimému pouZiti. Red pouZitim opatéh 2. Zkontrolujte, zda nejsou tekuté komponenty
promichejte na vortexu. soupravy kontaminovany viditelnymiasticemi nebo
Varovani: Drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30) srazeninami.

Legenda: R36/38 = drazdéia pokozku. 3. Zkontrolujte, zda Chromogen je bezbarvy nebo

S 2/26/30 = vfpad kontaktu s 6ima, okamzi  swtle modry nasatim malého mnozstvi sterilni
vyplachréte velkym mnoZzstvim vody a vyhledejte plastovou pipetou.
lekare. 4. Zkontrolujte, zda $ prevozu nedoSlo k rozbiti
néjaké lahviky a zda neni uvritkrabiky vylitd zadna

l. PRISTROJE A ZARIZENi POUZIVANE P Rl  tekutina.

ZPRACOVANI SOUPRAVY 5. Zkontrolujte, zda hlinikovy obal mikrotitéai
1. Mikropipety musi byt kalibrovany pro ipsné desttky neni porusSeny.
davkovani roztok, dale musi dekontaminovatelné 6. Nared’té si potebny objem koncentratu promyvaciho
alkoholem, 10% NaOH nebo&mymi nemocninimi  roztoku, jak je popsano vyse.
desinfeknimi prostedky, po pipadné kontaminaci 7. Ponechte vSechny ostatni komponenty soupravy
infekénim vzorkem. Jejich #esnost musi byt 1% vytemperovat na pokojovou teplotu (asi jednu hogeu
s odchylkou max. +/-2%. pak jemr promixujte na vortexu vSechny tekuté
2. Inkubator ELISA destiek musi byt nastaven na reagencie.
+37°C (tolerance +/-0.8C a musi byt osfena spravnost 8. Nastavte ELISA inkubator na +37°C daigavte
teploty. Mize byt pouzit jak suchy tak i vihky typ ELISA promyvaku napl@nim n&edtnym promyvacim
inkubatoru ugeny pro ELISA mikrodestky. roztokem podle pokyihvyrobce. Nastavte spravny e
3. Kvalitni ELISA promyv&ka je vysoce tlezitym  promyvacich cykl pro jeji pouZiti s touto soupravou.
prvkem pro pesnost analyzy. Promy§ka musi byt 9. Zkontrolujte, zda je zapnuty ELISA reader anebo se
validovdna a optimalizovanaigd rutinnim pouzitim ujistéte, Ze bude zapnut minim&n20 min ped
v laboratdi. Obvykle 4-5 cykh (odsati — dispenze 350 meéienim.
ul promyvaciho roztoku = 1 cyklus) je dostaté pro 10.Pokud pouzivate automat, z&pm ho zkontrolujte
promyti. Je doporen naméeci ¢as 20-30 sec. mezi nastaveni a ujiste se, Ze pouzivate spravny protokol.
cykly. Pro fesné nastaveni pim cykli je dopordeno  11.Zkontrolujte, zda jsou mikropipety nastaveny na
provést analyzu negativnich a pozitivnich kontrol apozadovany objem.
nékolika definovanych vzork se znamou pozitivitou, 12.Zkontrolujte, zda je vSechno ostatni vybaveni
tak aby vysledky odpovidaly pozad#@vk popsanym k dispozici a pipraveno k pouziti.
v kapitole o validaci testu. U promytky je poteba 13.V pfipad ngjakych problén, nepokréujte dale se
provadit pravidelnou dekontaminaci a validaci podlezpracovanim testu a paige se s Vasim supervisorem.
pozadavk vyrobce a pedpist SLP. ) )
4. Tolerance pro inkuliai ¢asy je +/-5%. M. VLASTNI ANALYZA
5. ELISA reader musi byt vybaven filtrem 450 nm, Analyza musi byt provedena podle nize popsaného
idealrg i filtrem 620 nebo 630 nmBLANK). Musi  postupu. Zarite se zejména na dodrzeni stejné doby
sphiovat nasledujici technické parametry: linearitainkubace pro vSechny vy$evané vzorky.
absorbance musi byt vySSi nebo rovna 2 ABS, nasitavel. Predredte vzorky 1:101 (p 1000 pl tediciho
vinovych délek mensi nebo rovno 10 nnéfiwi rozsah  roztoku a 1Qul vzorku. Negativni ani pozitivni kontrolu
nejmért 0.0 — 2.0 ABS, rozptyl gfeni pod 1%. Opticky needte, jsou pipraveny pimo k pouziti. Pdive
systém readeru musi byt kalibrovan a validovan n@romicheijte viechny reagencie na vertexu.
spravnost rééeni dané vinové délky, reader musi byt2. Pozadovany pt strigi umistte do rameku.
udrZzovéan dle poZadauksyrobce a SLP. Prvni jamku Al ponechejte prazdnou pro slepy test
6. Pokud pouzivate ELISA automat, musite sptavn (BLANK).
nastavit vSechny kritické kroky (dispense, inkubace
promyti, &teni, zpracovani dat). Stanice musi byt
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3. Pipetujte 50ul neutraliz&niho ¢inidla do jamek
urenych pro vzorky. Nepipetujte jej do jamekemych

Pipetovaci schéma:

pro BLANK a kontroly.

1|2 (3|4 10| 11| 12

4. Déavkujte 100 ul negativni kontroly v duplikatu, 100

B |S5

ul pozitivni kontroly do utenych jamek. Pipetujte 100

NC|S6

pl predtec€nych vzorki do jednotlivych jamek.

NC|S7

5. Inkubuijte destiku 60 minut pi +37°C

PC| S8

Poznamka: stripy zakryvejtefifmZzenou folii pouze

S1] 89

manualnim zpracovani. Pokud pracujete na analyzatq

S2 | S..

stripy nezakryvejte.

S3 | S..

6. Promyjte na automatické promyee 4x30Ql

I OmmOoO|m >

S4 | S..

promyvaciho roztoku jak bylo popsano v Bac.

7. Pridejte 100 pl konjugatu do kazdé jamky
s vyjimkou Al a pikryjte folii. Zkontrolujte, zda jsou
vSechny jamky zbarvernierverg, kromg jamky Al.

8. Inkubujte destiku 60 minut pi +37°C

9. Promyjte destiku stejrg jako v bod 6.

Legenda: B - Blank, NC - Negativni kontrola
PC - Pozitivni kontrola, S — vzorek

O. VNITRNi KONTROLA KVALITY
Kontrola validity soupravy je zagidvana pouzitim
kontrol pri kazdém testu. Souprava je validni, dosahnou-

10. Pridejte 100 pl roztoku substratu do kazdé jamky|i kontroly nasledujicich hodnot:

véetns jamky Al. Inkubujte mikrotitréni destéku p#i
pokojové teplot (18-24°C) po dobu 20 minut.
Dilezita poznamka: Nevystavujte destu silnému
swtlu. Mohlo by se vyvinout silné pozadi.
11.Pipetujte 100ul Stop roztoku do kazdé jamky ve
stejném sledu jako v bedl0. Ridani kyseliny zmni
barvu pozitivni kontroly a pozitivnich vzaikz modré
do Zluta.

12.Zméite intenzitu zabarveni roztbkjamek ELISA
readerem (kap. 1.5.)ip450 nm pro odéet pozadi i i
620-630 nm. Jamku Al pouZijte jako BLANK.

Dilezitd poznamka:

Parametr poZadovana hodnota
BLANK < 0.100 OD 450 nm
negativni
kontrola (NC) < 0.100 OD 450 nm
pozitivni
kontrola (PC) |~ 0.500 OD 450 nm

Pokud vysledky testu dosahnou vySe uvedenych hpdnot
postupte k dalSimu odstavci. Pokud ne, nepolta
déle a provéte nasledujici kontrolu:

1. Pokud nemate k dispozici druhy filtr, ufite se, ze

se na spodni strahmikrotitracnich jamek nenachéazi Sy g g VIZklfn'lt(roIthe_ . K
zadné otisky prst pred nerenim i 450 nm. Otisky Blank 1.zda nedosio ke ontaminaci roztoku
mizou zgsobit faledd pozitivni vysledkyp ctent. OD>0.100 | substratu hem testu i
2. Méreni musi byt provedeno hned pddani Stop 1.zda promyvaci postup a nastaveni
dinidla, nejpozdji do 20 min po jeho #dani. promyvatky jevpdadku
Samooxidace chromogenu, ktera sienobjevit zfisobi 2.zda byl pouzit spravny promyvaci
silné pozadi. roztok a zda jim bé/lla' promyvia
naplréna gred pouzitim
Negativni 3. zda nebyla utlana chyba p pipetovani
- kontrola kontrol (pozitivni kontroly misto
N. SCHEMA POSTUPU OD > 0.100 negativni)
Krok Hodnota po blankovani| 4. _zda nedo§|p k? kontaminaci NC ne’bo
— jamek do nichZ byla NC napipetovang
neutraliz&ni roztok 50 ul N
pozitivnim vzorkem nebo ke
neg. a poz. kontroly 100u kontaminaci konjugatu
vzorky (1:101) 100ul Jug . . .
- - 5. zda nebyly kontaminovany mikropipety
1. inkubace 60 min pozitivnim vzorkem nebo konjugatem
Teplota +37°C 6. zda nejsou jednotlivé jehly promyikey
Promyti 4-5 cykh C4ste&né ucpany
Konjugat 100ul 1. zda byl dodrZen pracovni postup
2. inkubace 60 min 2. zda nebyla udana chyba p pipetovani
Teplota +37°C Pozitivni poziti\_/ni,kontroly (. ’napipetp_vér)i
Promyti 4-5 cykh kontrola negativni !<0ntfoly misto pozmvnl),
substrat TMB 100l OD < 0500 3. zda promyvaci post,up a nastaveni
3. inkubace 20 min promyvaky je v pdadku o
Teplota pokojova 4. zda_r?edloslo k externi kontaminaci
Stop roztok 100 i pozitivni kontroly.
meteni (filtr) 450 nm
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V pfipact, Ze se objevil &ktery z uvedenych problém
oznamte jej supervizorovi a pozadejte o dalSi gostu

P. VYSLEDKY
Vysledky se vypditaji pomoci cut-off koeficientu (Co),
ktery vypaitate pomoci nasledujiciho vzorce:

Cut-Off = NC + 0.250

Q. INTERPRETACE VYSLEDK U

Vysledky se interpretuji jako pamvzorku OD 450 nm
(S) a hodnoty cut-off koeficientu (Co) - S/Co padl
nasledujici tabulky:

S/Co Interpretace
<1.0 Negativni
1.0-1.2 Hrariini
>1.2 Pozitivni
Negativni  vysledek znamena, Ze pacient

nedetekovatelnou reaktivituisi viru HEV.

m&€ definovana jako pragpodobnost,

R. PARAMETRY
Uvedené vysledky byly dosazeny na souborech
negativnich a pozitivnich vzoikziskanych z externiho

klinického centra a a¥ené referetni soupravou
doporuwenou FDA.

1. LIMIT DETEKCE:

Limit detekce tohoto testu byl vyptan  pomoci

prvniho referetniho materialu  WHO pro HEV
protilatku (NIBSC kdéd 95/584). Referémi material byl
naledEn Tento material by stanoven jako pozitvni i v
nizSich titrech.

2. DIAGNOSTICKA

SENSITIVITA:
Tyto parametry byly kontrolovany na souboru vic& ne
700 vzork.

SPECIFICITA A

2.1.Diagnosticka specificita:
Ze vzorky
s absenci analytu budou vyhodnoceny jako negativni.

U pacienta s dubiéznim vysledkem musi byt znovBYlo vySeteno vice neZ 500 neselektovanych daac

vySeten vzorek krve odebrany za 1-2 tydny.
Pozitivni vysledek sxd¢i o infekci virem HEV a pacient
by mgl byt okamzit |écen.

Dilezité poznamky:

HEV negativnich hospitalizovanych pacigntwetns
prvodard krve. Diagnosticka specificita byla stanovena
viéi soupra¢ homologované FDA. Byla zji&ha

specificita vySSi nez 98%.
Specificita byla dale testovana na vice nez 100

1. Interpretace vysledk musi byt provedena pod potenciélré' interferer&r]i.ch, vzortﬁi ,(jiné ir_lfelc“nl'_
dozorem zodpaidné osoby, aby se sniZilo riziko onemocgni, vzorky pozitivni na protilatky proti E. Coli,

chybného Gsudku.

pacienti s nevirovym jaternim onem&aofm,

2. V&echny pozitivni vysledky musi byt konfirmovany didlyzovani pacienti, éhotné zeny, hemolyzovane,

alternativni metodou schopnou detekovat
protilatky (konfirmani test) ped tim nez je vi¢ena
diagno6za virové hepatitidy.

3. P¥i vydavani vysledi z laboratte je teba ¥novat
velkou pozornost zabréni chybného fenosu dat.

|gMIipemické vzorky, aj.) Byla stanovena specifici@0%.

Nebyla pozorovana ani faleSna reaktivitadsmbena
riznou metodou ibpravy vzork plasmy fznymi
standardizovanymi postupy fipravy (citrat, EDTA,
heparin) a séra.

4. Diagn6zua infekce virem HEV musf byt pacientoviZMrazene vzorky byly testovany, aby byly zji

scklena pouze kvalifikovanym |ékam.

Piiklad vypoé¢tu je uveden nize:

Dilezita poznamkaNasledujici data nesmi byt pouzita Kt€rych je

namisto skutiychcisel ziskanych uzivatelem.

Negativni kontrola OD: 0.06 — 0.08
Pramér OD450nm: 0.070
Validace: niz§i nez 0.10 — akceptovano

Pozitivni kontrola OD: 1.589
Validace: vySSi nez 0.50 — akceptovano

Cut-off = 0.070+0.250=0.320

Vzorek 1: 0.070 OD450nm
Vzorek 2: 1.690 OD450nm
Vzorek 1 S/Co < 1.0 = negativni
Vzorek 2 S/Co > 1.2 = pozitivni

piipadné interference  #pobené odlrtem a
skladovanim. Zadné interference nebyly pozorovany.
2.2.Diagnosticka sensitivita:

Je definovana jako pravdodobnost, Ze vzorky, ve
zjifovany analyt fitomen, budou
vyhodnoceny jako pozitivni vzorky. Sensitivita byla
stanovovana exteén i interrd na souboru 100
pozitivnich vzork; byla zjiS&na diagnosticka sensitivita
vySSi nez 98%.

2.3.Piesnost:

Byla vypciitana pomoci dvou vzoik jednoho
pozitivniho a jednoho negativniho, vyi&stych v 16
replikatech ve iech samostatnych analyzach. Byly
zjisttny hodnoty CV v rozmezi 5-15%jfipOD450nm,
které nevedly ke z#émé klasifikace vzorku.

S. 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.
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