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HIV Ab

A. POUZITI SOUPRAVY

ELISA souprava je uréena k in-vitro diagnostice protilatek
pro vSechny subtypy HIV-1, HIV-2 a HIV-1 antigenu (p24)
v lidském séru nebo plazmé.

Souprava je uréena pouze pro in vitro diagnostiku
v klinickych laboratofich a test musi byt provadén
odbornikem v oblasti zdravotni péce.

B. UVOD

Epidemiologické dlkazy naznacuji, ze nakazlivé latky
prenasené intimnim kontaktem, intraven6zni aplikaci drog
nebo pouzivanim infikované krve nebo krevnich produktd,
vedou k syndromu ziskaného selhani imunity (AIDS).

Toto onemocnéni ovliviiuje imunitu zprostfedkovanou T
burfikami a vede k vazné lymfopenii a snizené produkci
obranyschopnost  zajiStujicich ~ T-lymfocytd  (,helper*).
Destrukce této populace T-lymfocytd virem zplsobuje
selhani imunity, coz vede ke snizené nebo nedostate¢né
odpoveédi na nasledné infekce.

smrt. V soucasné dobé neni zZadna Uspésna lécba AIDS
znama.

Jako plvodce choroby byl odhalen retrovirus, lidsky virus
selhani imunity typu 1 (HIV-1).

Také byl izolovan blizce pfibuzny, avSak odliSny typ viru
selhani imunity, oznacovany jako HIV-2. Uvedeny virus
zpUsobuje onemocnéni, které je od AIDS neodliSitelné.
Bylo ukazano, ze sérologicka zkfizena reaktivita mezi HIV-
1 a HIV-2 se vzorek od vzorku velmi lisi.

Tato variabilita vyZaduje, aby byly do testovani protilatek
na HIV-1i HIV-2 zahrnuty antigeny.

Pfitomnost anti-HIV-1 a/nebo anti-HIV-2 v krvi indikuje
moznou infekci HIV-1 a/nebo HIV-2, nasledkem &ehoz by
takova krev neméla byt pouzivana pro transfuze nebo
vyrobu produkt pouzivanych pro injekce.

C. PRINCIP TESTU

Syntetické peptidy predstavujici imunodominantni epitopy
HIV-1 a HIV-2 i s monoklondlni protilatkou proti antigenu
p24 ke vSem subtypud HIV-1, jsou natazeny na stény jamek
mikrotitrani desticky.

Peptidy a protilatka byly peclivé vybrany tak, aby postihly
screening protilatek a antigenu p24 proti vSem podtypim
HIV-1, vcetné podtypu O a HIV-2. Vzorky séra nebo
plazmy jsou pfidany do téchto jamek. Pokud jsou ve
vzorku pfitomny protilatky specifické pro HIV-1 a/nebo
HIV-2 (IgG, IgM nebo IgA), vytvori v jamkach s antigeny
HIV peptidd stabilni komplexy.

Komplexy antigenu s protilatkou jsou pak identifikovany
naslednym pfidanim: (1) biotinylovanych peptid(,
biotinylovanou monoklonalni protilatkou proti HIV-1 p24, a
(2) konjugatu kfenové peroxidazy HRP streptavidinu.
Hydrolyticka aktivita HRP umozhiuje tyto komplexy
protilatka-antigen kvantifikovat.

Poté se pfida roztok substratu peroxidazy.

Béhem inkubace systém v zavislosti na mnoZzstvi anti-HIV-
1/2 protilatek nebo antigenu HIV-1 p24, modra, ¢imz je
demonstrovana jejich pfitomnost ¢&i nepfitomnost ve
vzorku. Jamky obsahujici vzorky negativni na anti-HIV
protilatku zdstanou bez zabarveni.

Do kazdé jamky se pfida stop roztok a vysledné Zluté
zabarveni se precte na ¢tecce mikrotitraénich desti¢ek pfi
450 nm.

D. SLOZENI SOUPRAVY
Souprava IVCOMB.CE obsahuje ¢inidla dostacujici pro
provedeni 192 testl (variantné 96, 480, 960).

1. Mikrotitra éni desti ¢ka

2 mikrotitraéni desticky, 12 lomitelnych stripti s 8 jamkami
potazenymi HIV se specifickymi peptidy gp36, gp4l a
gp120 a monoklonalni protilatkou proti HIV-1 p24 Ag.
Uzavfeno v sa¢ku se suSidlem.

2. Negativni kontrola

Lahvi¢ka 1x4,0ml. Kontrola pfipravena k pouziti. Obsahuje
zvifeci sérum negativni na HIV protilatky a negativni proti
antigenu p24, a 0,1 % Kathon GC jako konzervant.
Negativni kontrola je kddovéana zluto-hnédeé.

3. Pozitivni kontrola HIV-1 Ab

Lahvicka 1x4,0ml. Kontrola pfipravena k pouziti. Obsahuje
inaktivované sérum pozitivni na HIV1 protilatky, filtrované
zvifeci sérum negativni na HIV Ab&Ag a 0,1 % Kathon GC
jako konzervant. Pozitivni kontrola je svétle zelena.
Ddlezita poznamka: pozitivni kontrola byla
deaktivovana vyuZitim B-propionlaktonu BPL/UV. To v8ak
plné nemusi zajistit nepfitomnost Zivotaschopnych
patogend, a proto je tuto kontrolu v souladu s dobrymi
laboratornimi praktikami nutno povazovat za potencialné
nebezpeénou Zivym organismdm.

4. Pozitivni kontrola HIV-2 Ab

Lahvicka 1x4,0ml. Kontrola pfipravena k pouziti. Obsahuje
inaktivované sérum pozitivni na HIV1 protilatky, filtrované
zvifeci sérum negativni na HIV Ab&Ag a 0,1 % Kathon GC
jako konzervant. Pozitivni kontrola je kodovana tmavé
zelené.

Ddlezita poznamka: pozitivni kontrola byla
deaktivovana vyuZitim B-propionlaktonu BPL/UV. To vSak
plné nemusi zajistit nepritomnost Zivotaschopnych
patogend, a proto je tuto kontrolu v souladu s dobrymi
laboratornimi praktikami nutno povazovat za potencialné
nebezpecénou Zivym organismdm.

5. Kalibrator HIV-1 p24 Ag AL AQ

2 lahvicky.  Lyofilizované.  Obsahuje  neinfekéni

rekombinantni p24 antigen v 10mM fosfatovém pufru o pH

7,0+/-0,2 s 0,3mg/ml gentamycin sulfatem a 0,1% Kathon

GC jako stabilizatory. Tato soucast je kalibrovana dle 1.

mezinarodniho HIV-1 p24 Ag referen¢niho vzorku 90/636

NIBSC (fedéného 1:256) a také dle EFS HIV Ag panelu

(3015-3022).

Ddlezita poznamka:

1) Kalibrator obsahuje rekombinantni antigen p24 o
koncentraci okolo 100pg/ml.

2) Objem nutny k rozpusténi obsahu lahvicky se mdze
liSit dle Sarze. Pouzijte proto spravny objem uvedeny
na Stitku lahvicky.

6. Koncentrat promyvaciho roztoku ASHBUF 20X

Lahvicka 2x60ml. 20x koncentrovany roztok. Obsahuje 0,1
% Kathon GC. Jedenkréat fedény obsahuje promyvaci pufr
fosfore€né soli o koncentraci 10 mM a pH 7,0+/-0,2 a 0,05
% Tween 20.

7. Konjugat €. 1[CONJ 1]

8 lahvi¢ek. Lahvicka obsahuje lyofilizované biotinylované
HIV1&2&0 peptidy gp36, gp4l a gpl20 a biotinylované
monoklondlni protilatky proti antigenu HIV-1 p24. Obsah
lahvi¢ek resuspendujte v 6ml Konjugatu 1 rozpoustédia.

8. Rozpoust édlo konjugéatu 1

Lahvicka 1x45ml. Pouziva se k rozpusténi lyofilizovaného
praSku konjugétu €.1. Obsahuje tris pufr doplnény o 0,05%
Kathon GC, Tween 20 a BSA.

9. Konjugat &.2

Lahvicka 1x40ml. Roztok obsahuje HRP konjugovany se
streptavidinem, jako konzervant 0,05% Kathon GC, Tween
20 a BSA. Tato slozka je ¢ervené barvy.
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10. Chromogen/substrat

Lahvicka 2x16ml. Slozka pfipravena k pouziti. Obsahuje
50mM citratovy pufr o pH 3,5-3,8, 4% DMSO, 0,03% TMB
a 0,02% H,0.,.

Poznamka: uskladnéni je tfeba provést v temnu, z ddvodu
vysokeé citlivost na svétlo.

11. Kyselina sirova |H,SO, 0,3 M
Lahvi¢ka 1x32ml. Obsahuje 0,3 M roztok H,SO,.
Pozor: drazdiva (Xi R36/38; S2/26/30).

12. Redidlo vzorku: [DILSPE

Lahvicka 1x14ml. Obsahuje pufr doplnény o 0,05% Kathon
GC, blokéator anti-HAMA a Tween 20; pouziva se k fedéni
vzorku. Tato slozka je svétle modré barvy.

13. Kryci folie 4 ks

14. Navod k pouziti 1ks

15. Konjugat €. 1 MIX kontejner
1 prazdny kontejner. Kontejner se pouziva pouze pro

smichani lyofilizovaného Konjugatu ¢. 1 a rozpoustédla
konjugétu €. 1 pred za¢atkem automatizované analyzy.

16. Zatky kontejneru 5ks
Plastové zatky pro pevné uzavieni kontejneru po prvnim
pouziti.

E. POZADOVANE MATERIALY NEDODAVANE SE

SOUPRAVOU

1. Kalibrované mikropipety (200 ul a 10 ul) a
jednorazové plastové Spicky.

2. Voda spliujici pozadavky EIA (dvakrat deionizovana

nebo dvakrat destilovana, prolitd aktivnim uhlim

s cilem odstranéni oxidac¢nich ¢inidel pouzivanych k

dezinfekci).

Stopky s rozsahem 60 minut nebo vétSim.

Absorbuijici papirové kapesnicky.

Kalibrovany termostaticky inkubator ELISA desti¢ek

schopny zajistit teplotu +37<C.

6. Kalibrovana c¢tecka ELISA desticek s ¢tenim pfi
450nm a pripadné s filtry 620-630nm.

7. Kalibrovana promyvacka ELISA desticek.

8. Vortex nebo podobné michaci zafizeni.

arw

F. VAROVANI A P REDBEZNA OPATRENI

1. Souprava muize byt pouzivana pouze zruénym a
vhodné proSkolenym technickym personalem, pod
dohledem zodpovédného lékare laboratore.

2.  Pokud soupravu pouzivame pfi provéfovani krevnich
jednotek a soucasti krve, musi byt test provadén
v laboratofi certifikované a kvalifikované statnimi
organy odpovidajicimi za tuto oblast (ministerstvem
zdravotnictvi nebo podobnou organizaci).

3.  VeSkery persondl zahrnuty do provadéni rozboru
musi mit na sobé& ochranny laboratorni odév, rukavice
bez obsahu mastku a ochranné bryle. Je tfeba
vyhnout se pouziti veSkerych ostrych (jehly) nebo
feznych (noze) prostiedkd. Veskery zucastnény
persondl musi byt proSkolen v procedurach biologické
bezpecnosti, jak doporuCuje Center for Disease
Control (Centrum pro kontrolu nemoci), Atlanta, USA
a jak je uvedeno v publikaci Narodniho institutu
zdravi (National Institute of Health): “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”
(Biologickd  bezpe¢nost v mikrobiologickych a
biomedicinalnich laboratofich), vydani 1984.

4. VSichni zaméstnanci zahrnuti do manipulace vzorkl
museji byt ockovani na HBV a HAV; pfislusné
vakciny museji byt dostupné, bezpecné a Gcinné.

5. Prostfedi v laboratofi by mélo byt kontrolovano tak,
aby neobsahovalo znecistujici latky, jako je prach
nebo vzduchem prena3Sené mikrobialni ¢astice, a to

pfi otevirani ampulek sestavy a mikrodesti¢ek, jakoz i
pfi provadéni zkouSek. Chromogen/substrat chrarite
pred silnym svétlem a pfi provadéni testu se vyhnéte
vibracim povrchu lavi¢ky.

6. Po obdrzeni soupravu ulozte pfi 2 - 8C do ledni ¢ky
nebo chladné mistnosti s kontrolovanou teplotou.

7. Nezaménujte komponenty mezi jednotlivymi davkami
souprav. Doporucuje se nezaménovat komponenty
mezi dvéma soupravami stejné vyrobni davky.

8. Zkontrolujte d&istotu Cinidel a to, zdali neobsahuji
viditelné tézké castice nebo shluky. Pokud tomu tak
neni, pozadejte vedouciho laboratofe o zahgjeni
procedur nezbytnych pro vymeénu soupravy.

9. Vyhnéte se vzdjemnému znecisténi mezi vzorky séra
a plazmy a to tak, Ze budete pouzivat Spi¢ky na jedno
pouziti a po kazdém vzorku je vymeénovat.

10. Vyhnéte se vzajemnému znedisténi mezi Cinidly
soupravy — pouzivejte nastroje na jedno pouziti a po
kazdém pouziti je vyménuijte.

11. Soupravu nepouzivejte po datu  exspirace
vyznaéeném na vnéjSim zasobniku a vnitfnich
Stitcich (ampulek).

12. VSechny vzorky povaZzujte za potencialné infekéni. Se
vS8emi vzorky lidského séra by mélo byt manipulovano
na urovni biologické bezpecnosti 2, jak doporucuje
Centrum pro kontrolu onemocnéni (Center for
Disease Control), Atlanta, USA ve shodé stim, co
bylo popsano v publikaci Zdravotniho institutu
(Institutes of Health’s) nazvané: “Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories”
(Biologickd  bezpecnost v mikrobiologickych a
biomedicinalnich laboratofich), vydani 1984.

13. Pouzivani plastovych materiald na jedno pouziti se
doporucuje pfi pfipravé tekutych slozek a pfi pfenosu
slozek do automatizovanych pracovnich stanic,
abychom se vyhnuli znegisténi.

14. Odpad vyprodukovany béhem pouzivani soupravy je
nutno zlikvidovat ve shodé se statnimi predpisy a
zakony tykajicimi se laboratorniho odpadu chemické
a biologické povahy. Zejména odpad vznikly z myti,
ze zbytkl kontrol a vzorkl musi byt povazovan za
potencialné infekéni material a prfed vyhozenim
deaktivovan. Jako deaktivace je navrzena procedura,
kdy je pouzita 10 % kone¢na koncentrace
doméacnostniho bélidla po dobu 16-18 hodin;
pfipadné je mozna tepelna deaktivace v autoklavu pfi
121<C po dobu 20 min..

15. Havarijni Gniky vzork( a operaci je tfeba absorbovat
papirovymi kapesnicky, namocenymi
v domacnostnim bélidle a pak ve vodé. Kapesnicky je
pak tfeba likvidovat ve k tomu uréenych kontejnerech,
pouzivanych pro laboratorni a nemocnicni odpad.

16. Kyselina sirova je drazdiva. Pokud se rozlije, oSetfete
povrch mnozstvim vody.

17. DalSi odpadni materiély vzniklé pouzivanim soupravy
(pfiklad: Spicky pouzivané pro vzorky a kontrolu,
pouzité mikrodesticky) by mély byt manipulovany jako
potencialné infekéni a likvidovany dle statnich
nafizeni a zakonl vztahujicich se k laboratornim
odpadim.

G. VZOREK: PRIPRAVA A DOPORU CENi

1. Krev je odebirana asepticky napichnutim Zily a plazma
nebo sérum se pfipravi s vyuzitim standardnich metod
ptipravy vzorkd pro Kklinickou laboratorni analyzu. Pfi
ptipravé vzorku s citrdtem, EDTA a heparinem nebyl
pozorovéan zadny vliv.

2. Vyhnéte se jakémukoliv pfidavani ochrannych latek ke
vzorkdim; zejména azidu sodného, protoze tato chemikalie
by ovlivnila enzymatickou aktivitu konjugatu a to by vedlo
k faleSnym, negativnim vysledkam.

3. Vzorky je tfeba jasné oznacit kédy nebo nazvy,
abychom se vyhnuli dezinterpretacim vysledkd. Pokud je
souprava pouzita k provéfovani krevnich jednotek,
darazné doporucujeme S&titky s carovymi  kédy a
elektronické ¢teni.
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4. Hemolyzované (Cervené) a viditelné hyperlipidemické
(“mlé¢né”) vzorky je tfeba vyhodit, protoze by mohly
generovat nepravdivé vysledky. Vzorky obsahujici zbytky
fibrinu nebo téZké ¢Eastice ¢i mikrobidlni vidkna a Castice
by se mély vyhodit, protoZze by mohly vyvolat nepravdivé
vysledky.
5. Sérum a plazmu lIze ulozit pfi +2°- 8°C po dobu az p éti
dnd od odbéru. Pokud je doba skladovani delsi, je tfeba
vzorky zmrazit na —20C a to aZ po n &kolik mésich. Zadné
zmrazené vzorky by se nemély rozmrazovat / rozpoustét
vice nez jednou, nebot by mohlo dojit ke vzniku ¢astic,
které by mohly ovlivnit vysledek zkousky.
6. Pokud jsou Castice pfitomny, provedte filtraci s vyuzitim
0,2-0,8 u filtr, slouzici k o¢isténi vzorku pro testovani.
7. Nepouzivejte vzorky zni¢ené teplem, protoze takové by
mohly mit nepravou reaktivitu.

H. PRIPRAVA SLOZEK A D URAZNA UPOZORNENI
Studie provedend na oteviené soupravé neprokazala
zadnou odpovidajici ztratu aktivity po dobu az 2 mésicu.

Mikrodesti €ky:

Pfed zprovoznénim zasobniku umoZznéte mikrodesti¢ce
dosahnout pokojové teploty (okolo 1 hod). Zkontroluijte,
zda neni poskozena kapsicka a Ze se nevyskytuje zadny
defekt, ktery by ukazoval na problémy s uskladnénim.
V takovém pfipadé volejte zakaznicky servis Dia.Pro.
Nepouzité stripy je tfeba vratit zpét do hlinikové kapsicky,
spolu se suSidlem ji pak pevné zavfit zipem a uloZit pfi +2°
- 8C. P i prvnim otevreni jsou zbylé stripy stabilni po dobu
az dvou mésicu.

Negativni kontrola :
Pripravena k pouzivani. Pfed pouzitim dobfe zamichejte
ve vifivce.

Pozitivni kontrola Ab

Pripravena k pouzivani. Pred pouzitim dobfe zamichejte
ve vifivce. Ktéto sloZzce pfistupujte jako k potencialné
infekéni; dokonce i tehdy, pokud byl HIV (byl-li pfi kontrole
zjistén) chemicky deaktivovan.

Kalibrator Ag:

Lyofilizovany  kalibrator ~Ag obsahuje  neinfekéni
rekombinantni antigen p24. Objem vody odpovidajici
normé EIA pouzité pro jeho fedéni a pro dosazeni spravné
koncentrace p24 (okolo 100 pg/ml) je uvedeno na Stitku
lahvi¢ky. Pro usnadnéni rozpusténi lyofilizovaného peletu
pouzijte vertex na nékolik minut a v pravidelnych
intervalech. Kompletniho rozpusténi dosahnete v prabéhu
2-5 minut.

Koncentrat myciho pufru

Tento 20x koncentrovany roztok je tfeba rozpustit s vodou
tfidy EIA az 1 200 ml a pfed pouzitim jemné zamichat od
jednoho okraje ke druhému. Vzhledem ktomu, Ze se
v ampulce (nadobce) mohou vyskytovat krystaly, dbejte na
to, abyste pfi pfipravé roztoku peclivé rozpustili veskery
obsah.

Pfi pfipravé se vyhnéte vzniku pény, nebot pfitomnost
bublin by mohla snizit G€innost prani.

Poznamka: po rozpusténi je myci (praci) roztok stabilni po
dobu jednoho tydne pfi +2 - 8°C.

Konjugat €. 1:

Roztok konjugatu ¢€. 1 je tfeba pfipravit tésné pred
zahajenim testu. Pfidejte 6 ml Konjugatu 1 rozpoustédla
pfimo do lahvicky Kojugatu ¢&.1 pro rozpusténi
lyofilizovaného praSku. Toto mnozstvi (celkem 6 ml
v lahvi€ce) je dostate¢né pro 32 testd nebo 4 kompletni
stripy mikrotitraéni desticky. Pro usnadnéni rozpusténi
lyofilizovaného prasku pouzijte vertex v pravidelnych
intervalech.

Ddlezitd poznamka: jakykoliv nepouzity podil tohoto
zfedéného roztoku konjugatu €. 1 Ize uschovatp A2 T

az 8 T po dobu ne delSi nez 12 hodin. Po této dob € je
nutné roztok vyhodit, prazdny pouzity kontejner
promyjte vodou odpovidajici norm & EIA a uchovejte
v suchu pro dalsi pouziti.

Konjugat €.2:
Reagencie je pfipravena k pouziti. Pfed pouzitim dobfe
promichejte.

Chromogen/substrat:

Pripraven k pouziti. Pfed pouzitim dobfe zamichejte na
michadle.

Dbejte, abyste kapalinu neznedistili  oxidujicimi
chemikaliemi, vzduchem pfenadSenym prachem nebo
mikroby.

Nevystavujte silnému osvétleni, oxidaénim ¢inidlim nebo
kovovym povrchim.

Pokud je nutné tuto slozku prevést, pouzivejte pouze
plasty, mozny je sterilni zasobnik na jedno pouziti.

Kyselina sirova :

Pripravena k pouziti. Pfed pouZzitim dobfe zamichejte na
michadle.

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

Legenda: R 36/38 = drazdi oc¢i a pokozku.

S 2/26/30 = v pfipadé zasazeni oCi je okamzité vymyjte
mnozstvim vody a vyhledejte Iékafskou pomoc.

Redici roztok vzork @:
Pripraveno k pouziti. Pfed pouzitim dobfe promichejte na
vortexu.

I. INSTRUMENTY A NASTROJE POUZIVANE SPOLU

SE SOUPRAVOU

1. Mikropipety je tfeba kalibrovat tak, aby poskytovaly
presny objem pozadovany pro vySetfeni, a je tfeba
podrobit je pravidelné dekontaminaci (pfirodni lih, 10
% roztok bélidla, nemocni¢ni dezinfekéni prostfedky)
téch ¢&asti, které by v pfipadé nehody mohly pfijit do
kontaktu se vzorkem. Také je tfeba pravidelné je
udrzovat, aby vykazovaly pfesnost 1 % a pravdivost
+/-2  %. Dekontaminace rozlivi nebo zbytkl
komponent sestavy by se méla pravidelné provadét
také.

2. Inkubator ELISA je tfeba nastavit na +37<C (tolerance
+/-0,5C) a pravideln & kontrolovat, aby bylo mozné
zajistit udrzovani pozadované teploty. Pro inkubace
jsou vhodné suché inkubatory i vodni lazné, se
zajisténim validace instrumentd pro inkubaci testu
ELISA.

3. Pro konecny vysledek zkousky je mimofadné dulezita
promyvacka ELISA. Myc¢ku je tfeba peclivé ratifikovat
a pfesné optimalizovat, s vyuZzitim kontrolnich prvkud
soupravy a referenénich paneld, a to jesté pred
pouzitim soupravy pro bézné laboratorni testy. Pro
zajiSténi pribéhu zkousSky v souladu s o¢ekavanim
obvykle postacuje 4-5 mycich cykld (naséati +
dispenzaci 350 ul/jamku praciho roztoku = 1 cyklus).
Mezi cykly se doporucuje doba ohfevu 20-30 sekund.
Aby bylo mozno presné nastavit jejich pocet,
doporucuje se zkousSku provést s kontrolnimi prvky
soupravy a dobfe charakterizovanymi negativnimi i
pozitivnimi referenénimi vzorky, a také provést
kontrolu pro dosaZzeni hodnot popsanych nize v ¢asti
Interni  kontrola  kvality. Pravidelnou kalibraci
dodavanych objemt myckou a na zakladé jeji udrzby
(dekontaminace a cisténi jehel) je tfeba provadét
podle pokyn( vyrobce.

4.  Inkubac¢ni doby maji toleranci +5%.

5. Cte¢ku mikrodestitek ELISA je tfeba vybavit &tecim
filtrem 450 nm a videalnim pfipadé také druhym
filtrem (620-630 nm) pro Ucely zatemrovani. Jeji
standardni vykon by mél byt (a) Sitka pasma < 10
nm; (b) rozsah absorbance od 0 do > 2,0; (c) linearita
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do > 2,0; reprodukovatelnost > 1 %. Zatemrovani se
provadi vjamce uvedené v ¢asti “Procedura
zkouSeni”. Opticky systém ctecky je tfeba pravidelné
kalibrovat, aby bylo mozno zajistit, Ze bude méfena ta
spravna opticka hustota. Je tfeba vénovat mu
pravidelnou udrzbu podle pokynt vyrobce.

6. Prfi pouziti ELISA automatu je tfeba vSechny kritické
kroky (dispenzaci, inkubaci, myti, ¢teni, manipulaci s
daty) peclivé nastavit, zkalibrovat, zkontrolovat a
provadét pravidelny servis, aby bylo mozno
dosahnout hodnot uvedenych v ¢asti Interni kontrola
kvality. ZkuSebni protokol je tfeba nainstalovat do
operacniho systému jednotky a potvrdit jeho platnost
pro mycku i &teCku. Kromé toho je tfeba potvrdit
platnost Casti stanice pro manipulaci s kapalinou
(dispenzaci a myti) a pfesné ji nastavit. Obzvlastni
pozornost je nutné vénovat tomu, abychom se vyhnuli
preneseni jehlami pouzivanymi pro dispenzaci a myti.
To je tfeba prostudovat a zkontrolovat, aby bylo
mozno minimalizovat moznost znecisténi pfilehlych
jamek. Pouziti automatizovanych pracovnich stanic
ELISA se doporu€uje pro provéfovani krve tam, kde
je pocet vzork(, které je tfeba otestovat, vySSi nez
20-30 jednotek na jeden béh.

7. Prfi pouziti automatu DP1 ScreenEasy dodrzujte
instrukce dané vyrobcem zafizeni.

8. PFi pouzivani automatickych zafizeni, v pfipadé, kdy
drzak ampulky (nadobky) instrumentu nesedi
s ampulkami dodanymi v soupravé, roztok prevedte
do vhodnych zasobnikd a tyto oznadte Stitkem stejné
jako bylo uvedeno na pavodni ampulce (nadobce).
Tento krok je dulezity, abychom se vyhnuli zaménéni
obsahu ampulek pfi manipulaci s nimi. Jakmile je test
hotov, vratte druhotné oStitkované zasobniky do
prostfedi s2 - 8C a dohlédn éte, aby byly pevné
uzaviené.

9. Zé&kaznicky servis Dia.Pro nabizi uzivatelim pomoc
pfi nastaveni a kontrole instrumentl pouzivanych
v kombinaci se soupravou, aby bylo mozno zajistit
shodu s popsanymi pozadavky. Je také podporovana
instalace novych instrumentl, které maji byt ve
spojeni se soupravou pouZity.

L. KONTROLA A CINNOSTI PRED ANALYZOU

1. Zkontrolujte dobu pouZitelnosti soupravy vytiSténou
na vnéjSim Stitku krabicky se soupravou. Pokud je
souprava prosla, nepouzivejte ji.

2. Ovéfte, zda tekuté slozky nejsou zneciStény okem
viditelnymi  ¢asticemi nebo shluky. Zkontrolujte
bezbarvost nebo svétle modré  zabarveni
Chromogenu / substratu a to tak, Zze jeho malé
mnozstvi nasajete sterilni transparentni plastickou
pipetou. Zkontrolujte, Ze béhem pfepravy nevzniklo
zadné poskozeni a Ze uvniti krabice neni zadny rozliv
kapaliny. Provéfte, zda hlinikovy vacek obsahuijici
mikrodesti¢ku neni propichnuty nebo poskozeny.

3. Veskery obsah nafedte 20x koncentrovanym pracim
(mycim) roztokem, jak je popséno vyse.

4. Rozpustte Kalibrator Ag.

5. Rozpustte konjugat €. 1 obsahujici lyofilizovany
praSek v Konjugéat €.1 rozpoustédiu (1 lyofilizovany
konjugat ¢.1 + 6 ml Kojugat ¢. 1 rozpoustédla)pro
dosazeni smési konjugatu ¢.1 jako je popséano
v odpovidajicim odstavci.

6. VSem dalSim slozkdm umoznéte dosahnout
pokojovou teplotu (okolo 1 hod) a pak je promichejte,
jak je popséano.

7. Inkubator ELISA desti¢ek nastavte na +37TC a
pfipravte my¢ku ELISA tak, Ze ji dle pokynl vyrobce
naplnite rozfedénym mycim roztokem. Nastavte
spravny pocet pracich cykld, jak Ize zjistit z validace
instrumentu tykajici se jeho pouzivani se soupravou.

8. Zkontrolujte, Ze byla zapnuta ctecka ELISA a to
nejméné 20 minut pred ¢tenim.

9. Pokud pouzivate automatizovanou pracovni stanici,
zapnéte ji, zkontrolujte nastaveni a ujistéte se, ze

pouzivéate spravny zkuSebni protokol.

10. Zkontrolujte, zda jsou na spravny objem nastaveny
mikropipety.

11. Zkontrolujte, zda je veSkeré ostatni vybaveni
dostupné a pfipravené k pouzivani.

12. Pokud se vyskytnou problémy, vtestu déale
nepokracujte a kontaktujte vedouciho.

M. PRUBEH ANALYZY

Analyzu je tfeba provadét podle pokynu uvedenych dale a
dbéat pfitom na to, abychom pro vSechny testované vzorky
dodrZovali stejnou inkubaéni dobu.

1. Automatizovana analyza:

Pokud je test provadén automaticky se systémem ELISA,
navrhujeme nejprve provést pfipravu instrumentu s 50 ul
rozpoustédla vzorku a poté 150 ul kontrolu a vzorky. Pfed
nasatim dalSiho vzorku je tfeba ddkladné omyt jehly,
abychom se vyhnuli vzajemnému znecisténi mezi vzorky
nebo Spickami, které maji byt vyménény.

Pfi dalSich operacich se Fidte provoznimi pokyny
popsanymi nize pro manualni zkouSeni.

Darazné doporucujeme zkontrolovat, Ze ¢asovy prekryv
mezi dispenzaci prvniho a posledniho vzorku bude po¢itan
instrumentem a vzat v Gvahu odpovidajicim odsunutim
prvni operace prani (myti).

Manudlni provedeni:

1. Predtim, nez rozdélite vzorky a kontroly testu do
jamek, rozpustte spravné mnozstvi lyofilizovaného
konjugétu ¢.1 v Konjugat ¢.1 rozpoustédle.

2. Umistéte pozadované mnoZstvi stripli do drzaku
mikrotitraénich desti€ek. Prvni jamku zanechejte
prazdnou pro operaci zatemrovani (pfipravy
polotovaru).

3. Davkujte 50 ul rozpoustédla vzorku do kazdé jamky
s vyjimkou Al pouzivané pro blank (pfipravu
polotovaru).

4. Pak pfidejte 150 ul negativni kontroly v triplikatu, 150
ul HIV1 pozitivni kontroly, 150 ul HIV2 pozitivni
kontroly a 150ul kalibratoru Ag v duplikatu do
pfisluSnych jamek.

5. Do kazdé spravné oznacené jamky prfidejte 150 ul
vzorku. Desticku michejte jemné na pracovnim
povrchu a vyhnéte se preteCeni a znecisténi
sousednich jamek, s cilem pIného rozptyleni vzorku
do rozpoustédla.

6. Mikrotitracni desti¢ku inkubujte po dobu 60 min p Fi
+37C .

Ddlezitd poznamka: stripy je tieba zatésnit lepici tésnici
félii pouze v pfipadé manuéiniho zpracovani testu.
V pripadé pouziti automatu stripy nezakryvejte.

7. Mikrodesticku promyjte automatickou promyvackou
pfidanim a odsatim 350ul fedéného promyvaciho
roztoku do kazdé jamky, jako je uvedeno v odst. 1.3.

8. Pipetujte 15 ul smési konjugatu €. 1, pfipraveného,
jak je popsano dfive, do kazdé jamky s vyjimkou
prvni, uréené pro blank a desti¢ku pfikryjte folii.

Ddlezitd poznamka: dbejte, abyste se nedotkli vnitrniho
plastového povrchu jamky Spickou naplnénou konjugatem.
Mohlo by to vést ke kontaminaci.

9. Desticku inkubujte po dobu 30 min pf¥i teploté
+37<T.

10. Pipetujte 100 ul konjugatu &. 2 do vSech jamek
s vyjimkou Al a jemné zamichejte.

Ddlezitd poznamka :uvedeny roztok je tfeba pridat do
spodni ¢asti kazdé jamky, aby bylo zajiSténo odpovidajici
provedeni. Neadekvatni promichani téchto dvou roztokd
(konjugatu 1 a konjugatu 2) mdze snizit navazani
streptavidinu HRP (konjugét 2) na biotinylované peptidy a
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néasledné ovlivnit provadeni analyzy. Ujistéte se, Ze jste

pA

pfidani konjugatu ¢&. 2 zajistili adekvatni michani v

pfipadé manudlni i automatizované procedury.

11.

12.
13.

Ddlezitd poznamka:

Inkubujte zakrytou mikrodesti¢ku po dobu 30 min p Fi
teplot & + 37C .

Promyjte jako v ¢asti 7.

Pridejte 200 ul smési Chromogenu / substratu do
kazdé jamky vcetné jamky ur¢ené pro blank. Poté
mikrodesti¢ku inkubujte pfi pokojové teplot & (18-
25C) po dobu 30 minut . Odpocitavani ¢asu zahajte
okamZzité po pridani této slozky do prvni jamky.

nevystavujte silnému, pfimému

svétlu. Mdze zpusobit vysokou hodnotu pozadi.

14.

15.

Pro zastaveni enzymatické reakce pipetujte 100 ul
kyseliny sirové do vSech jamek, s vyuzitim stejného
poradi pipetovéani, jako v kroku 13. Pfidani kyseliny
zabarvi pozitivni kontrolu a pozitivni vzorky z modré
na Zlutou.

V kazdé jamce zmeéfte intenzitu barvy roztoku, jak je
popséano v ¢asti 1.5, pfi filtru 450 nm (Cteni) a snad
také i pfi 620-630 nm (odecet pozadi). Jako blank
pouzijte jamku Al.

Ddlezité poznamky:

1.

Pokud neméte k dispozici druhy filtr, pohlidejte, aby na
dné mikrojamky nebyly pred provedenim odectu pri
450 nm Zzadné otisky prstd. Otisky prstd mohou p#i
odectu generovat faleSné pozitivni vysledky.

Odecet je tfeba provést bezprostfedné po pridani
stop roztoku a v kazdém pripadé ne pozdéji nez 30
minut po jeho p/Adani. Jinak se mdze objevit
samovolna oxidace chromogenu, ktera mize vést
k vysoké hodnoté pozadi.

. SCHEMA ZKOUSKY
Metoda Operace
Rozpoustédlo vzorku |50 ul
Kontroly a kalibratory (150 ul
Vzorky 150 ul
Prvni inkubace 60 min
Teplota +37C
Promyvani 4-5 cyklu
Konjugat €. 1 150 ul
Druhd inkubace 30 min
Teplota +37C
Konjugat ¢. 2 100 ul
Treti inkubace 30 min
Teplota +37C
Promyvani 4-5 cyklu
TMB/H202 200 ul
Ctvrté inkubace 30 min
Teplota pokojova
Kyselina sirova 100 ul
Odecet OD 450nm

Nasleduje priklad schématu rozdéleni:

Mikrodesti ¢ka

C [NK V3
D |NK v4

POz1 (V5
E

POz1 (V6
F

POz 2 (V7
G
H |POZ2 |V8

Legenda:

kontrola V = vzorek

BLK = prazdny NK = negativni kontrola POZ2 = HIV2 pozitivni

POZ 1 = HIV1 pozitivni kontrola

O. INTERNI KONTROLA KVALITY
Provéfuji se kontrolni prvky a kalibrator, a to pfi kazdém
pouziti soupravy k ovéfeni hodnot OD450nm, zda jsou ve

shodé

s hodnotami

o¢ekdvanymi a  popsanymi

v nasledujici tabulce.

Kontrola

Prazdna jamka

Negativni kontrola
(NK)

Pozadavky

< 0,100 OD450nm

< 0,150 OD450nm po blankovani.
Absorbance  jednotlivych  negativnich

kontrol musi byt < 0,200. Pokud je hodnota
mimo rozsah, vyfadte ji a spocitejte
pramér znova. Pokud jsou mimo rozsah
dvé hodnoty, analyza musi byt
zopakovana.

HIV-1 Ab pozitivni
kontrola

Primér OD450nm > 0,700.

HIV-2 Ab pozitivni
kontrola

Priimér OD450nm > 0,700.

HIV Ag Kalibrator

S/Co>1

Pokud vysledky testu spliuji poZadavky uvedené vyse,
prejdéte k dalSi ¢asti.
Pokud je nesplnuji, postupujte nasledovné:

Problém

Zkontrolujte, Ze...

Blank
> (0,100 OD450nm

1. se roztok chromogen / substrat béhem
analyzy neznegistil

BLK V1

Negativni
kontrola

(NC)

> 0,150 OD450nm
po blankovani

1. jsou promyvani uvedené vodst. M a
nastaveni promyvacky stejné

2. byl pouzit vhodny promyvaci roztok a
promyvacka jim byla pfed pouzitim
proplachnuta;

3. pfi analyze nebyla udélana Zzadna
chyba (pfidani pozitivni  kontroly
namisto kontroly negativni);

4. nedoSlo ke kontaminaci negativni

kontroly nebo jamek pozitivnimi vzorky
nebo enzymovym konjugatem

5. se mikropipety neznecistily pozitivnimi
vzorky nebo enzymovym konjugatem

6. jehly promyvacky nejsou zablokovany
nebo jim neni z&asti branéno
v &innosti.

Pozitivni kontroly
< 0,700 OD450nm

NK V2

1. byla procedura spravné provedena;

2. pfi davkovani kontrol nebyla udélana
chyba (pfidani negativni kontroly
namisto kontroly pozitivni. V takovém
pfipadé bude mit negativni kontrola
také hodnotu OD450nm > 0,200).

3. jsou promyvani uvedené v odst. M a
nastaveni promyvacky stejné

4. nedoSlo k externimu
pozitivni kontroly

znecisténi
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1. byla procedura spravné provedena

2. pri davkovani kontrol nebyla udélana
chyba (pfidani negativni kontroly
namisto  kalibratoru Ag. V tomto
pfipadé bude mit negativni kontrola
také hodnotu 0,200 OD450nm)

HIV Ag Kalibrator |3. jsou promyvani uvedené v odst. M a

nastaveni promyvacky stejné

4. nedoSlo k externimu  znediSténi
pozitivni kontroly
5. lyofilizovany praSek se spravné

rozpustil v odpovidajicim  mnozstvi
vody uvedeném na Stitku

Pokud se tyto problémy vyskytnou, popiSte po provedeni
kontroly vSechny zbylé potize vedoucimu, ktery podnikne
dal$i opatreni.

P. VYPOCET CUT-OFF

Vysledky analyzy se pocitaji pomoci mezni hodnoty
stanovené dle nasledujiciho vzorce jako pramér hodnot
OD450nm negativni kontroly (NK):

NK + 0,125 = cut-off (Co)

Hodnota, zjisténa pro test, se pouzivad Kk interpretaci
vysledki, jako je popséno v nésledujici ¢asti.

Ddlezitd poznamka : po dokonéeni vypoctu vysledkd
ELISA automatu se ujistéte, Ze kvypoctu cut-off bylo
pouZito spravného vzorce a ziskané vysledky interpretujte
spravnym zpusobem.

Q. INTERPRETACE VYSLEDK U
Vysledky testu se interpretuji jako pomér vzorku OD450nm
a hodnoty cut-off (neboli S/Co) dle nasledujici tabulky:

S/Co Interpretace

<1 Negativni

>1 Pozitivni

Negativni vysledek indikuje, ze pacient nebyl nakazen
HIV.

Pokud se Gvodni hodnota absorbance rovna hodnoté cut-
off nebo je vétsi, vzorek znovu otestujte v duplikatu. Pokud
budou obé hodnoty z opakovaného testovani mensi nez
hodnota cut-off, neni interpretace reaktivni na HIV
protilatky a/nebo antigen (negativni).

Pokud jsou jedna nebo obé& hodnoty z opakovaného
testovani rovny nebo vétsi nez hodnota cut-off, je
interpretace vysledk( testd opakované reaktivni.

Vzorek by mél byt povazovan za reaktivni nebo pozitivni
na HIV protilatky a/nebo antigen podle kritérii tohoto HIV
ELISA testu.

Pozitivni vysledek znamena nakazeni HIV a k pacientovi
by tak mélo byt pfistupovano odpovidajicim zpGsobem.

Dulezité poznamky:

1. Interpretace vysledkd by se méla provadét pod
dohledem vedouciho laboratofe, aby bylo sniZzeno
riziko chyb pfi posuzovani a v interpretaci.

2. Opakované reaktivni vzorky by pfed stanovenim
diagnézy HIV mély byt postoupeny k potvrzujici
analyze.

3.  P#A prfevodu vysledkd zlaboratofe do informacniho
centra je tfeba vénovat pozornost tomu, abychom se
vyhnuli chybnému prevodu dat.

4. Diagn6zu nékazy HIV mdze provést a pacientovi sdélit
pouze kvalifikovany |ékar.

Pfiklad vypoctu je uveden nize:

Nasledujici Udaje nesméji byt pouzity namisto skutecnych
dat ziskanych uZivatelem.

Negativni kontrola: 0,110 — 0,120 — 00115 OD450nm
Pramérna hodnota: 0,115 OD450nm
Niz8i nez 0,200 — pfijato

HIV 1 Ab pozitivni kontrola: 2,000 OD450nm - pramérna
hodnota
VysSi nez 0,700 — prijato

HIV 2 pozitivni kontrola: 2,200 OD450nm - pramérna
hodnota
VysSi nez 0,700 — prijato

Kalibrator Ag: 0,322 OD450nm — primérna hodnota
S/Co > 1 pfjat

Cut-off = 0,115+1,125 = 0,240
Vzorek 1: 0,070 OD450nm
Vzorek 2: 1,690 OD450nm
Vzorek 1 S/Co <1 = negativni
Vzorek 2 S/Co>1 = pozitivni

R. PARAMETRY

Hodnoceni provedeni analyzy bylo provedeno v externim
centru pro HIV diagnézu, které zkouSelo soupravu na
vzorcich pozitivnich a negativnich na protilatky proti HIV
na souprave s CE-certifikatem pouZivanych v referencni
laboratofi, a také v laboratofich spole¢nosti DiaPro.

1. LIMIT DETEKCE

Limit detekce analyzy byl stanoven na zakladé
pramérnych hodnot vzorkl specifickych pro HIV-1 a HIV-2
protilatky a antigen HIV-1 p24. Testovani bylo podpofeno
spole¢nosti NIBSC Blanche Lane South Mimms Potters
Bar Hertfordshire EN6 3QG, UK.

Vzorky byly rozpustény v HIV Ab&Ag negativni plazmé v
duplikatu, aby byly zjistény diluéni kfivky.

Tabulky nize uvadéji primérné hodnoty OD450nm a index
S/Co:

Vzorek NIBSC anti-HIV 2 monitor
Koéd 99/674 — 005

5 o] Lof# 0506 Lef& o706 [ LofE 0908
on | O050nm | SiCe | ODd50nm | Sico | ODds0nm | S0
1% [ 45 over ~15.10 el [ =151
Fl 3838 14.1 3.TES 14.5 3,774 14.4
2y 2371 BT 2964 8.7 2318 8.5
[ 1253 45 1.087 42 1.140 4.4
162 0700 28 0712 2.7 0.735 2.8
330 0262 1.7 0.433 1.7 0.433 1.E
[T 0261 1.0 0260 1.0 0.734 1.1
12Bx OL1ES 0.7 0.971 0.7 0.174 0.7
diluent 0140 0.5 0122 0.5 0.131 0.5
Souprava vykazuje limit pfi fedéni 64x.
NIBSC Britsky standard pro anti HIV 1
Kaéd 99/750 — 007
Sample Lok & 050e Lot # oT0e Lot # 306
Dilurtien | ODES0nm | SiCo | ODE50nm | SiCo | QD4L50nm | SMCo
13 2206 &1 2085 8.0 2 142 8.2
2 ] a7 0.525 3.6 1.027 3.5
i 07 1.7 0.455 1.3 [.436 1.3
[:E3 LSS 1.1 135 1.2 el 1.1
16 o212 oa 0.206 0.8 0220 0.5
dllert 0.140 0.5 0122 0.5 0131 0.5

Souprava IVCOMB.CE vykazuje limitni hodnotu pfi fedéni
8X.

NIBSC Britsky standard pro anti HIV 1
Koéd 99/710 — 007
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Sample ol 0S0E] L& 0708 LAE  oaon Etabilissement Franc_ais du Sang
Diublon | ODESENM | S0 | ODASNM | S0 | GD450mm | SiCo Provedeni sm ésny titr
1% 0.5E8 232 a.E11 24 D.E07 2.3 Panel HIV Ab (1-6) SarZe 11
] 0.301 L1 0.309 1.2 [.312 1.2
L 0155 0.y 1210 (15 0192 0.7 Vzorek SloZeni
Souprava vykazuje limitni hodnotu pfi fedéni okolo 2x. 2 HIV2 (1/800)
Monitorovaci vzorek NIBSC HIV-1 p24 Antigen 3 Negativni
Kéd 02/146 — 002 4 HIV1 (1/700)
5 HIV1 (1/160)
Lot# os06] Lot  oi0s| Lot o908 6 HIV1 (1/200)
Dliution | O0E50nm | 500 | COE50nm | 500 | COD450nm | 5550
1x 3.564 154 | 3850 120 | 3552 13.5 vzorek Sarze Sarze Sarze S/Co
2 2151 7.3 2133 g2 2 066 8.0 0506 0706 0906
;: Eg; 4 g n; ;.E 4 g ngsg Eg ID SiCo SiCo SiCo Pramér
. & X . X !
= O O - I ; 23%5 2352,0 2352'1 2341'9
F2n 0.255 (] 0236 a8 [.229 e - n n n
dlent | 0140 | 05 | 022 | 05 | Od31 | 0% 3 0.4 04 04 04
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. - BBI Anti-HIV 1 Nizky Titr
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Souprava vykazuje limitni hodnotu pfi fedéni okolo 512x. 12 4,1
. 13 3,7
2. DIAGNOSTICKA SPECIFITA A CITLIVOST 14 7.2
15 10,9
2.1 Diagnostickéa specifita
Diagnosticka specifita soupravy byla zjistovana na
po’pulacivvice nez 500 anpnymnich déarc krye. 3 Estabilissement Francais du Sang
Nasledné byla testovana populace vice nez 200 Panel provedeni
hosr:ital_iz%vang(lz\r} pacientt, ktefi byli vySetfeni na HIV Ag (3015-3022) arze 2004
patologie bez L - . vzorek IVCOMB.CE Koncentrace
Diagnosticka specifita byla hodnocena testovanim vice &
< A o PR o Sarze 0506 HIV 1 p24 Ag
neZz 100 potenciélné interferujicich vzorkda (jiné infekéni s/Co (pg/ml)
onemocnéni, pozitivni na protilatky E.coli, pacienti 3015 87 5%0
ovlivnéni nevirovou hepatitidou, pacienti s dialyzou, 3016 4’2 550
téhotné Zeny, hemolyzy, lipémie, atd.). 1Y8
V prabéhu metody zpracovani vzorku nebyla pozorovana 3017 d 100
zadna faleSna pozitivita. Ke stanoveni hodnoty specifity 3018 1.2 50
byly pouzity jak plazma, ziskané rGznymi standardnimi 3019 0,9 25
technikami (citrat, EDTA a heparin), tak sérum. 3020 0,6 10
Byly testovany také zmrazené vzorky pro zjisténi 3021 0.6 S
interferenci zpusobenych skladovanim. 3Q22 0,5 diluent
Nebyly pozorovany 7&dné interference. (diluent)

2.2 Diagnosticka citlivost

Diagnosticka citlivost testu byla stanovena na populaci HIV
pozitivnich vzorka.

Vysledky pro nékteré mezinarodni panely jsou uvedeny
nize v tabulkach.

Nasledné byly hodnoceny za pouziti IVCOMB.CE, Sarze
0508, nékteré panely sérokonverze, ziskané od BBI, USA.
V tabulce nize jsou uvedeny vysledky ziskané ze vzorkl
obsahujicich protilatky HIV 1/2/0 a/nebo antigen HIV-1
p24.

Panel IVCOMB.CE IVAB.CE

sérokonverze | 4.generace HIV | 3.generace HIV Ab
Ab&Ag

ID Prvni  vzorek v | Prvni vzorek v
panelu detekovany panelu detekovany
jako pozitivni jako pozitivni

PRB926 3 5




| Dok.: | INSIVCOMB.CE/CZ | Strana| 9z11 Rev..p0 DatWi/2008 |

PRB927 2 3
PRB930 2 3
PRB931 6 6
PRB933 2 2
PRB935 6 7
PRB941 4 5
PRB942 4 Bez detekce
PRB944 3 5
PRB946 3 Bez detekce
PRB948 4 Bez detekce
PRB950 3 4
PRB952 3 5

Souprava vykazuje vysSi citlivost nez predchozi generace
v pfipadé, Ze je schopna detekovat antigen p24.

Vysledky ovéreni pfesné koreluji s hodnotami, které zjistila
EU CTS a jsou uvedeny v tabulce nize:

Diagnosticka citlivost 100%

Diagnosticka specifita = 99,5%

3. REPRODUKOVATELNOST

Reprodukovatelnost soupravy byla stanovena zjiSténim
hodnot v ramci jednoho bé&hu a mezi jednotlivymi béhy.
V tabulce niZe jsou uvedeny vysledky pro negativni vzorky
a slabé pozitivni vzorky.

Pramérna hodnota Negativni vzorek |Slab & pozitivni
N=48 vzorek
OD450nm 0,136 0,916

Odchylka 0,011 0,022
Smérodatna 7,6 4,0

odchylka %

S. OMEZENi STANOVENI

UZivatel soupravy je povinen peclive precist tento
pfibalovy letak. Pfesné dodrzovani protokolu je nutné pro
dosazeni spolehlivych vysledkl. Presné pipetovani vzork
a reagencii i opatrné promyvéani a ¢asovani inkubac¢nich
krokll je nutné pro pfesnou a opakovatelnou detekci
protilatek HIV-1 a HIV-2 a antigenu HIV-1p24.

Po dokonceni EIA testu konfirmujte opakované pozitivni
vzorky  dalSim  pouzitim  western  blotu  (WB),
imunofluorescenéni (IFA), radioimunoprecipitaci (RIPA)
nebo metodou PCR na pfitomnost nukleové kyseliny HIV.
Stanoveni, kde pacientské sérum obsahuje protilatky proti
HIV nebo antigen p24, znamena vyrazné I|ékarskeé,
socialni, fyziologické i ekonomické komplikace.

Doporucuje se diskrétnost, patficné poradenstvi a Iékafské
vyhodnoceni povaZovat jako podstatny aspekt testovani.
AIDS a AIDS pfibuzné podminky jsou klinicka onemocnéni
a jejich diagnéza muze byt stanovena klinicky.

Samotné EIA testovani nem 0ze byt pouZito ke
stanoveni diagn6zy AIDS.

Nereaktivni vysledek testu v zadném pfipadé nevyluéuje
moznost expozice nebo infekce HIV.

Riziko asymptomatické osoby, kterd je opakované
reaktivni s rozvinutym onemocnénim AIDS nebo
ptibuznou chorobou neni znamé.

U testu této povahy mohou byt pozorovany faleSné
reaktivni vysledky. Podil reaktivnich vzorkd zavisi na
citlivosti a specifik soupravy a na prevaze protilatek HIV1 a
HIV-2 v populaci.

Protilatky proti HIV se mohou diky dobrovolné participaci
vyskytnout ve studii vakcinaci proti HIV.

Interpretace tohoto diagnostického testu zavisi na typu
vakciny, ktera byla podéana. Korelace s |ékafskou historii a
nasledné testovani mulze byt nezbytné pro presnou
diagnostiku HIV u dobrovolnikd pro o¢kovani.
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