TOYO NAVOD PRO POUZITI
HBsAg test, PK/S/P
in vitro diagnostikum

Pouze pro profesionalni pouziti in vitro
Kazetovy test pro stanoveni povrchového antigenu viru hepatitidy B

UVODNI INFORMACE

Hepatitida je obecny nazev zahrnujici zanéty jater, které mohou byt zptisobeny riznymi infekénimi ptavodci jako
je hepatitida A, B, C, D a E. Z mnoha typa virové hepatitidy mé nejvétsi vyznam hepatitida B (HBV). Hepatitida
B je zavazné a Casté infekéni onemocnéni jater, tykajici se milionti lidi po celém svéte.

Zavazné patologické dusledky pfetrvavajici virové infekce jater (HBV) zahrnuji vyvoj chronické jaterni
nedostatecnosti, cirhdzy a hepatocelularniho karcinomu (HCC). Kromé toho virus hepatitidy B (HBV) muze
prenaset onemocnéni po dobu mnoha let. Infekce se miize objevit i v ranném détstvi, kdy je bez pfiznakd, a Casto
vede k chronickému stadiu.

Detekce povrchového antigenu hepatitidy B (HBsAg) identifikuje jedince infikované virem hepatitidy B.
Koncentrace sérové HBV DNA kvantifikovana real-time polymerazovou fetézovou reakei (PCR) koreluje
s progresi onemocnéni a tim i s nasazenim 1é¢by a dalSim monitorovanim. HBsAg se typicky detekuje citlivou
imunozkouskou, ktera pouziva protilatku proti povrchovému antigenu hepatitidy B. Rychlé testy pfinaseji
vyznamné vyhody, které zahrnuji snizeni nakladl, rychlé ziskani vysledkd, casnou diagnézu, personal
s minimem pro§koleni, zvySeni trovné periferni zdravotni péce a rychlé zahajeni 1écby.

Interpretace panelu testii_hepatitidy B

Testy Vysledky Interpretace

Detekce HBsAg v pIné krvi/ séru/ plazmé

HBsAg, anti-HBc, anti-HBs negativni, negativni, negativni vnimavy

HBsAg, anti-HBc, anti-HBs

negativni, pozitivni, pozitivni

imunni v disledku piirozené ndkazy

HBsAg, anti-HBc, anti-HBs

negativni, negativni, pozitivni

imunni v diisledku vakcinace proti hepatitidé B "

HBsAg, anti-HBc, IgM anti-HBc, anti-HBs

pozitivni, pozitivni, pozitivni, negativni,

akutné infekéni

HBsAg, anti-HBc, IgM anti-HBc, anti-HBs

pozitivni, pozitivni, negativni, negativni

chronicky infekéni

HBsAg, anti-HBc, anti-HBs

negativni, pozitivni, negativni

4 moZné interpretace”

" 4 interpretace: 1. MliZe se jednat o uzdraveni z akutni HBV infekce.

2. MiZe se jednat o neurcitou imunitu a test neni dostatecné citlivy pro detekci velmi
malého mnozstvi HBsAg v séru.
3. Mize se jednat o vnimavost s faleSnou pozitivitou anti-HBc.
4. Muze se jednat o nedetekovatelné mnozstvi HBsAg pritomného v séru a jedinec je
ve skute¢nosti chronicky infekéni.
™ Protilatkova odpovéd’ (HBsAg) se miize zméfit kvantitativné nebo kvalitativng. Ochranna
protilatkova odpoved’ je definovana kvantitativné 10 a vice mezinarodnimi milijednotkami (>= 10
mUI/ml) nebo kvalitativne€ jako pozitivni. Aby testovani po vakcinaci mélo smysl, mélo by se provést
1-2 mésice po tieti vakcinacni davce.

DEFINICE

e Povrchovy antigen hepatitidy B (HBsAg): Serologicky marker na povrchu viru hepatitidy B.
Muze byt detekovan ve velkém mnozstvi v séru béhem akutniho nebo chronického zanétu.
Pritomnost HBsAg ukazuje na to, Ze jedinec je infekéni. Jedinec normalné produkuje
protilatky proti HBsAg jako soucéast normalni imunitni odpovédi na infekei.

e Protilatka proti povrchovému antigenu hepatitidy B (anti-HBs): pfitomnost anti-HBs
protilatek je obecné interpretovana jako znamka zotaveni a imunity proti HBV infekci. Anti-
HBs protilatky se vytvoii u jedince, ktery byl uspésné o¢kovan proti hepatitidé B.




e Protilatka proti jadrovému antigenu hepatitidy B (anti-HBc): objevi se na pocatku ptiznakii
akutni hepatitidy B a pfetrvava po cely zivot. Pfitomnost anti-HBc ukazuje na predeslou nebo
soucasnou infekci virem hepatitidy B v ¢asové pfesné nedefinovatelném obdobi.

e [gM protilatky proti jadrovému antigenu hepatitidy B (IgM anti-HBc): Tyto protilatky se
objevuji v pritb¢hu akutni faze nebo po piedchazejici infekci HBV a jsou pfitomny po dobu
pfiblizné 6 mésict.

POUZITI
HBsAg test je rychlou chromatografickou imunoanalyzou pro kvalitativni detekci povrchového
antigenu hepatitidy B (HBsAg) v lidské plné krvi / séru / plazmé.

DIAGNOSTIKA

Monoklonalni protilatky anti-HBs, kozi anti-mysi IgG  polyklonalni protilatky a anti-HBs
monoklonalni

protilatka znacena casticemi koloidalniho zlata.

METODA

HBsAg test pouziva imunochromatografickou metodu pevné faze pro kvalitativni detekci HBsAg v lidské plné
krvi / séru / plazmé. Vzorek se aplikuje do jamky pro vzorek. Obsahuje-li vzorek HBsAg v detekénim mnozstvi,
vaze se tento k mobilnim mys$im monoklonalnim anti-HBs protilatkam konjugovanym s ¢asticemi koloidalniho
zlata. Spolecné se pohybuji k testovaci oblasti “T*. Povrchové antigeny hepatitidy B se vaZou k imobilizovanym
mysSim monoklondlnim anti-HBs protilatkdm a vysledkem je, ze HBsAg molekuly, které byly navazany
k mobilnim mys$im monoklonalnim anti-HBs protilatkdm (konjugovanym s Casticemi koloidalniho zlata), jsou
imobilizovany v “T* oblasti a vytvareji tak viditelnou barevnou linii zplGsobenou nahromadénim Castic
koloidalniho zlata v “T* oblasti, indikujici pozitivni vysledek testu. Neobsahuje-li vzorek HBsAg, potom se
vzorek pohybuje k “T“ oblasti spolecné snenavdzanymi (volnymi) anti-HBs myS$imi monoklonalnimi
protilatkami konjugovanymi s ¢asticemi koloidalniho zlata. Imobilizované mysSi monoklondlni anti-HBs se
nemohou navéazat na mobilni mysi monoklonalni anti-HBs protilatky konjugované s ¢asticemi koloidalniho zlata
a tak nedojde k vytvoreni barevné linie, coz znamend negativni vysledek testu. Bez ohledu na obsah HBsAg
v tekutiné vzorku, jakmile tekutina vzorku prochézi kontrolni “C* oblasti, mobilni monoklonalni protilatky anti-
HBs konjugované s Casticemi koloidalniho zlata se vazou k imobilizovannym kozim anti-mysi IgG protilatkam.
Nahromadéni c¢astic koloidalniho zlata vytvoii viditelnou barevnou linii v “C* oblasti (barevny kontrolni
prouzek), coz potvrzuje platnost vysledku testu. Barevny prouzek v kontrolni oblasti “C* musi byt vzdy
viditelny; neni-li vidét zadny barevny prouzek v kontrolni oblasti “C*, je vysledek testu neplatny.

UPOZORNENI A OMEZEN{

1. Pouze pro profesionalni diagnostické pouziti in vitro.

2. Prectéte si pozorné pied pouzitim tento pribalovy letak. Abyste ziskali spravné vysledky,
musite provadét test presné tohoto letaku.

3. Test je urcen pro vzorky plné krve/séra/plazmy. Pouziti jinych typd vzorkl mtze zpisobit
neplatné nebo falesné vysledky.

4. Nepouzivejte set po uplynuti exspiraéni doby. Testovaci kazeta je pouze na jedno pouziti.
Nepouzivejte opakovang.

5. Testovaci kazeta musi zlstat v origindlnim obale do doby testovani. NepouZzivejte test
v pripad¢ poskozeni sacku.

6. Pro kazdy vzorek pouZijte novou pipetu. Po pouziti lahvicku s pufrem uzaviete. Po prvnim
rutinnim pouziti je pufr stabilni do konce exspirace.

7. Pro odecteni vysledki pouzijte vhodné osvétleni.

Po testovani odstrante testovaci kazetu do biologického odpadu.

9. Tento test mohou pouzivat pouze dostatecné proskoleny personal seznameny s laboratornimi
postupy a s jejich potencialnimi riziky. Pouzivejte vhodné obleceni, ochranné rukavice, bryle
a zachazejte s materialy podle Spravné laboratorni praxe.

10. Se vSemi vzorky pacientil se zachazi jako s potencialné infekénimi. Behem celého postupu
dodrzujte vSechna upozornéni tykajici se mikrobiologického rizika a vzorky odstraiite do
odpadu dle standardnich postupt.

11. Nezamrazujte a nerozmrazujte opakované vzorky plazmy. Je-li to mozné, vyhnéte se pouZiti
zamrazenych a rozmrazenych vzorkd, protoze detrit miize blokovat membranu.

12. Nepouzivejte zakalené, hemolytické vzorky. Zakalené vzorky je mozno centrifugovat.
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13. Hemolytické vzorky by se nemély pouzivat, protoze mohou zpusobit neplatné nebo falesné
vysledky.

14. Negativni vysledek nevylucuje moznost HBV infekce. V piipadé, Ze test je negativni a
klinické ptiznaky pretrvavaji, proved’te dodatecné testovani za pouZiti jinych metod.

15. Fale$n¢ negativni vysledky se vyskytuji po nedavné expozici HBV. Obdobi po nedavné
expozici mize trvat nékolik mésict, diive nez hladina protilatek stoupne nad detek¢ni limit.
V mimotadnych pfipadech, pfitomnost mutantniho viru a infekce variantnim virem mohou
vést k falesné negativnim vysledkim.

16. Pozitivni vzorky se musi pietestovat za pouziti jinych metod a vysledky nemohou byt pouzity
jako jediny dikaz pro diagnozu virové infek¢ni hepatitidy.

17. Jako u vSech diagnostickych testl, musite mit na zfeteli, ze stanoveni diagndzy nemutze byt
zalozeno na jediném vysledku testu. Diagndza muze byt vyslovena pouze odbornikem az po
vyhodnoceni vSech klinickych a laboratornich naleza.

UCHOVAVANi

Testovaci kazety se musi uchovévat mimo zdroje radiace, ptimého slune¢niho svétla, vlhkosti a tepla.
Skladuji se pti 4 — 30°C. Nemrazi se.

Testovaci kazeta se musi pouzit do 1 hodiny po otevieni.

SlozZeni setu: Testovaci kazety, kapatka, diluenty (pouze pro vzorky plné krve) a navod k pouziti.
Material poZadovany, ale nedodavany: Zkumavka pro odbér vzorku, centrifuga a stopky, pro
odebrani plné krve z prstu: sterilni lanceta a zkumavka.

Material doporucovany, ale nedodavany: Mikropipety pro pieneseni daného mnozstvi vzorku
b&hem provedeni testu, negativni a pozitivni kontrolni materialy.

ODBER VZORKU A PRIPRAVA

Test se provadi s plnou krvi (ven6ézni nebo kapildrni krev) / sérem / plazmou. Aby se zabranilo
hemolyze, pripravuje se sérum nebo plazma z krve co mozna nejdiive a testuje se ihned po odbéru.

V ptipadg, Ze je testovani odlozeno, skladuji se vzorky séra nebo plazmy pti 2 — 8°C tii dny. Po téech
dnech se vzorky musi zamrazit pfi — 20°C nebo niZe. MraZené sérum nebo plazma se musi zcela
rozmrazit a pred testovanim velmi dobfe promichat. Pied testovani vzorky vytemperujte na teplotu
mistnosti.

Plazma a vendzni krev se odebiraji do nasledujicich antikoagulacnich roztokli: K3EDTA, K2EDTA,
citrat sodny (3,2%), citrat sodny (3,8%), heparin litny, heparin sodny.

Vzorky séra: krev se odeberte do zkumavky bez antikoagulacniho roztoku, ponecha se 30 minut stat,
aby doslo ke koagulaci, a poté se centrifuguje. Tekutina, kterd zistava po ukonceni centrifugace, se
pouziva jako sérum. (Doba centrifugace & rychlost: 2300 — 2880 x g po dobu 10 minut).

Vzorky plazmy: Vzorek krve pacienta se odebira do roztoku s antikoagulanciem, aby se zabranilo
srazeni vzorku, a poté se centrifuguje. Tekutina, kterd zlistava po ukonceni centrifugace, se pouziva
jako plazma. (Doba centrifugace & rychlost: 2300 — 2880 x g po dobu 10 minut).

Vzorky plné krve: Odeberte vendzni krev do odbérové zkumavky s antikoagulanciem, abyste
zamezili srazeni krve. S plnou krvi se test musi provést ihned. Nicmén¢ vzorky plné krve se mohou
uchovavat 2 dny pti 2 — 8°C. Vzorky plné krve se nemrazi.

Pro kapilarni krev; v souladu s laboratorni praxi pouzijte sterilni lancetu a vhodnou kapilaru. Test se
musi provést ihned.

POSTUP TESTU

1. Vytemperujte testovaci kazetu a vzorky plné krve / séra / plazmy na teplotu mistnosti.
Vyjméte ze sacku testovaci kazetu.

2. Pro vzorky séra / plazmy: Naberte sérum do kapatka a nakapejte 3 kapky (75 yl) do jamky
pro vzorek na kazeté. Pro vzorky séra a plazmy nepouzivejte diluent.
Pro vzorky plné krve: Naberte plnou krev do kapatka a nakapejte 2 kapky (50 yl) do jamky
pro vzorek na kazeté. Thned poté pridejte do jamky pro vzorek 1 kapku diluentu
a ponechejte vsaknout.
Pii pouziti kapilarni krve: odeberte 50 yl plné krve z prstu pomoci kapilary (neni ptilozena),




preneste ji do jamky pro vzorek. Ihned poté pfidejte do jamky pro vzorek 1 kapku
diluentu a ponechejte vsaknout.
Vyhnéte se tvorbé bublin.
3. Vysledky by se mély odecitat do 15 minut. Neodecitejte vysledky po 20 minutach, vysledky
ziskané po 20 minutach by mély byt povazovany za neplatné.

INTERPRETACE VYSLEDKU

Negativni: Pouze jeden barevny prouzek v oblasti “C*

Pozitivni: V oblasti “T* a “C* jsou viditelné dva barevné prouzky.

Nizkéa koncentrace povrchového antigenu hepatitidy B miZze zptisobovat slaby prouzek v testovaci

oblasti “T*. I takovy jemny prouzek v testovaci oblasti musi byt povazovan za pozitivni.

Neplatny: Neni viditelny Zadny barevny prouzek nebo je viditelny pouze barevny prouzek v testovaci
oblasti “T*, test se musi opakovat s novou testovaci kazetou.

pro s/ o PK

ol(I Y+ o - o/ I+ O -
NFGATIVHI POZITIVNI NEPLATNY NFPI ATNY o o )
KONTROLA KVALITY

Testy jsou postaveny na procesnich vlastnostech kontroly kvality. Po provedeni testu uzivatel pozoruje
barevny prouzek v oblasti “C* u negativnich vzorkl a barevnou linii v “T* a “C* oblasti u pozitivnich
vzorkt. Objeveni kontrolniho prouzku v “C* oblasti je povazovano za interni kontrolu kvality. Tento
prouzek znamenad, ze do jamky bylo pfidano dostatecné mnozstvi vzorku a soucasné platny vysledek
testu. Doporucuje se pouzivat negativni a pozitivni kontrolu pro ovéfeni spravného provedeni testu
jako externi kontrolu. UZivatelé by méli dodrZovat statni a mistni smérnice tykajici se externi kontroly
kvality.

VYHODNOCENI PROVEDENI

Test HBsAg detekuje viechny subtypy povrchového antigenu viru hepatitidy B.

Stav vzorki Stav Vzorky sér S/P Vzorky sér plna krev

vzorki | Poéet | Typ Vysledek | Pocet | Typ Vysledek
HBsAg | vzorki | zkousky vzorki | zkousky

Ptirozené¢ akutn€ nebo pozitivni 536 EIA 100 % 411 EIA 100 %

chronicky infikovani

Darci krve negativni 1041 EIA 99,8 % - - -

Klinické negativni 225 EIA 100 % 225 EIA 100 %

Téhotné zeny negativni 280 EIA 100 % 30 EIA 100 %

Citlivost a specifita

Pro vzorky S/P; vysledky pouzitych pozitivnich vzorkti (947/947), negativnich vzorkd darci krve
(1799/1799). Zpracovani téchto vysledku; citlivost, specifita, 95% hodnota intervalu
spolehlivosti byly vypoc¢teny jako;

| Citlivost: 100 % (95% CI1=99,61%-100%) | Specifita: 99,89 % (95% CI=99,60%-99,99 %

Analyticka citlivost Cut-off: 0,26 IU/ml

Diluent



Sérokonverzni panely: Pro Tiirklab HBsAg rychl¢ testy bylo ptipraveno 30 sérokonverznich paneli,
u nichZ byla pouzita jako referen¢ni zkouska CE Marked ElAs.

Tiirklab HBsAg rychlé testy byly schopny detekovat antigen HBsAg podobnym zptsobem jako CE
Marked EIAs testy.

Interference: S HBsAg rychlymi testy byly testovany nasledujici potencialné interferujici latky:
hemoglobin, bilirubin, triglyceridy, revmatoidni faktor (RF). Nebyla pozorovana zadna interference.
Hemolyticke vzorky nemohou byt pouzity, protoze zpitsobuji neplatné nebo falesné pozitivni vysledky.

ZkiiZena reaktivita: ZkiiZzena reaktivita byla testovana s nize uvedenymi vzorky, zadnéa zkiizena
reaktivita u HBsAg rychlych testil nebyla nalezena.

- vzorky anti-HCV sérum / plazma,

- vzorky anti-HCV sérum / plazma,

- vzorky plné krve / séra / plazmy té¢hotnych zen.

Kapilarni krev: U pozitivnich a negativnich vzorkt kapilarni plné krve odebrané z prstu byl proveden
HBsAg test.Vysledky ukazaly, ze je dobra korelace testovanych vysledkli mezi venozni a kapilarni
krvi.
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