recomCLIA HEV IgG

Navod k pouziti (Cesky)

1 Uréeny ucel

Test recomCLIA HEV IgG je kvantitativni in vitro chemiluminiscencni
imunoanalyza (CLIA) k detekci protilatek IgG proti viru hepatitidy E
(HEV) v lidském séru a plazmé (EDTA, heparin, citrat, CPD) u sympto-
matickych pacientd nebo u osob, u nichz je podezfeni na infekci HEV.
Analyza se pouziva ke screeningu a jako pomtcka pfi diagnostice in-
fekce HEV a souvisejicich onemocnéni v kombinaci s dal$imi labora-
tornimi a klinickymi nalezy. Tato analyza neni ur€ena k vySetfovani
darct a pfijemcu za ucelem zjisténi pfitomnosti protilatek I1gG proti
HEV v krvi, krevnich slozkach, burnkach, tkanich, organech nebo
jakychkoli jejich derivatech za u€elem posouzeni jejich vhodnosti pro
transfuzi, transplantaci nebo podani bunék.

Test recomCLIA HEV IgG se smi provadét vyhradné jako automa-
tizovana analyza v analyzatoru KleeYa®, STRATEC SE, a to vy3ko-
lenymi odborniky ve vhodné laboratofi.

2 Souhrn a vysvétleni

Virus hepatitidy E je jednim z nejc¢astéjsich virovych plvodct akutni
hepatitidy na celém svété. Proto muze detekce protilatek IgG a IgM
proti HEV pomoci testu recomCLIA HEV IgG, IgM napomoci spravné
diagndze, omezit komplikace a zbyte¢né laboratorni testy a umoznit
|ékafi nastavit spravnou lécbu. Infekce HEV muze byt klinicky inapa-
rentni az fulminantni.

Existuji Ctyfi pfevladajici lidské patogenni genotypy (1-4), které se lisi
svym geografickym rozsifenim, zplisobem pfenosu a moznymi kom-
plikacemi. Infekce HEV genotypem 1 a 2 se vyskytuji pfevazné v roz-
vojovych zemich, kde k pfenosu dochazi prevazné fekalné-oralni ces-
tou prostfednictvim kontaminované pitné vody. Genotypy HEV 3 a 4,
které jsou rozsifené v prdmyslovych zemich, se pfenaseji pfevazné

v dusledku spotieby nedostatecné tepelné upraveného veprového
masa. V Evropé je vétsina pfipadu zplisobena genotypem HEV 3

a Casto probiha bez pfiznakd. Lidské patogenni genotypy HEV vyka-
zuji zkFizenou sérologickou reaktivitu a fadi se do jednoho sérotypu.

3 Princip testu

Magnetické mikroCastice jsou potazeny vysoce purifikovanym rekombi-

nantnim antigenem HEV ORF2C.

1. Castice antigenu se inkubuji se zfedénym sérem/plazmou,

pfi¢emz se na mikroCastice navazi specifické protilatky proti anti-

genlm patogenu.

Nevazané protilatky se nasledné smyji.

Ve druhém kroku se mikro¢astice inkubuji s protilatkami proti

lidskému imunoglobulinu (IgG), které jsou konjugovany s chemilu-

miniscenénim markerem (akridinium ester).

4. Nevazané konjugované protilatky se nasledné smyji.

5. Po pfidani peroxidu vodiku a hydroxidu sodného (KleeYa® TRIG-
GER SOLUTION (Trigger Solution 1 a Trigger Solution 2)) se kon-
jugat akridinium esteru aktivuje a dochazi k chemiluminiscenci, pfi
niz emituje svételna kvanta.

6. Intenzita chemiluminiscencni reakce se méfi v relativnich
svételnych jednotkach (RLU, relative lights units) a je umérna kon-
centraci specifickych protilatek ve vzorku.

7. Naméfené RLU se pfevedou na IU/ml za pouziti kalibraéni kfivky
specifické pro $arzi a pfistroj, ktera se musi pfed méfenim mate-
rialu vzorku prekalibrovat (podrobnosti naleznete v kapitole 9.1.1
LValidaéni kritéria“).
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4 Reagencie

4.1 Obsah baleni
Reagencie v jednom baleni vystaéi na 100 testd.

RGT CART Kazeta s reagenciemi, pfipravena k pouziti
obsahuje nasledujici souc¢asti:
BEADMIX 2,5 ml magnetickych ¢astic

suspenze pfipravena k pouziti

potazené antigenem

obsahuje konzervacni latku: methylisothiazolinon (MIT)
(0,01 %)
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obsahuje slozku Zivocisného puvodu: bovinni sérovy al-
bumin (BSA) (0,5 %)

DILUBUF 2 x 10 ml recomCLIA Dilution Buffer A
pfipraveno k pouziti
obsahuje konzervacni latku: MIT (0,01 %)

obsahuje biologicky material zvifeciho pdvodu: BSA
(1,0 %)

[CONJ|IgG] 2 x 10 ml konjugatu protilatek proti lidskému IgG
pfipraveno k pouziti

roztok obsahujici mysi imunoglobulin proti lidskym 1gG
protilatkam, znaceny akridinium esterem

obsahuje konzervacni latku: MIT (0,01 %)

obsahuje biologicky material zvifeciho pdvodu: BSA
(1,0 %)

|CAL 1| 2 x 1,65 ml kalibratoru 1 (bilé vicko)

jedna injekéni lahvic¢ka vystaéi na provedeni 4 ka-
libraci pri dvojitém testovani (celkem 8 reakci)
pfipraveno k pouziti

lidského puvodu, anti-HIV 1/2, anti-HCV a HBs Ag ne-
gativni

|CAL 2| 2 x 1,65 ml kalibratoru 2 (modré vicko)

jedna injekéni lahvic¢ka vystaéi na provedeni 4 ka-
libraci pfi dvojitém testovani (celkem 8 reakci)
pfipraveno k pouziti

lidského pavodu, anti-HIV 1/2, anti-HCV a HBs Ag ne-

gativni
|INSTRU 1 navod k pouziti
4.2 Dalsi potfebné reagencie, materialy a vybaveni

¢ PIné automatizovany analyzator KleeYa®, STRATEC SE (kat. ¢
MIKROGEN 31349)

o KleeYa® TRIGGER SOLUTION (Trigger Solution 1 a Trigger Solu-
tion 2), Diatron MI Plc. (kat. ¢. MIKROGEN 31334)

e 5x TBS Wash Buffer, Diatron Ml Plc. (kat. ¢. MIKROGEN 31335)

o Stohovatelna kyveta, 1 ml, STRATEC Consumables GmbH (kat. €.
MIKROGEN 31336)

o Jednorazové $picky Anchor® Tips, 300 pl, STRATEC Consumables
GmbH (kat. ¢. MIKROGEN 31337)

¢ KleeYa® Maintenance Cartridge, Diatron Ml Plc. (kat. &. MIKROGEN

31354)

Deionizovana voda (vysoké kvality)

Jednorazové ochranné rukavice, dal8i osobni ochranné prostredky

Nadoba na nebezpecny biologicky odpad

Sacek na tuhy odpad

Volitelné materialy:
recomCLIA Control Set HEV IgG, MIKROGEN (kat. ¢. 75002)

MIKROGEN doporuéuje zpracovavat produktovou fadu recomCLIA za
pouziti protipénivého ¢inidla (podrobnosti naleznete v kapitole 7.4
“Pouziti protipénivého ¢inidla”):

Protipénivé ¢inidlo ,Entschaumer®, KIEHL Group (kat. €. MIKROGEN
31433)

Dalsi informace vam poskytne technicka podpora spole¢nosti
MIKROGEN.

5 Doba pouzitelnosti a manipulace

e Reagencie pfed pouzitim uchovavejte pfi teplotach +2 °C az +8 °C,
nezmrazujte je.

e Doba pouzitelnosti:

Doba pouzitelnosti soupravy

V neotevieném stavu pfi teploté +2 °C

a7 +8 °C Az do uvedeného data exspirace

Stabilita béhem pouzivani* pfi teploté

+2°C a3 +8 °C 3 mésice

Provozni stabilita kazety s reagenciemi
pfi teploté +10 °C az +12 °C

28 dni

* Stabilita béhem pouzivani se pocita od prvniho pouziti kazety s reagenciemi.

Po uplynuti doby exspirace soupravy jiz nelze zarucit jeji kvalitu.
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e Podminky skladovani a stabilita pracovnich roztokd jsou popsany
v kapitole 7.2 ,Pfiprava roztoku".

e Slozky recomCLIA Dilution Buffer A, konjugat a magnetické ¢astice
musi zUstat v kazeté s reagenciemi a nesmi se z ni vyjimat.

e Promyvaci pufr (5x TBS Wash Buffer) a KleeYa® TRIGGER SOLU-
TION (Trigger Solution 1 a Trigger Solution 2) jsou univerzalné
pouzitelné pro vSechny soupravy recomCLIA a Ize je pouzivat
s celou $kalou parametr(i a $arzi. Je nutno respektovat dobu pouzi-
telnosti téchto komponent.

o Kalibratory jsou zavislé na Sarzi a Ize je pouzivat pouze s konkrétni
analyzou a Sarzi.

o Kalibratory by se mély pfed provedenim kalibrace 30 minut
predehfivat na pokojovou teplotu (18 °C az 25 °C).

e Kalibratory se nemaji uchovavat v analyzatoru KleeYa®. Ihned po

Uspésné kalibraci vratte kalibratory do prostoru s teplotou +2 °C az

+8 °C.

Test musi provadét vyskoleny a autorizovany odborny uzivatel.

V pfipadé vyznamnych zmén vyrobku nebo modifikaci jeho pouziti

uzivatelem nemusi pouziti vyrobku jiz odpovidat ucelu, ktery

spole¢nost MIKROGEN stanovila.

6 Vystrahy a bezpeénostni opatieni

e Pouze k in vitro diagnostickému pouziti.

o VSechny krevni produkty je tfeba povazovat za potencialné infekéni.
o Mikroc¢astice musi byt po pfidani pacientskych nebo kontrolnich/kali-
bra¢nich vzorkd povazovany za potencialné infek¢ni a musi se

s nimi odpovidajicim zplsobem zachazet.

Bé&hem celého postupu testovani je nutné nosit vhodné jednorazové
rukavice.

Pro vyrobu kalibratoru se pouziva darcovska krev bez protilatek proti
HIV 1/2, HCV a bez antigenu HBs. S vyrobkem je tfeba zachazet
stejné opatrné jako se vzorkem pacienta, protoZe nelze s jistotou vy-
lougit riziko infekce.

e Bezpecnostni pokyny pro reagencie obsahujici nebezpecné latky:

RGT CART

' Obsahuje biologicky material zvifeciho puvodu

<

@ H317: MuZze vyvolat alergickou koZni reakci

ICAL 1“CAL 2

v Obsahuje derivaty lidské krve nebo plazmy

Dalsi informace naleznete v pfisluSnych bezpeénostnich listech,
které vam poskytne spole¢nost MIKROGEN.
Z dlivodu omezeného prostoru nelze symboly nebezpecnosti jed-
notlivych soucasti vzdy pfipojit k pfislusnym etiketam. Symboly ne-
bezpecnosti téchto soucasti naleznete na nejbliz8§im vétSim vnéjSim
obalu nebo v pfislusném navodu k pouziti.
VSechny kapaliny uréené k likvidaci je tfeba shromazdit. VSechny
sbérné nadoby musi obsahovat vhodné dezinfekéni prostfedky pro
inaktivaci lidskych patogent. VSechny reagencie a materialy kon-
taminované potencialné infekénimi vzorky je nutno o$etfit vhodnymi
dezinfekénimi prostfedky nebo zlikvidovat v souladu s relevantnimi
hygienickymi pfedpisy. Je nutno strikiné dodrzet koncentrace a doby
expozice stanovené vyrobcem.
Veskery odpad je nutno zlikvidovat v souladu s mistnimi predpisy.
Reagencie se nesmi zaménovat nebo michat s reagenciemi od
jinych vyrobct.
PFed provedenim testu je tfeba si pfecist cely navod k pouziti.
Dodrzujte pfesné popsané pokyny. Jakakoli odchylka od stano-
veného zkusebniho protokolu miZze vést k nespravnym vysledkdm.
Jakakoli zavazna nezadouci pfihoda, ke které doslo v souvislosti s
timto prostfedkem, musi byt nahlaSena vyrobci a pfisluSnému or-
ganu ¢lenského statu, v némz je uzivatel a/nebo pacient usazen.
e Reagencie obsahuji antimikrobialni pfisadu MIT (methylisothiazoli-
non). Vyhybeijte se kontaktu s pokoZkou nebo sliznicemi.
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7 Odbér vzorku a pfiprava

71 Material vzorku

Vzorky mohou byt sérum nebo plazma (EDTA, citrat, heparin, CPD).
Odbér krve by mél byt proveden standardni technikou pouzivanou v la-
boratofi nebo u lékafe. Sérum nebo plazma je nutno oddélit od
krevniho kolace co nejdfive po odbéru krve, aby se zabranilo he-
molyze. Dbejte na to, aby nedoslo k mikrobialni kontaminaci vzorku.
Nerozpustné latky je nutné pfed inkubaci ze vzorku odstranit. Pouziti
teplem inaktivovanych, ikterickych, hemolytickych, lipemickych nebo
kalnych vzorkl se nedoporuduje.

Vzorek zabalte, oznaéte a prepravte v souladu s mistnimi a me-
zinarodnimi pfedpisy pro pfepravu klinickych vzorku a etiologickych a-
gens.

Pozor!

Pokud nechcete testy provadét ihned, Ize vzorky uchovavat po
dobu 2 tydna pfi teploté +2 °C — +8 °C. DelSi skladovani vzorku je
mozné pfi teploté —20 °C a nizsi. Opakované zmrazovani a rozm-
razovani vzorkl se kvuli nebezpeéi chybnych vysledkii nedo-
porucuje. Neprovadéjte vice nez 3 cykly hlubokého zmrazeni a ro-
zmrazeni.

7.2 Priprava roztok

Promyvaci pufr (5x TBS Wash Buffer) nafedte v poméru 1:5 (1 obje-
mova jednotka roztoku se 4 objemovymi jednotkami deionizované
vody).

Priklad: 2 | 5x TBS Wash Buffer + 8 | deionizované vody.

Po dokongeni pfipravy promyvaciho pufru je tfeba nadobu lehce zakryt
vickem, aby se umoznilo fadné odplynéni roztoku promyvaciho pufru.
PFed pouzitim pockejte 2 hodiny, nez z pufru zmizi mikrobublinky.
Naredény promyvaci pufr je stabilni po dobu jednoho mésice (provozni
stabilita).

Zadné dalsi pripravy jinych roztok( nejsou nutné.

VSechny reagencie v kazeté jsou pfipravené k okamzitému pouziti, jiz
je dale nefedte!

Kalibratory jsou pfipravené k okamzitému pouziti, jiz je dale nefedte!

7.3 Pfiprava a udrzba analyzatoru KleeYa®

¢ Vlozte a napliite KleeYa® TRIGGER SOLUTION (Trigger Solution 1
a Trigger Solution 2).

¢ Dbejte na zavedeni pfislusnych analyz do softwaru KleeYa® Soft-
ware.

o Zkontrolujte spotfebni materialy a v pfipadé potfeby je doplrite.

o Provedte ukony nezbytné pro udrzbu.

Dalsi informace naleznete v pfiruéce k analyzatoru KleeYa®.

7.4 Pouziti protipénivého cinidla

Aby se zabranilo tvorbé pény v nadobé na kapalny odpad pfi cyklech
s vysokou kapacitou, doporuc€uje se pouzit protipénivé Cinidlo, které
dodava spole¢nost KIEHL Group a které se oznacuje jako ,Entschau-
mer*.

Postupuijte nasledovné:

o Vyprazdnéte nadobu na kapalny odpad.

e Do prazdné nadoby pridejte 20 ml pfipravku ,KIEHL Entschaumer®.
» Vlozte nadobu do pfistroje a spustte testy.

Dalsi informace tykajici se testd pro analyzu vam poskytne technicka
podpora spole¢nosti MIKROGEN.

8 Testovaci metoda

¢. |Provedeni Poznamka

1 VloZeni kazety s reagenciemi PFistroj automaticky identifikuje ka-
Umistéte kazetu s reagenciemi do | zetu s reagenciemi pomoci RFID-
stojanu na reagencie a viozte jido | tag (RFID 8titku).

analyzatoru KleeYa®.
Kazeta s reagenciemi je pfipravena
k pouziti pfiblizné po 5 minutach,
coz umozriuje dikladné promichani
magnetickych &astic.

2 Priprava vzorku, kalibratort a/nebo | Zkontrolujte spravnou orientaci
jinych kontrol ¢arového koédu vzorku, aby se dala
Predehfejte kalibratory na pokojovou | Provést automaticka identifikace

teplotu (podrobnosti viz kapitola 5). vzorku.
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Umistéte vzorky a v pfipadé potfeby
i kalibratory a/nebo jiné kontroly do
stojanu na reagencie a vlozte je do
analyzatoru KleeYa®.

Pokud vzorky nejsou opatfeny ¢aro-
vym kédem, je mozné identifikatory
vzorku v softwaru pfifadit ruéné.

Kalibratory se pfifadi automaticky
na zakladé svého ¢arového kodu.

Pozadovany objem vzorku: 13 pl

Pfresné mrtvé objemy zavisi na
pouzitych zkumavkach a pohybuji
se v rozmezi 50-175 pl; ohledné
dal$ich informaci se obratte na
technickou podporu spole¢nosti
MIKROGEN.

Provedte rekalibraci master kiivky
Pro spravné vyhodnoceni vysledkud
testu je tfeba dodanou master kfivku

Tento krok se musi provadét jednou
za 14 dni a pfi pouziti nové Sarze
(detaily naleznete v kapitole 9.1.1

MIKROGEN

DI AGNOSTIK

nameéfena hodnota vy$si nez rozsah méfeni, musi byt vysledek inter-
pretovan jako > 7,0 IU/ml.

Poznamka: Méfeni pod kvantifikacnim rozsahem analyzy se mlze ve
vystupu vysledkl softwaru zobrazit jako ,NaN“ v kombinaci s ,below
assay", coz znamena negativni vysledek testu.

prekalibrovat. ,Validaéni kritéria“).

P¥i zpracovani vzorkd se automati-
cky upfednostnuji kalibratory.

Pfifazeni pfislusné analyzy ke ka-
libratordm se provadi automaticky.

Data master kfivky se pfenaseji do
softwaru prostfednictvim ¢arovych
kodu.

4 Provedeni analyzy
Prifadte vSechny vzorky, které se
maji testovat, k pfislusné analyze.

analyzy provedou automaticky.
Vysledek prvniho testu je dostupny
pfiblizné po 30 minutach.

Stisknéte tlacitko Start.

Po spusténi testu se vSechny kroky

Dalsi informace naleznete v pfirucce k analyzatoru KleeYa®.
9 Vysledky
9.1 Validace - kontrola kvality

9.1.1 Validacni kritéria

Vysledky analyzy recomCLIA HEV IgG jsou platné, pokud je akcepto-
vana kalibraéni kfivka, jak je uvedeno v softwaru KleeYa® Software.
Rekalibrace se musi provadét jednou za 14 dni, s kazdou novou Sarzi
a po pravidelné ro¢ni/palro¢ni udrzbé, kterou provadi technicka pod-
pora spole¢nosti MIKROGEN.

Pokud je vysledek kalibratoru mimo rozsah pfijatelnosti, spustte ka-

libratory znovu. Pokud jsou kalibratory i nadale mimo rozsah pfijatelno-

sti, obratte se na technickou podporu spole¢nosti MIKROGEN.

9.1.2 Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost (volitelna)

V pripadé potfeby Ize pro Ucely interni kontroly kvality laboratore sta-
novit reprodukovatelnost vysledku.

V takovém pfipadé Ize pouzit recomCLIA Control Set HEV IgG (kat. ¢.

75002). Vysledky by mély byt v doporu¢eném rozsahu cilovych hodnot

uvedenych v certifikatu analyzy nebo na Stitku kontroly kvality. Test
recomCLIA Control Set HEV IgG neni pro recomCLIA HEV IgG pov-
inny.

Dalsi informace naleznete v pfislusném navodu k pouziti.

9.2 Kvantitativni analyza

Pomoci softwaru KleeYa® se vypogita odpovidajici aktivita protilatek

v jednotkach na ml s pouzitim kalibraéni kfivky specifické pro danou
Sarzi na zakladé kfivky referenéni reagencie WHO pro protilatky proti
viru hepatitidy E (kéd NIBSC: 95/584); viz také kapitola 8 ,Postup te-
stu®.

Mérna jednotka 1U/ml (mezinarodni jednotky na mililitr) odpovida me-
zinarodnim referenénim standarddm, zde referenéni reagencii WHO.
To umozniuje kvantitativni srovnani jak mezi rliznymi testovacimi sys-
témy, tak v ramci jednoho systému.

Negativni < 0,40 IU/ml
Hraniéni 0,40 IU/ml az < 0,48 IU/ml
Pozitivni 20,48 IU/ml

U vzorkl vykazujicich hraniéni vysledek testu by se mélo testovani

zopakovat. Pokud zUstanou hrani¢ni i po tomto opakovaném testovani,

doporucuje se analyzovat kontrolni vzorek po 1 az 2 tydnech.
Rozsah méfeni analyzy je definovan tzv. Limit of Quantitation (LoQ,

mez stanovitelnosti) a Upper Limit of Quantitation (ULoQ, horni mez
stanovitelnosti) a pohybuje se od 0,20 IU/ml do 7,0 IU/ml. Pokud je
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9.3 Interpretace vysledku testu

lgG IgM Interpretace testu

Negativni Negativni Zadné znamky infekce HEV. Pokud klinické po-
dezfeni pretrvava, je tfeba provést pfiblizné po 1 az
2 tydnech kontrolni vySetfeni.

Negativni Pozitivni Protilatky IgM proti HEV jsou pfitomny. Mozné rané
stadium infekce HEV. Pfima detekce patogenu
nebo kontrolni vySetfeni pfiblizné po 1 az 2 tyd-
nech.

Pozitivni Pozitivni Znamky akutni infekce HEV.

Pozitivni Negativni Protilatky 1gG proti HEV jsou pfitomny. Infekce se
mohla vyskytnout nedavno nebo jiz dfive v minu-
losti.

10 Meze metody, omezeni
o Na sérologické vysledky testu je nutné vzdy nahlizet v souvislosti
s klinickym obrazem pacienta. Terapeutické dusledky sérologického
nalezu je nutné vyvodit v souvislosti s klinickymi udaji.
Sérologické testy HEV nejsou ureny pro pouziti u asymptoma-
tickych osob, protoze nebyly pro tuto indikaci validovany a mohou
poskytovat vysledky s omezenou klinickou relevanci.
e \/ pfipadé nejasnych nebo spornych vysledku testu se doporuéuje
opakované testovani v prubéhu infekce. Ke stanoveni diagnozy in-
fekce HEV a ke klasifikaci pfislusného stadia onemocnéni je dale
nutné vzit v ivahu nejen laboratorni hodnoty, ale také klinické
pfiznaky a anamnézu pacienta.
Negativni vysledek testu recomCLIA HEV jesté nevyluéuje infekci vi-
rem HEV. V rané fazi infekce nemusi byt protilatky pfitomny nebo
nemusi byt pfitomny v detekovatelném mnozstvi. PFi pretrvavajicim
klinickém podezfeni na infekci virem HEV infection a pfi negativnich
a/nebo neprikaznych sérologickych vysledcich je tfeba pfiblizné po
jednom az dvou tydnech provést dal$i odbér vzork( a testovani.

Pozitivni vysledek testu recomCLIA HEV IgG indikuje pfedchozi

nebo primarni infekci. K doplnéni sérologické diagnézy je nutny

dalsi vysledek testu IgM.

Izolovany pozitivni vysledek testu recomCLIA HEV IgM muze uka-

zovat na akutni infekci HEV. Po dvou az tfech tydnech je tfeba pro-

vést dalsi odbér vzorkud a testovani. Titr IgG se zpravidla vytvafi

S mirnym zpozdénim.

Selektivni pouziti rekombinantnich antigentt HEV minimalizuje

kfizovou reakci s protilatkami proti jinym virdm (napf. hepatitidou A,

B a C nebo EBV).

e Znaény pocet imunosuprimovanych pacientl (pacienti po trans-
plantaci a hematologicti pacienti) s pretrvavajici infekci HEV muaze
vykazovat dlouhodobou absenci protilatek 1gG i IgM, napf. po dobu
nékolika let. Proto je u pfijemcl organovych a hematologickych
transplantatt vhodnou metodou testovani PCR.

e Pfi analyze recomCLIA HEV IgG nebyly zjiS§tény zadné interference
triglyceridll (93,75—-1500 mg/dl), hemolyzatu (62,5—-1000 mg/dl)
nebo bilirubinu (0,2—40 mg/dl).

o Prilezitostné se mohou pfi provadéni testu recomCLIA HEV IgG
vyskytnout ¢astéji pozitivni vysledky v pfipadé vzorkl se zvySenymi
hladinami revmatoidniho faktoru a HIV IgG pozitivnich vzorkd.

¢ U vzorkl s koncentraci bilkovin (HSA a y-globulin(l) vy$Si nez
6000 mg/dl nelze vylougit naru$eni reaktivity testu, proto by se
takoveé vzorky nemély pouzivat.

11 Vlastnosti z hlediska u€innosti
Pro Ucely nasledujicich hodnoceni byly vSechny hrani¢ni vysledky testt
vyhodnoceny jako pozitivni.

11.1  Analytické vlastnosti z hlediska uc¢innosti

11.1.1  Analyticka citlivost

Limit of Blank (LoB), Limit of Detection (LoD) a Limit of Quantitation
(LoQ)

The Limit of Blank (LoB, mez slepého pokusu) a Limit of Detection
(LoD, mez detekce) popisuji nejnizsi koncentraci mérené latky, kterou
Ize spolehlivé zméfit pomoci analytického postupu. LoB je nejvyssi
ocekavana koncentrace analytu pfi testovani replikatd slepého vzorku.
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dépodobnosti spolehlivé odliSit od LoB a pfi niz je detekce povazovana
za proveditelnou.

Limit of Quantitation (LoQ, mez stanovitelnosti) je nejmensi mnozstvi
analytu v materialu, které Ize kvantitativné stanovit s nejlepSi moznou
presnosti (jako celkova chyba nebo jako nezavislé pozadavky na od-
chylku a pfesnost za stanovenych experimentalnich podminek). Udaje
pouzité k hodnoceni variability mezi Sarzemi byly rovnéz pouzity pro
stanoveni LoB, LoD a LoQ podle pokynu CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) s Cislem EP17-A2.

Analyticka citlivost recomCLIA HEV IgG
Limit of Blank (LoB) 0,10 IU/ml
Limit of Detection (LoD) 0,15 IU/ml
Limit of Quantitation (LoQ) 0,20 1U/ml

11.1.2  Analyticka specificita

Analyticka specifita je definovana jako schopnost testu pfesné stanovit
analyt v pfitomnosti potencidlnich interferenénich faktort (exogennich
a endogennich) v matrici vzorku nebo kfizovych reakci s potencialné
interferujicimi protilatkami.

11.1.2.1 Exogenni interference

Kontrolni studie se sérovymi a plazmatickymi soubory vzorku, zahr-
nujicimi vzorky séra, heparinu, CPD, citratu sodného a EDTA plazmy
odebrané ve stejném ¢asovém bodé&, ukazala, ze pritomnost téchto
antikoagulancii neovliviiuje u€innost testu. Kromé toho nebyla pozoro-
vana zadna interference u vzorkl pacientli s anamnézou naduzivani
alkoholu a uzivani drog (Klozapin).

11.1.2.2  Endogenni interference

Aby se urcil vliv potencialné endogennich interferujicich latek na
funkénost testu, bylo provedeno testovani interference podle pokynu
CLSI EPO7-A2.

U nasledujicich rozsahl koncentraci nebyl pozorovan zadny vliv na
ucinnost testu:

Lipoproteiny bohaté na triglyceridy: 93,75—1500 mg/dI

Hemolyzat: 62,5-1000 mg/dI

Konjugovany bilirubin: 0,2—40 mg/dI

Nekonjugovany bilirubin: 0,6-40 mg/dI

Bilkoviny (HSA a y-globuliny): 1500-6000 mg/dl. 12000 mg/dl HSA
ovliviiuje ucinnost testu.

P¥i analyze recomCLIA HEV IgG nebyly zji§tény Zadné interference
triglycerid(i (93,75—-1500 mg/dl), hemolyzatu (62,5-1000 mg/dl), biliru-
binu (0,2—40 mg/dl) nebo bilkovin (1500—-6000 mg/dl HSA a y-globu-
linQ).

Nelze vylougit negativni vliv na G¢innost testu zplsobeny koncentraci
bilkovin (HSA a y-globulind) > 6000 mg/dl ve vzorku. Proto se nedo-
porucuje pouzivat vzorky s koncentraci bilkovin > 6000 mg/dl.

11.1.2.3  KriZové reakce

Byla zkoumana mozna interference protilatek proti jinym organismim,
které mohou zplGsobovat podobné klinické pfiznaky (napf. HAV, EBV,
HIV, HCV, parvovirus B19). Déle byly testovany stavy, pfi nichz
dochazi k atypické aktivité imunitniho systému (napf. antinuklearni au-
toprotilatky, t€hotenstvi, zvySené hladiny revmatoidniho faktoru, hyper-
gamaglobulinémie). HIV pozitivni vzorky vykazovaly zvySenou reakti-
vitu. Zadné dalsi kiizové reakce nebyly pozorovany.

Podet vzorka pozitivrligillctiraniéni

HAV IgM pozitivni (akutni infekce) 14 0/0 (0 %)
EeBb\glrgel\:kpiﬁlzaltt:l;;\l (akutni infekce 50 6/0 (12,0 %)
HIV IgG pozitivni 40 15/0 (37,5 %)
HCV IgG pozitivni 42 9/2 (26,2 %)
::]?;'Kz;i)rus B19 IgM pozitivni (akutni 26 110 (3,8 %)
ANA/ENA 40 8/2 (25,0 %)
Téhotné Zeny 70 8/1 (12,9 %)
Pozitivni na revmatoidni faktor 50 14/2 (32,0 %)
Hypergamaglobulinémie 10 1/1 (20,0 %)
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11.1.3  Presnost méreni

Presnost

Byla stanovena variabilita v ramci testu, mezi testy a mezi Sarzemi.
Varia¢ni koeficient byl vypoéten na zakladé vysledného IU/ml pro
vzorky s hrani€ni nebo pozitivni reaktivitou.

Presnost recomCLIA HEV IgG
Variabilita v ramci testu <12,1%
Variabilita mezi testy <10,8 %
Variabilita mezi Sarzemi < 31,6 %*

* Bez zohlednéni odlehlé hodnoty vykazuji ostatni dva pozitivni vzorky variabilitu
mezi jednotlivymi Sarzemi < 14,2 %.

11.1.4  Rozsah mérfeni analyzy

11.1.41 Linearita
Linearita testu byla stanovena v rozsahu méfeni 0,18 1U/ml az
7,0 IU/ml (R?> 0,95).

11.1.4.2  Metrologicka nadvaznost

Kvantitativni mérna jednotka IU/ml pfedstavuje mezinarodni jednotky
(kéd NIBSC: 95/584). Ve spole¢nosti MIKROGEN jsou reference me-
tod — v€etné kontrolnich specifikaci — interné definovany jako cilové
hodnoty se specifikovanymi toleranénimi rozsahy. Ty se ovéfuji pro
kazdou $arzi pomoci definovanych soubort sér.

Specifikace rozsah( méfeni jsou uvedeny v kapitole 9.2 ,Kvantitativni
analyza“.

11.2  Klinické vlastnosti z hlediska uc¢innosti

11.2.1  Diagnosticka citlivost a specificita

PFedem stanovené vzorky byly analyzovany za ucelem stanoveni
diagnostické citlivosti a specificity. 95% interval spolehlivosti byl
vypocten pomoci Wilsonova skérového intervalu.

11.2.1.1 Diagnosticka citlivost

Suspektni akutni infekce HEV (n = 77)* recomCLIA HEV IgG

Pozitivni 75
Negativni 2
Diagnosticka citlivost 97,4 %

(95% interval spolehlivosti) (91,0 % — 99,3 %)

* Pfeddefinované vzorky, reaktivni se dvéma komeréné dostupnymi analyzami
anti-HEV IgG

11.21.2 Diagnosticka specificita

Rutinni vzorky akutni hepatitidy (n = 83)* recomCLIA HEV IgG

Pozitivni 2
Negativni 81
Relativni diagnosticka specificita 97,6 %

(95% interval spolehlivosti) (91,6 % — 99,3 %)

* Vzorky definované jako negativni na zakladé shodnych negativnich vysledkl
dvou komeréné dostupnych analyz anti-HEV IgG

Vzorky od darcu krve (n = 138)* recomCLIA HEV IgG

Pozitivni 1
Negativni 137
Relativni diagnosticka specificita 99,3 %

(95% interval spolehlivosti) (96,0 % — 99,9 %)

* Vzorky definované jako negativni na zakladé shodnych negativnich vysledk tri
komeréné dostupnych analyz anti-HEV 1gG

11.2.2  Ocekavané hodnoty

Ocekavané hodnoty byly stanoveny pfi vyhodnocovani testu

s pouzitim vzork( od zdravych jedincti — némeckych darcu krve, a od
dotéenych pacient(, ktefi spadaji do predpokladané skupiny HEV pozi-
tivnich v ramci rutinniho klinického testovani.

recomCLIA Normalni populace Dotcena populace
HEV IgG (darci krve, n = 200) (rutinni panel, n = 167)
Pozitivni 40 63

Hraniéni 3 3

Negativni 157 101
Prevalence 21,5% 39,5 %
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Ocekavané hodnoty se mohou lisit podle regionu a slozeni panelu.

11.2.3  Prediktivni hodnoty

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV, positive predictive value) a nega-
tivni prediktivni hodnota (NPV, negative predictive value) udavaji podil
pozitivnich a negativnich vysledku testu, které jsou skute¢né pozitivni,
resp. skute¢né negativni. Hodnota PPV udava pravdépodobnost, ze
pozitivni vysledek testu skute¢né identifikuje pfitomnost onemocnéni,
zatimco NPV udava pravdépodobnost, Ze negativni vysledek testu
skute¢né vylucuje onemocnéni. Hodnoty PPV a NPV byly stanoveny
na zakladé 167 po sobé jdoucich vzorkl z rutinniho testovani akutni
hepatitidy. Vzorky klasifikované jako reaktivni nebo nereaktivni na
zakladé bézné pouzivané analyzy HEV IgM byly klasifikovany jako
skute€né pozitivni, resp. skute¢né negativni.

Prediktivni hodnota testu recomCLIA HEV IgG

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) 95,2 %

Negativni prediktivni hodnota (NPV) 95,5 %

11.2.4 Vérohodnostni pomer

Vérohodnostni poméry (LR, likelihood ratios) se pouzivaji k posouzeni
hodnoty provedeni diagnostického testu. Pozitivni vérohodnostni
pomér (LR+) je definovan jako podil miry skuteéné pozitivnich
vysledkd a miry fale$né negativnich vysledk(. Udava, do jaké miry je
pozitivni vysledek testu pravdépodobnéjsi u osoby s onemocnénim ve
srovnani s osobou bez onemocnéni. Toto statistické méfitko tedy
poskytuje klinické informace o jednotlivci. Naopak negativni véroho-
dnostni pomér (LR-) je podil miry fale$né negativnich vysledkd a miry
skute¢né negativnich vysledku. Udava, do jaké miry je negativni vysle-
dek testu pravdépodobné;jSi u osoby s onemocnénim ve srovnani s o-
sobou bez onemocnéni.

Pozitivni a negativni vérohodnostni poméry byly stanoveny na zakladé
167 po sobé jdoucich vzorkl z rutinniho testovani hepatitidy; jsou to-
tozné s témi, které byly pouZity pfi stanoveni prediktivnich hodnot, jak
je uvedeno vySe. Vzorky klasifikované jako reaktivni nebo nereaktivni
na zakladé bézné pouzivané analyzy HEV IgG byly klasifikovany jako
skute€né pozitivni, resp. skute¢né negativni.

Vérohodnostni pomér recomCLIA HEV IgG

Pozitivni vérohodnostni kvocient (LR+) 36,9

Negativni vérohodnostni kvocient (LR-) 0,08

Poznamka: Pozitivni vysledek testu protilatek HEV IgG nemusi nutné
znamenat aktivni infekci HEV, ale muze odrazet jiz dfive prodélanou
infekci (sérologicka jizva), kfizovou reakci s jinymi mikroorganismy
nebo nespecifickou aktivaci imunitniho systému v disledku infekci,
jako je EBV nebo CMV. Stejné tak negativni vysledek testu protilatek
HEV IgG nevylu€uje definitivné infekci, zejména v raném stadiu in-
fekce. Proto je prediktivni uzite¢nost vérohodnostniho poméru pro pot-
vrzeni nebo vylou€eni aktivni infekce HEV omezena.
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13 Vysvétleni symbolu

Obsah postacuje pro <n> testu
Pocet pouziti

[@

RGT CART Kazeta s reagenciemi

|BEADMIX| Magnetické Castice

|DILUBUF] recomCLIA Dilution Buffer A
|C0NJ|IEG| Konjugat protilatek proti lidskému 1gG
CAL1 Kalibrator 1

CAL 2 Kalibrator 2

NSTRU Navod k pouziti

Ctéte navod k pouziti

Diagnosticky zdravotnicky prostfedek in vitro

Objednaci ¢islo

Cislo 8arze/verze

Obsah, obsahuje

Vyrobce

Pouzit do data
Datum exspirace

v GHOELE

Uchovaveijte pri teploté x °C azy °C

x
o
<
(o]

Chrarite pfed mrazem

Obsahuje derivaty lidské krve nebo plazmy

Obsahuje biologicky material zvifeciho pivodu

Vystraha

&R

Doplriky, opravy nebo zmény oproti pfedchozi verzi jsou vyznaceny na
okraji.

14 Udaje o vyrobci a verzi
recomCLIA HEV IgG Kat. ¢. 75004
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