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	NÁVOD PRO POUŽITÍ

	
	
	Jednokrokový rychlý test pro stanovení

	
	
	anti-HBs (HBsAb) v plné krvi/ séru/ plazmě


Pouze pro profesionální použití in vitro
Kazetový test pro stanovení protilátek proti povrchovému antigenu viru hepatitidy B

ÚVODNÍ INFORMACE
Hepatitida B je závažné onemocnění způsobené virem, který napadá játra. Virus, který se nazývá virem hepatitidy B (HBV), způsobuje doživotní infekci, cirhózu (zjizvení) jater, jaterní selhání a smrt. U chronické hepatitidy B (CHB) je přetrvávání povrchového antigenu hepatitidy B někdy doprovázeno protilátkami (Ab) proti HBs (anti-HBs).
Přítomnost protilátek proti povrchovému antigenu hepatitidy B je známkou klinického uzdravení a následné imunity pro virus hepatitidy B. Tento test je vhodný pro odhalení možné imunity u  jednotlivců, kteří jsou vystaveni zvýšenému riziku hepatitidy B, personál hemodialyzačních jednotek, odběrové sestry a pod. Je také vhodný pro vyhodnocení podání imunoglobulinů  proti hepatitidě B po poranění jehlou, pro vyhodnocení  podání vakcíny proti hepatitidě B  a pro sledování stavu imunity po podání vakcíny proti hepatitidě B. 
Rychlé testy jsou určeny pro kvalitativní detekci HBsAb v lidském séru, plazmě nebo plné krvi všude tam, kde EIA metody jsou nepraktické nebo nemohou být použity. 

Obecně se předpokládá, že délka imunity proti viru hepatitidy B (HBV) navozená vakcínou pocházející z plazmy je kolem 10 let.  Ztráta anti-HBs nemusí nezbytně znamenat ztrátu imunity, protože imunologická paměť navozená vakcínou přetrvává, i když hladina anti-HBs poklesne.  
	Interpretace panelu testů  hepatitidy B

	Testy
	Výsledky
	Interpretace

	HBsAg, anti-HBc, anti-HBs
	negativní, negativní, negativní
	vnímavý

	HBsAg, anti-HBc, anti-HBs
	negativní, pozitivní, pozitivní
	imunní v důsledku přirozené nákazy

	HBsAg, anti-HBc, anti-HBs
	negativní, negativní, pozitivní
	imunní v důsledku vakcinace hepatitidou B ++

	HBsAg, anti-HBc, IgM anti-HBc, anti-HBs
	pozitivní, pozitivní, pozitivní, negativní, 
	akutně infekční

	HBsAg, anti-HBc, IgM anti-HBs, anti-HBs
	pozitivní, pozitivní, negativní, negativní
	chronicky infekční

	HBsAg, anti-HBc, anti-HBs
	negativní, pozitivní, negativní
	4 možné interpretace+


+ 4 interpretace: 1. Může se jednat o uzdravení z akutní HBV infekce.

                          2. Může se jednat o neurčitou imunitu a test není dostatečně citlivý pro detekci velmi malého množství anti-HBs v séru.

                          3. Může se jednat o vnímavost s falešnou pozitivitou anti-HBc.

                          4. Může se jednat o nedetekovatelné množství HBsAg přítomného v séru a jedinec je ve skutečnosti chronicky infekční.  

++ Protilátková odpověď (anti-HBs) se může změřit kvantitativně nebo kvalitativně. Ochranná protilátková odpověď je definována kvantitativně 10 a více mezinárodními milijednotkami (>= 10 mUI/ml) nebo kvalitativně jako pozitivní. Aby testování po vakcinaci  mělo smysl, mělo by se  provést 1-2 měsíce po třetí vakcinační dávce.

DEFINICE

· Povrchový antigen hepatitidy B (HBsAg): Serologický marker na povrchu viru hepatitidy B. Může být detekován ve velkém množství v séru během akutního nebo chronického zánětu. Přítomnost HBsAg ukazuje na to, že jedinec je infekční. Jedinec normálně produkuje protilátky proti HBsAg jako součást normální imunitní odpovědi na infekci.

· Protilátka proti povrchovému antigenu hepatitidy B (anti-HBs): přítomnost anti-HBs protilátky je obecně interpretována jako známka zotavení a imunity proti HBV infekci. Anti-HBs protilátky se vytvoří u jedince, který byl úspěšně očkován proti hepatitidě B.

· Celkové protilátky proti antigenu jádra hepatitidy B (anti-HBc): objeví se na počátku příznaků akutní hepatitidy B a přetrvává po celý život. Přítomnost anti-HBc protilátek ukazuje na předešlou nebo současnou infekci virem hepatitidy B v časově přesně nedefinovatelném období.

· IgM protilátky proti antigenu jádra hepatitidy B (IgM anti-HBc): Tyto protilátky se objevují v průběhu akutní fáze nebo po předcházející infekci HBV a jsou přítomny po dobu přibližně 6 měsíců. 

POUŽITÍ

Anti-HBs (HBsAb) test je rychlou chromatografickou imunoanalýzou pro kvalitativní detekci protilátek proti povrchovému antigenu hepatitidy B (HBsAg) v lidské plné krvi / séru / plazmě. 

DIAGNOSTIKA

Rekombinantní HBs antigeny,  kozí anti-HBs polyklonální protilátky a rekombinantní HBs antigeny  značené částicemi koloidálního zlata.

METODA

Anti-HBs test používá imunochromatografickou metodu pevné fáze  pro kvalitativní detekci protilátek proti povrchovému antigenu hepatitidy B v lidské plné krvi / séru / plazmě. Test je  imunoanalytická zkouška s vysokou citlivostí, ve které se používá kombinace polyklonálních protilátek a rekombinantních antigenů k selektivní detekci protilátek proti HBs antigenům. Rekombinantní HBs antigeny jsou imobilizovány v testovací oblasti “T“ a kozí anti-HBsAg polyklonální protilátky jsou imobilizovány v kontrolní oblasti “C“ nitrocelulózové membrány. Rekombinantní HBs antigeny konjugované s částicemi koloidálního zlata jsou usušené v oblasti pro konjugát. Vzorky se aplikují do jamky pro vzorek. Jsou-li ve vzorku anti-HBs protilátky, anti-HBs se váže k mobilním rekombinantním HBs antigenům  konjugovaným s částicemi koloidálního zlata. Společně se pohybují směrem k “T“  oblasti. Komplexy anti-HBs – rekombinantní HBs antigeny  se vážou k imobilizovaným rekombinantním HBs antigenům a výsledkem toho je, že molekuly anti-HBs, které už jsou  navázány k mobilním rekombinantním HBs antigenům (konjugovaným s částicemi koloidálního zlata), jsou imobilizovány v “T“  oblasti a tak vytvoří viditelný barevný proužek, který vzniká nahromaděním částic koloidálního zlata v “T“  oblasti (barevný testovací proužek), znamenající pozitivní výsledek testu. Nejsou-li ve vzorku žádné anti-HBs protilátky, vzorek se pohybuje k “T“  oblasti společně s nenavázanými (volnými) rekombinantními HBs antigeny konjugovanými s částicemi koloidálního zlata. Imobilizované rekombinantní HBs antigeny se nemohou navázat k mobilním HBs antigenům konjugovaným s částicemi koloidálního zlata, proto se neobjeví žádný viditelný barevný proužek v testovací “T“ oblasti (žádný barevný testovací proužek), což znamená negativní výsledek testu. Bez ohledu na obsah anti-HBs protilátek v tekutině vzorku, jakmile tekutina vzorku prochází kontrolní “C“ oblastí, mobilní rekombinantní HBs antigeny konjugované s částicemi koloidálního zlata se váží k imobilizovaným kozím polyklonálním protilátkám anti-HBs. Nahromadění částic koloidálního zlata  vytvoří viditelnou barevnou linii v “C“ oblasti (barevný kontrolní proužek), což potvrzuje  platnost výsledku testu. Barevný proužek v kontrolní oblasti “C“ musí být vždy viditelný; není-li vidět žádný barevný proužek v kontrolní oblasti “C“, je výsledek testu neplatný.

UPOZORNĚNÍ A OMEZENÍ

1. Pouze pro profesionální použití in vitro.

2. Nepoužívejte set po uplynutí exspirační doby. Testovací kazeta je pouze na jedno použití. Nepoužívejte opakovaně.
3. Testovací kazeta musí zůstat v originálním obalu do doby testování. Nepoužívejte test v případě poškození sáčku.

4. Pro provedení testu použijte ochranné rukavice.

5. Pro každý vzorek použijte nové kapátko.

6. Se všemi vzorky pacientů se zachází jako s potenciálně infekčními. Během celého postupu dodržujte  všechna upozornění týkající se mikrobiologického rizika  a odstranění do odpadu po provedeném testování proveďte v souladu s postupy daného pracoviště.

7. Tento test ukazuje pouze přítomnost nebo chybění HBsAb ve vzorku a nemůže být použit jako jediný důkaz pro diagnózu virové infekční hepatitidy.
Jako u všech diagnostických testů, musíte mít na zřeteli, že stanovení diagnózy nemůže být založeno na jednom výsledku testu. Diagnóza může být vyslovena pouze odborníkem až po vyhodnocení všech klinických a laboratorních nálezů.

UCHOVÁVÁNÍ

Testovací kazety se musí uchovávat mimo zdroje radiace, přímého slunečního světla, vlhkosti a tepla.

Skladují se při  4 – 30oC. Nemrazí se.

Při zachování výše uvedených podmínek zůstává test v původním balení stabilní do konce exspirační doby. Testovací kazeta se musí použít do 1 hodiny po otevření.

Složení setu: Testovací kazeta, kapátka a návod k použití.
Materiál požadovaný, ale nedodávaný: Zkumavka na odběr vzorku, centrifuga a stopky.
Materiál doporučovaný, ale nedodávaný: Mikropipety  pro přenesení daného množství vzorku během provedení testu, negativní a pozitivní kontrolní materiály.
ODBĚR VZORKŮ A PŘÍPRAVA

Test se provádí s plnou krví / sérem / plazmou. Aby se zabránilo hemolýze, připravuje se  sérum nebo plazma z krve co možná nejdříve.
Vzorky plné krve: S plnou krví se test musí provést ihned. V případě, že je testování odloženo, skladují se vzorky plné krve s antikoagulanciem (měla by se použít EDTA, heparin, citrát), aby se zabránilo koagulaci,  při  2 – 8oC až do doby testování, maximálně 2 dny. 

Vzorky séra: krev se odeberte do zkumavky bez antikoagulačního roztoku, ponechá se 30 minut stát, aby došlo ke koagulaci a poté se centrifuguje. Tekutina, která zůstává po ukončení centrifugace se používá jako sérum. 

Vzorky plazmy: Vzorek krve pacienta se odebírá do roztoku s antikoagulanciem (měl by se použít EDTA, heparin, citrát), aby se zabránilo srážení vzorku, a poté se centrifuguje. Tekutina, která zůstává po ukončení centrifugace se používá jako plazma.
Mohou se použít pouze nezakalené vzorky, bez známek hemolýzy. V případě, že vzorky nemohou být otestovány v den odběru, uchovávejte vzorky sér a plazmy v ledničce nebo zamražené. Vzorky plné krve se nemrazí. Před testováním vytemperujte vzorky na pokojovou teplotu. Zamražené vzorky musí být před testováním kompletně rozmraženy a velmi dobře promíchány. Vzorky se známkami turbidity by se měly centrifugovat. Nepoužívejte, pokud je to možné, opakovaně zamražené a rozmražené vzorky, způsobují blokaci membrány buněčným detritem.
POSTUP TESTU 

1. Vyndejte ze sáčku testovací kazetu. Vytemperujte testovací kazetu  a vzorky plné krve / séra / plazmy na teplotu místnosti. 
2. Naberte plnou krev / sérum / plazmu do kapátka a nakapejte 3 kapky (100 ųl) do jamky pro vzorek na kazetě.  Zabraňte vytvoření jakýchkoliv bublin. 

3. V závislosti na koncentraci HBsAb ve vzorku může test reagovat do 5 minut. Výsledky by se měly odečítat do 15 minut. Neodečítejte výsledky po 20 minutě, výsledky získané po 20 minutě by měly být považovány za neplatné. 

INTERPRETACE VÝSLEDKŮ

Negativní: Pouze jeden barevný proužek v oblasti “C“, znamená nepřítomnost HBsAb ve vzorku.

Pozitivní: V oblasti “T“ a “C“ jsou viditelné barevné proužky, znamená to přítomnost HBsAb ve vzorku.
Nízká koncentrace HBsAb může způsobovat slabý proužek v testovací oblasti “T“. I takový jemný proužek v testovací oblasti musí být považován za pozitivní.
Neplatný: Není viditelný žádný barevný proužek nebo je viditelný pouze barevný proužek v testovací oblasti “T“, test se musí opakovat s novou testovací kazetou.
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KONTROLA KVALITY
Testy jsou postaveny na procesních vlastnostech kontroly kvality. Po provedení testu uživatel pozoruje barevný proužek v oblasti “C“ u negativních vzorků a barevnou linii v “T“ a “C“ oblasti u pozitivních vzorků. Objevení  kontrolního proužku v “C“ oblasti je považováno za interní kontrolu kvality. Tento proužek znamená, že do jamky bylo přidáno dostatečné množství vzorku a současně platný výsledek testu. Doporučuje se  používat negativní a pozitivní kontrolu pro ověření správného provedení testu jako externí kontrolu.Uživatelé by měli dodržovat státní a místní  směrnice týkající se externí kontroly kvality.
VYHODNOCENÍ  PROVEDENÍ
	Počet vzorků
	Stav vzorků
	Stav 
anti-HBs 
	Použitá srovnávací zkouška 
	Falešné výsledky

	101
	Přirozeně infikovaní
	pozitivní
	EIA
	1

	108
	Vakcinovaní 
	negativní
	EIA
	1

	500
	Klinické
	negativní
	EIA
	0

	 52
	Těhotné ženy
	negativní
	EIA
	0

	 50
	Revmatoidní faktor (RF)
	negativní
	EIA
	1

	10
	Bilirubin
	negativní
	EIA
	0

	10
	Hemoglobin
	negativní
	EIA
	0

	10
	Triglyceridy
	negativní
	EIA
	0

	10
	anti-HCV
	negativní
	WHO standarda
	0


Sérokonverzní panely: Pro Türklab HBs rychlé testy bylo připraveno 15 sérokonverzních panelů, u nichž byla použita jako referenční zkouška EIA. Všech 15 sérokonverzí bylo správně detekováno ve druhém vzorku (> 3 měsíce) rychlými testy Türklab anti-HBs s pozitivní linií v kontrolní oblasti “C“ a další pozitivní linií v testovací oblasti “T“. EIA zkouška také detekovala sérokonverzi u všech 15 vzorků. Toto hodnocení ukazuje, že Türklab anti-HBs rychlé testy jsou ve své citlivosti srovnatelné s EIA zkouškou se značkou CE.
Cut-off:                  : 9 mIU/ml  

Citlivost :                : 99%                                      Specifita:              : 99,8%
+Predikce V:          : 99,5%                                   - Predikce V:        : 99,7%    
Zkřížená reaktivita: Zkřížená reaktivita byla testována s níže uvedenými vzorky, žádná zkřížená reaktivita u anti- HBs rychlých testů nebyla nalezena.
- anti-HCV vzorky plné krve / séra / plazmy,

- vzorky plné krve / séra / plazmy  těhotných žen. 

Interference          : S HBsAb rychlými testy byly testovány následující potenciálně interferující látky: hemoglobin, bilirubin, triglyceridy, revmatoidní faktor (RF). Nebyla pozorována žádná interference, kromě 1 vzorku s RF a 2 hemolytických vzorků. Pouze jeden vzorek s hladinou RF 778 IU/ml  měl falešně pozitivní výsledek mezi všemi vzorky s RF, které byly ve studii použity. Vzorky s revmatoidním faktorem mohou ovlivnit výsledek testu. Proto se doporučuje provést jiný test pro vzorky RF před provedením klinické analýzy.
Hemolytické vzorky nemohou být použity, protože způsobují neplatné nebo falešně pozitivní výsledky. 
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	Značka CE
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	Skladujte při (omezení teploty)

	
	IVD
	 Diagnostický zdravotnický prostředek in vitro
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	Sledujte návod k použití

	
	REF
	 Katalogové číslo
	LOT
	Číslo šarže
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	 Spotřebujte do (exspirace)
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