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Porovnani konfirmaéniho ELISA a recomLine testu pro stanoveni
hepatitidy C

Abstrakt

M4 bakalarska prace se zabyva onemocnénim hepatitidy C a jeho laboratorni
diagnostikou, zejména potom konfirmacnimi testy. Teoreticka ¢ast se zamétuje na nemoc
obecné, popisuje virus hepatitidy C, ktery nemoc zplsobuje. Dale rozebira akutni a
chronickou f4zi, pfenos viru a moznosti 1éCby.

V praktické ¢asti popisuji vySetfeni screeningovych protilatek anti-HCV a jak se
postupuje v pripadé nalezu. Hlavnim tkolem mé praktické casti je porovnani dvou

konfirmaénich testt — ELISA a imunoblotu recomLine.

Na konci prace oba testy hodnotim a porovnavam konec¢né vysledky.

Kli¢ova slova

Hepatitida C, Virus hepatitidy C, CMIA, ELISA, imunoblot



Comparison confirmation ELISA to recomLine test for the
determination of hepatitis C

Abstract

My bachelor thesis deals with hepatitis C disease and its laboratory diagnosis, especially
confirmatory tests. The theoretical part focuses on the disease in general, describes the
hepatitis C virus that causes the disease. It also discusses the acute and chronic phases,

virus transmission and treatment options.

In the practical part | describe the examination of anti-HCV screening antibodies and how
to proceed in case of a positive finding. The main task of my practical part is to compare

two confirmatory tests - ELISA and immunoblot recomLine.

At the end of the work | evaluate both tests and compare the final results.
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1. Uvod

Hepatitidy mizeme délit dle délky trvani na akutni a chronické formy. Akutni virové
hepatitidy patii k nejcastéjSim jaternim onemocnénim po celém svété a vedou priblizné k
1-2 milionim umrtim ro¢n€. K ptechodu do chronicity dochézi po 6 -ti mésicich od
expozice, to pozdéji mize zpusobit jaterni cirhozu a vést az k vzniku hepatocelularniho

karcinomu.

Jatra jsou nejvetsi lidska zlaza, skladajici se z pravého a levého laloku. Laloky se
skladajici z malych lalacku, které tvofi jaterni buniky = hepatocyty. Jatra maji nespocetné
mnoho funkci a jsou zivota dilezitym organem. Jejich hlavni funkci je vstiebavani zivin,

odstraniuji Skodlivé latky z téla nebo reguluji hladinu mnoha hormont a vitamind.

Virové hepatitidy jsou obecné zanétlivda — nekrotickd onemocnéni poskozujici jaterni
parenchym. Ve vétsing piipadech jsou zpuisobena tzv. primarné — hepatotropnimi (=jatra
— napadajicimi) viry. RozliSujeme typd vird,, které zpiisobuji virovou hepatitidu,

oznacovanych pismeny A, B, C, D, E a G. Infekce HCV je nejcastéjsi pficinou jaternich

onemocnéni predev§im ve vyspélych zemich svéta, a to 1 kvili absenci u¢inné vakciny.



2. Hepatitida C

Virova hepatitida C (HCV) je zanétlivé — nekrotické onemocnéni jater, které zptisobuje
virus hepatitidy C (VHC). Faze akutni je velmi ¢asto asymptomatickd nebo se objevuji
nespecifické extrahepatalni ptiznaky, jako jsou horecka, inava, nahly tbytek vahy nebo
nauzea. Tyto ptiznaky mohou pretrvavat i nékolik let a pacient je v obdobi velmi infekénd,
atoiv ptipad¢, kdy nema zadné ptiznaky. Nespecifické ptiznaky zptisobuji uskali v asné
diagnostice, a proto byva nemoc odhalena az v pozd¢jsi — chronické fazi. K ptechodu do
chronické faze dochazi u vice nez 80 % osob. Nejvétsi hrozbu v chronické formé
ptredstavuje prechod v jaterni cirhozu a nasledné vznik hepatocelularniho karcinomu.
Objeveni jaterni fibrozy (zvétSeni jater) progradujici do cirhdzy byva prvnim ukazatelem
na tuto nemoc, kdy k odhaleni dochéazi vétSinou ndhodné pii preventivnim ¢i jiném

vySetfeni. (Krekulova, Praha 1998).

K poskozeni organismu nasledkem viru dochazi nejspiSe kombinaci dvou zpiisobil —
pfimym ucinkem (tzv. cytopatickym efektem), kdy dochazi k poSkozeni hepatocytl a
pfimym poskozenim (tzv. cytolytickym efektem) zprostiedkovaného €innosti vlastniho

imunitniho systému pacienta. (Navratil, 2017)

Bylo zjisténo, Ze nemoc postihuje muze zhruba dvakrat vice nez Zeny, a to predevsim

homosexualni, ¢i bisexualni muze ve véku od 15-39 let.



2.1. Virus hepatitidy C

Virus hepatitidy C (HCV) byl objeven v roce 1989 védcem Michaelem Hougtonem, ktery
pozdéji za tento objev obdrzel Laskerovu cenu za klinicky 1ékatsky vyzkum. Jedna se o
maly (velikost 50-80 nm) obaleny RNA (tvofen ribonukleovou kyselinou) virus z ¢eledi

Flaviviridae. a je jediny zastupce rodu Hepaciviru. (Husa, 2005)
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Obrazek 1. Virus HCV (Mozorov, 2018)

HCV ma velmi dynamicky proces Zivota s polo¢asem pouze nékolik hodin, za to ale s

produkci 1012 virovych &astic denng. (Spi¢ak, 2017)

Virus je tvoten jednovlaknovou pozitivni RNA (ribonukleova kyselina). Jeho genom se
sklada z 9 379 nukleotidli a jednoho dlouhého ¢teciho otevieného rdmce (open reading

frame = ORF), ktery syntetizuje zhruba 3 010 aminokyselin (AMK). Dale je meziprodukt



Stépen na 3 strukturni proteiny: dva obalené (envelope) glykoproteiny E1 a E2,
nukleokapsidovy protein (core-C) a nékolik nestrukturnich proteini (NS1 — NS5). Rada

nestrukturnich proteinti hraje dalezitou roli pfi mnozeni viru.

(Ehrmann a Mtlek, 2010 Praha)

Obrézek 2. Organizace genomu HCV (nahote) a struktura jednotlivych proteina (dole)
(Spicak)

2.2. Genotyp a subtyp viru hepatitidy C

Charakteristickou vlastnosti viru je extrémni heterogenita, a proto védci stale hledaji
ucinnou vakcinu. RNA viry totiz ¢asto mutuji a vyviji se v rlizné genotypy, subtypy a
kvadruhy. V soucasné dobé je znamo 7 rtiznych genotypu (znacenych 1-7) a vice nez 50
subtypil znacenych malymi pismeny abecedy. Vyskyt se lisi geograficky. Jednotlivé
genotypy se navzajem lisi v 30-35 % nukleotidovych sekvencich. Subtypy se od sebe lisi

zhruba v 20-25 %. V Evropé je nejrozsitenéjsi varianta viru 1b.

V Ceské republice je prevalence tohoto genotypu 75-80 %. V Evropé (véetnd CR)
dochdzi vSak k narustu zastoupeni genotypu 3. (Ehrmann, Milek, Praha 2010)



2.3. Vyskyt virové hepatitidy C ve svété

Infekce HCV se vyskytuje celosvétove a ve 21.stoleti postihuje asi 170-200 milionti osob,
pficemz 71 milioni z toho trpi chronickou formou HCV. Prevalence v celkové bézné
populaci tvoti primémé 2,8 %. V USA Zije piiblizn¢ 4 miliony (1,7 %) nemocnych
pacientt trpici HCV infekci. V Evropé€ postihuje nemoc 5 milionti (1 %) lidi. Infekce se
vyskytuje nejcastéji v rozvojovych zemich, jako je Afrika, jizni Amerika nebo

jihovychodni Asie.

2.4. Vyskyt virové hepatitidy C v Ceské republice

Séro — prevalenéni studie z roku 2015 dokazuje, ze v Ceské republice je nakazeno HCV
pres 80 tisic lidi a vétSina z nich o ndkaze nema ani tuseni, procentudlng to ¢ini 1,67 %
populace z celkové nakazenych, ztoho 0,93 % chronickou formou HCV. Nejvice
infikovanych osob je v rizikovych skupinach, jakou jsou — napf. intravendzni uzivatelé
drog, vézni nebo lidé ze socialné — slabsich skupin. Roéné se v CR diagnostikuje kolem

800 — 1 000 novych ptipadi.

(Urbanek, 2019)

2.5. Pienos virové hepatitidy C

HCYV infikuje vyhradné ¢lovéka a bylo zjisténo, ze se muze objevit také u Simpanzi.
Inkubacéni doba nemoci je zna¢né variabilni, vétSinou od 2-26 tydnili od expozice. Prenos
je nejcastéjsi parenteralni tj. expozici infikované krve nebo jinych télesnych tekutin.
K testovani darct se pfistoupilo v roce 1992, po objevu viru HCV. Pfed zavedenim
povinného testovani se mohlo stat, ze fada pacienti se nakazila pfi transfuzi ¢i
transplantaci. Je také mozné, ze u nékterych z nich se nemoc zatim neprojevila nebo
v nékterych vzacnych ptipadech vymizela sama diky obrané¢ imunitniho systému.

(Lobovska, 2001)



K ptenosu dochazi nejcastéji

u intravendznich uzivatelt drog pomoci infikované stfikacky
e pohlavnim stykem (hlavné u promiskuitnich osob)

e 7 matky na dité pti porodu

e pfi provedeni tetovani nebo piercingu v nesterilnim prostiedi
e pted rokem 1992 transfuzi krve nebo krevnich derivati

e pred rokem 1992 hemodialyzou ¢i transplantaci organii

2.6. Stadia virové infekce

RozliSujeme dvé formy virové hepatitidy C: akutni a chronickou. Chronické hepatitida
C zplsobuje nejcastéjsi pri¢inu jaterniho onemocnéni ve vyspélych zemich. Prechod
infekce do chronicity je v rozmezi od 40-90 % Vv zavislosti na v€ku, virové nalozi a fadé
dalsich faktorii. Nebezpeci ptechodu do chronicity je mnohem vys$si u starSich osob.
V soucasné dobé neexistuje zadny specificky test, kterym bychom byli schopni rozlisit

akutni a chronickou hepatitidu.

;HCV infekce ‘

10-15 let akutni hepatitida
] (15 %)
Y
chronicka
| hepatitida C (85 %)
10-15 let

| hepatocelularni kompenzovan;
karcinom cirhoza

1-2%
za rok dekompenzovana | «——

cirhéza

10-15 let

Obrazek 3. Nasledky infekce virem hepatitidy C (Chapel, 2018)
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2.6.1. Akutni hepatitidy C

Akutni hepatitida C je diagnostikovana velmi vzacné, vice nez % pacientll o své nemoci
nema ani tuSeni. Raritné zndmy iktericky prib¢h je také velmi vzacny, objevuje se
nanejvySe u 20 % pacientl. Jesté vice vzacny je fulminantni prabch akutni hepatitidy
C, ten se dostavuje pii koinfekci s HBV (virova hepatitida B) ¢i HIV (virus lidské
imunitni nedostatecnosti), kterou nachdzime typicky v rizikovych skupinach (napf.
narkomani). (Husa, 2005) U akutni virové hepatitdy C je typicky laboratorni nalez, a to
I v piipadé absence klinickych piiznakd, zvySeného sérového ALT (az 30 —ti nasobn¢)

(Ehrmann, 2010)

2.6.2. Chronickad hepatitida C

V diagnostice se setkavame daleko castéji s chronickou formou HCV. Pokud nedojde
k eliminaci viru do 4-6 mésicti od expozice, piechazi nemoc do chronicity. Radime sem
vSak 1 pfipady, u kterych je okamzik pfenosu neznamy. Klinické ptiznaky chronické
hepatitidy C jsou velmi €asto nespecifické a odhaleny byvaji ndhodné pfi jiném vySetieni.

(Ehrmann, 2010).

Nelécena chronickd hepatitida C vede k progredujici prestavbé jaterniho parenchymu s
rizikem vzniku hepatocelularniho karcinomu (HCC) (4-10%). Zhruba tfetina
transplantaci jater se provadi u pacientli s chronickou hepatitidou C. Zaroven je vSak
chronicka hepatitida C jedinou chronickou virovou infeket, kterd je v soucasné dobé jiz

vylécitelna.

11



Virologické faktory Hostitelské faktory Faktory zevniho prostredi

vék v okamziku expozice ¢ alkohol

pohlavi e koufeni

rasa * kontaminace zevniho prostredi
koinfekce:

- HBV

- HIV

* komorbidita:

— hemochromatéza
NASH
schistosomiaza

» genetické faktory:
HLA II. tidy

* exprese nemoci:

normalni ALT

* viremie
e virové kvazidruhy
e genotyp

Obrazek 4. Faktory, které by mohly mit vliv na progresi jaterniho postiZeni pfi chronické

infekci HCV (Ehrmann)

2.7. Laboratorni diagnostika VHC

Vysetfovaci metody k detekci infekce HCV rozdélujeme na:

Sérologické metody

Molekularné — diagnostické metody

12




2.7.1. Sérologické metody

vvvvvv

soucasné dobé se pouzivaji metody 3.generace — EIA (enzyme immunoassay) a jejich
varianty. Jejich senzitivita a specifita se pohybuje od 97-99 %. Protilatky jsou markery
expozice s virem hepatitidy a je ticba mit na paméti, ze nejsou nositelem imunity
organismu, tudiz nemaji neutralizac¢ni efekt a béhem zivota mize dojit ke koinfekci.

(Urbanek, 2019)

Sérologické metody dale délime na:

Piimé — detekujeme piitomnost HCV-core Ag (antigenu), jehoZ stanoveni vyrazné
redukuje tzv. diagnostické okno

Neprimé — detekujeme ptitomnost specifickych protilatek anti —HCV, které jsou
markerem expozice daného pacienta s virem hepatitidy C (zhruba po 70 dnech od

expozice)

2.7.1.1.Stanovené piitomnosti antigenu HCV-core

Toto vySetfeni lze provadét metodou CMIA (chemiluminiscencni imunoanalyzou na
mikrocasticich) na pfistroji Architect od firmy ABBOTT, ktery mé senzitivitu 97 % a
specifitu jeste vyssi, kolem 99 %. VySetieni antigenu HCV-core a zaroven stanovené anti-
HCYV protilatek nelze provadet na jednom stejném pristroji Architect, kvili moZnosti

vzniku komplexu Ag x Ab (antigen x protilatka).

13



2.7.1.2.Detekce specifickych protilatek anti-HCV

Protilatky anti — HCV jsou pfitomné u naprosté vétSiny pacientll infikovanych virem
hepatitidy C. Vyjimkou jsou pacienti, ktefi jsou testovani brzy po expozici virem, jedna
se o tzv. diagnostické okno. Nutno podotknout, ze anti-HCV nemaji neutraliza¢ni efekt,
protoze nejsou nositelem imunitni odpovédi, tudiz maze dojit k reinfekci. Protilatky u
pacienta pretrvavaji celozivotné, proto vySetfenim nelze rozliSit akutni stadium od
chronického, ani jiz vylééeného pacienta. VySetieni se pouziva pii stanoveni diagnozy
infekce hepatitidy C a jako screeningovy test k prevenci pienosu viru hepatitidy C (HCV)

na ptijemce krve, krevnich komponentt, bunék, tkani a organt. (Hulek, Praha 2018)

Vysetieni protilatek anti-HCV provadime taktéz metodou CMIA (chemiluminiscen¢ni

imunoanalyzou na mikrocasticich) na analyzatoru Architect od spolecnosti ABBOTT.

Obrazek 5. Zobrazeni pribeéhu infekce od expozice na pocet dni (100) (abbotdiagnostics)

14



2.7.1.3.Konfirmace pomoci imunoblotu

Metoda pouzivana pro kvalitativni nebo semikvantitativni detekci urcitého proteinu ve
vzorku. Identifikujeme diky ni specifické antigeny rozpoznané polyklonalnimi nebo

monoklonalnimi protilatkami. (Navrétil, Praha 2017)

2.7.1.4. Konfirmace pomoci metody ELISA

Analyticky — sérologicka metoda uréena ke kvantitavnimu stanoveni protilatek pfi
virovych infekei hlavné i virové hepatitidy. Velkou vyhodu je rychlost zpracovani,
vysokou senzitivitu a specifitu. Antigen (protilatka) je ukotven na nerozpustném nosici
(mikrotitracni desti¢ka). Metoda je zaloZena na vysoké specifité antigenu a protilatky,
pficemz na jeden z téchto partnert je navazan kovalentni vazbou enzym. Tento enzym
katalyzuje pfeménu substratu, ktery je pfidan do smési, na barevny produkt. Konecny
produkt je méfen spektrofotometricky pomoci readeru. Koncentrace produktu je piimo

umérnd mnoZzstvi protilatky (produktu) ve vzorku.

(Dastych. 2015)

15
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Obrazek 6. Schéma ELISA metody (Bina P.)

2.7.2. Molekuldrné — diagnostické vySetieni HCV RNA pomoci PCR

Prokazuje pfitomnost virové nukleové kyseliny (HCV RNA) v séru pacienta. VySetieni
HCV RNA se provadi ze séra pomoci metody PCR (polymerdzova fetézova reakce)
S dolnim limitem detekce < 15 IU/ml. Soucasti molekuldrné — genetického vysetieni by
m¢elo byt i stanoveni genotypu a subtypu HCV, pro spravné zvoleni 1écebnych postupti.

(Urbanek, Praha 2019)

2.8. Lécha

V poslednich 5-ti letech doslo k velmi dramatickému prilomu v 1é¢bé hepatitidy C. Je
vSak velmi dulezité u pozitivnich pacientii provést vySetfeni na ptitomnost HCV RNA

pomoci PCR-RT (polymerazové fetézové reakce v redlném case).

Vysetfeni pomoci metody PCR je také nezbytné pro nastaveni spravné 1€cby pro pacienta.

Pfi spravném nastaveni 1€cby je progndza velmi dobra.

16



Budoucnost 1é¢by spociva v kratkodobych kombinac¢nich rezimech nékolika specifickych

inhibitort virové replikace.

Standartni 1é¢ba do roku 2012 bylo pomoci pegylovaného interferonti alfa (PEG-1FN) s
ribavirinem (RBV), ktera fungovala zejména u pacientli s 2 a 3 typem, u pacientli
s genotypem 1 byla Gspésnost okolo 50 %. Jednalo se o 1é¢bu nespecifickou, ktera
stimulovala imunitni systém. Interferon se podaval jednou tydné injek¢né pod kiizi. Lécba
trvala 25 tydnt. M¢la fadu nezadoucich ucinku, jako je padani vlasii, horec¢ka, nevolnost

nebo napt. nechutenstvi. (Chapel, Praha 2018)

Od roku 2018 jsou doporucovany a preferovany tzv. DAA-pfimo plsobici antivirotika,
které jsou vysoce u¢inné, bezpetné a vyborné tolerované prakticky u vSech pacientd.
Ptimo pusobici antivirotika pfimo inhibuji néktery z enzymu uplatiiujicich se v priabéhu
replikacniho cyklu HCV. V ramci replikace HCV dochdzi k syntéze jediného
prekurzorového proteinu, ktery je translacnim produktem celého virového genomu. Jeho
nasledné §tépeni zahajuje virova protedza, kterd postupné uvoliuje jednotlivé strukturdlni
1 nestrukturalni proteiny. Poslednim krokem procesu je uvolnéni RNA polymerazy, ktera
je klicovym enzymem celé replikace. DAA jsou latky inhibujici nejCastéji bud’ prave

protedzu (produkt NS3/4 oblasti virového genomu), ¢i RNA polymerazu (produkt NS5B).

Obrovskou vyhodou je také to, Ze 1€cbu mohou podstoupit i diive netispéSné 1éceni
pacienti. Lécba nema téméf zadné vedlejsi ucinky. Objevem DAA se 1é¢ba zrychlila,
zefektivnila a vyrazné€ se sniZily vedlejsi u€inky. Pacient uZiva jednu tabletu denné na
rozdil od ptedchozi bolestivé injekce s fadou vedlejSich uc€inki. Délka trvani 1écby je 12

tydnt.

,»Prvnimi preparaty skupiny DAA, které se dostaly do béZné praxe, byly boceprevir a
telaprevir. Boceprevir a telaprevir predstavuji prvni generaci virostatik, nebo také tzv.
,prvni vinu prvni generace®. Pouzivaji se pouze a zdsadn¢ v kombinaci s pegylovanym
interferonem a ribavirinem. Tato prvni virostatika maji u¢inek pouze u HCV genotypu 1,
u ostatnich genotypil maji efekt bud’ nulovy, nebo velice slaby s vysokym rizikem vzniku
virologické rezistence. Jejich Gc¢innost v trojkombinaci s pegylovanym interferonem a

ribavirinem se u genotypu HCV 1 pohybuje kolem 65-70 %.*“ (Urbanek, 2019 Praha)
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3. Cile prace a hypotézy

Cilem mé bakalatské prace bylo podrobnéji se seznamit S onemocnénim virové hepatitidy
C a tkolem bylo zjistit, jak probiha diagnostika protilatek anti — HCV metodou
chemiluminiscen¢ni imunoanalyzou na mikroc¢asticich pomoci pfistroje ARCHITECT

i2000sr od firmy ABBOTT.

Déle jsem se zabyvala vzorky, které byly pomoci pfistroje ARCHITECT i2000sr
zméfeny jako pozitivni a po konzultaci vysokoskolského odborného pracovnika
s Iékafem bylo dohodnuto tyto vzorky vysSetfit pomoci konfirmacnich testl, v mém
pripadé jsem méla moznost zkusit pouzit konfirmaéni test metodou ELISA od firmy

DIA.PRO a konfirmacni test recomLine od firmy Mikrogen Diagnostik.

Ve jsem jsi prakticky vyzkousela na vzorcich z oddéleni infekéni sérologie a imunologie

Vv laboratofi Brno, SYNLAB s.r.0.

Prvni hypotézou je, ze konfirmacni metoda ELISA je pfesnéjsi nez metoda recomLine.
Druhou hypotézou zji$t'uji, zda je recomLine vhodnéjsi pro praxi nez ELISA.

Za tfeti vpraxi vyzkouSim, jestli je imunoblot recomLine rychlejSi nez ELISA.

Hypotézou je, Ze vysledky jsou totozné.
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4. Metodika

V praktické ¢asti vyzkousim praci s analyzatorem ARCHITECT i2000sr, na kterém budu
meéfit vzorky pacientl a stanovovat hladinu anti- HCV protilatek. V ptipadé pozitivniho
nalezu budu dale vzorky konfirma¢né testovat, a to hned dvéma metodami. Nejprve

pomoci metody ELISA a poté pomoci imunoblotu RecomLine.

Preanalyticka faze

Preanalyticka faze zcela zdsadnim zplisobem ovliviiuje spolehlivost vySetfeni. Pfi
nedodrzeni vSech pozadavkl preanalytické faze dochdzi casto k chybnym vysledkiim,
které vétSinou nelze odhalit systémem laboratorni kontroly, pfitom asi 60 % odchylek od

spravnych hodnot vznika prave v preanalytické fazi.

Preanalytickou fazi mizeme rozdélit na ¢ast:

a) mimolaboratorni

b) laboratorni

A) Mimolaboratorni faze zahrnuje:

e pouceni a pfipravu pacienta k odbéru biologického materialu

e vlastni odbér

e identifikace biologického materidlu (identifikace pacienta) se spravné vyplnénou
zadankou

e transport do laboratofe v termotaSce

Transport by mél byt rychly, Setrny a velmi dulezita je také teplota (obvykle 2 — 8 °C,
z nékterych ptipadech pii -20 °C na suchém ledu).
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B) Laboratorni fazi tvori nasledujici kroky:

e piijem a identifikace biologického materialu — je nutno dbat na to, aby nedoslo
k zdméné pacientl napf. pti polepovani zkumavek laboratornimi Stitky

e vlozeni identifikacnich udaji pacienta do LISU a zadani pozadovanych vySetieni
(skenovani OMR)

e piiprava analytického vzorku — centrifugace

e vytvofeni analytickych vzorkti — alikvoti (aliquoting) a jejich oznaceni Stitky
s carovym kodem (labeling)

e roztiidéni analytickych vzorkl pro jednotliva pracovisté laboratote (sorting)

Spravny odbér a identifikace pacienta

Na odbérové zkumavce musi byt nalepeny Stitek se jménem a rodnym c¢islem pacienta.
Stejné udaje musi obsahovat Zddanka. Na Zadance musi byt dale uvedeny datum a cas

odbéru, kod klinického pracovisté (ICP), &iselny kod diagndzy a pojistovna pacienta.

Pracovnici pfijmu kontroluji, zda souhlasi udaje na odbérové nadobce a na zddance,
kontroluji typ pouzité odbérové nadobky vzhledem k pozadovanym vysetfenim, aby
doslo k co nejrychlejSimu odhaleni ptipadnych chyb a byl v¢as kontaktovan 1€kat nebo

odbérové pracoviste.
Zadani pozadavki na vySeti‘eni

Pii skenovani Zadanky pacienta s poZadavky na vySetieni dojde k automatickému nacteni
metod, které pracovnik pfijmu zkontroluje, potvrdi, ptipadné doplni vySetfeni, které se

nenacetla. VySetieni se da doplnit bud’to konkrétni zkratkou nebo ¢iselnym kodem.

Je potieba klast velky diraz na kontrolu, aby nedoslo k opomenuti ¢i ptipadnému zadani

nepozadované metody.
Piiprava analytického vzorku-centrifugace

Pro vétSinu biochemické a serologické analyzy se pouziva krevni sérum (srazliva krev)
nebo krevni plazma (nesrazliva krev s ptidavkem protisrazlivého ¢inidla-antikoagulancia
napt. citrat sodny, KsEDTA nebo heparin). Sérum nebo plazmu ziskdme jejich tzv.

centrifugaci.
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Centrifuga je nezbytné laboratorni zafizeni, ur¢ené k oddéleni latek s riznou specifickou
hustotou za pomoci piisobeni odstiedivé sily. Zakladem centrifugy je elektromotor
s moznosti plynulé regulace otacek. Bézné€ pouzivané centrifugy maji rozsah do 5 000
otacek/ 1 minutu. Pro centrifugaci krevniho vzorku bézné pouzivame 4 000 otacek po
dobu 5 minut. Pti vkladani vzorki do rotoru je potifeba dbat na to, aby byly vzorky
rovnomérne rozlozené sohledem na protismérné vyvazeni, jinak by dochézelo
k vibracim, které mohou poskodit centrifugu ¢i vzorky v ni ulozené. Moderni typy

centrifug dokéze provést vyvazeni automaticky.

Centrifuga je vybavena zamkem, ktery se uvolni az po zastaveni pohybu rotoru.
Centrifugaci dojde k rozd¢€leni krevnich elementd (erytrocyty, leukocyty, trombocyty a
Vv piipadé séra krevni srazeniny) se vzhledem Kk vyssi specifické hustoté ucinkem
odstiedivé sily usadi v dolni ¢asti odbérové zkumavky a v horni ¢asti zlstava sérum,

pripadné plazma. Po ukonceni centrifugace nasklada obsluha vzorky zpét do stojanki

k dalsimu zpracovani.

Obrazek 7. Centrifuga (zdroj vlastni)
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Tridéni vzorku pro konkrétni pracovisté

Dalsi kroky preanalytické faze, jako jsou vytvareni alikvot z primarni zkumavky, jejich
oznaceni Stitkem a nésledné ttidéni do stojantl pro jednotliva pracovisté, v nasi laboratofi
provadime automatizované¢ pomoci preanalytické linky OLA2500HS od firem
OLYMPUS a AutoMate 2550 BECKMANN COULTER.

Obrazek 8. Preanalyticka linka (zdroj vlastni)

Ptistroj nam pomaha k zrychleni provozu a snizuje moznost vzniku chyb. Obsluha vloZzi
do vstupni ¢asti stojan s primarnimi vzorky, dopravni systém zkumavku uchopi,

odzatkuje ji a ze zasobniku vyjme zkumavku pro alikvot.
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Na alikvot nalepi stitek s ¢arovym, ktery musi obsahovat:

e jméno a piijmeni pacienta
e rodné Cislo

e laboratorni ¢islo

e datum

e zkratku materialu

e pfistroje a metody, ke kterym je urcen

Pipetor umistény na dopravnim systému napipetuje do alikvotu pfesn¢ uréené¢ mnozstvi
pro jednotlivy analyzator a metodu. Dale je alikvot dopravnim systémem zafazen do
stojanku pro urcenou metodu, odkud je odnesen do konkrétniho tiseku laboratofe na

kone¢né méfeni.

Pokud je sérum ¢i plazma vySetfeno béhem 7 dnii po odbéru, mize byt skladovano pfi
teploté 2—7 °C. Poté sérum/ plazmu skladujeme odseparované a zmrazené, pfi teploté —

20 °C. Po rozmrazeni je nutné vzorek dobie promichat. (Dastych, 2014)

4.1. Stanoveni protilatek anti-HCV na analyzdtoru Architect i2000SR

Architect i2000sr od firmy ABBOTT je automaticky imunochemicky analyzator, ktery
provadi stanoveni protilatek anti-HCV imunoanalyzu ve dvou krocich vyuZivajici
technologii CMIA = chemiluminiscen¢ni imunoanalyzu na mikrocasticich. Vzorek se
smichd s paramagnetickymi mikrocasticemi potaZenymi rekombinantnim antigenem
HCV spolu s fedicim roztokem pro metodu. Protilatky HCV piitomné ve vzorku se navazi
na mikrocastice. Po promyti se pfida konjugat anti-lidskych protilatek s akridinem. Po
dal$im promyvacim cyklu se do reakéni smési piidavaji roztoky Pre-Trigger a Trigger.
Vysledna chemiluminiscencni reakce se méti v relativnich svételnych jednotkach (RLU).
Mnozstvi anti-HCV ve vzorku je pfimo imérné signalu v jednotkdch RLU detekovaném
optikou. Analyzator je schopny méfit az 200 vzorkl za hodin. Vysledky jsou zobrazeny

na displeji, odkud je Ize prevést do LISu (laboratorni informacni systém).
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Obrazek 9. analyzatoru Architect i2000SR ABBOTT (zdroj vlastni)

K vySetfeni pouzivame sérum ziskané ze zilni krve. Lze pouzit také plazmu ziskanou
odbérem krve do zkumavky s heparinem, EDTA ¢i citratu sodného. Sérum i plazmu
musime pied vySetfenim odd¢lit centrifugaci. Vzorek nesmi obsahovat srazeniny a krevni

elementy.
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Priprava analyzatoru:

1.) Pied zapocetim prace zkontrolujeme mnozstvi pracovnich roztoka (triggeru a pre-
triggeru), stav pevného a tekutého odpadu, mnozstvi reakénich nadobek (RV) a
promyvaciho roztoku. Pii vyméné ¢i doplnéni nékterych vyjmenovanych casti, je
nutné provést aktualizaci v zalozce ,ZASOBY“ — ,,AKTUALIZOVAT
ZASOBY* nebo ,,UPRAVIT MNOZSTVi«.

2.) Zkontrolujeme reagenéni soupravy, které do analyzatoru vkladame ve stavu
,PRIPRAVEN¢. Na nové oteviené reagencii vyménime vicko za septum, pies které
mize projit jehla pipetoru. U kazdé nové Sarze nebo v ptipadé nutnosti provedeme

kalibraci.

Reagencie:

Reagencie zbavime vicka a vyménime je za septum. Abychom nové reagencie mohli
vkladat do analyzatoru, musi byt v médu ,,PRIPRAVEN¢, kdy lze otadet s karuselem, a
tudiz mizeme vybrat volné pozice pro umisténi nové reagencie. Poté oznacime oba
moduly do stavu ,,ZPRACOVAT<. Dojde k ,,pfeskenovani* reagencii a na¢teni hladin

reagencii.

>

Obrazek 10. Reagencie Anti-HCV (zdroj vlastni)
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Kalibrace

Po nainstalovani metody je nutné provést kalibraci, po které dojde k vygenerovani aktivni

kalibracni kiivky. Kalibraci je nutné provést pii:

e pouziti nové Sarze reagencii

e pii expiraci kalibracni kiivky

e pokud hodnoty kontroly metody nespadaji do ur¢ené¢ho rozmezi
e byla provedena vyména nékterych soucasti vyzadujici kalibraci

e po kalibraci je vzdy nutné zmé&fit hladiny pfislusnych kontrol.

Systém Architect uklada kalibracni ki'ivky a Ize je prohlizet az 3 mésice zpétné. Ke kazdé
metod¢ nalezi potiebny pocet kalibratorti, které je nutno pouzit. Kalibrace se provadi

nakapanim potfebného objemu z originalni lahvicky od firmy ABBOTT.

Objednani kalibrace provadime manudlné tak, Ze zaddme ID stojanku, ptislusnou pozic
ve stojanu a zvolime metodu, kterou chceme nakalibrovat v zalozce ,,OBJEDNANI

KALIBRACE*.

Lahvicky s kalibratory uchovavame pfi teploté 2—8 °C v lednici. Pii zadavani nové Sarze
kalibratoru je nutno uvést — nazev a koncentraci kalibratoru, ¢islo Sarze a datum expirace,

absorbanci kalibratoru. Pfistroj nasledné sam stanovi cut-off hodnotu pro danou Sarzi.
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Obrazek 11. Kalibrator Anti-HCV (zdroj vlastni)
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Interni hodnoceni kvality (IHK)

Interni kontroly méfime kazdy den rdno po provedeni denni udrzby pied zpracovanim

rutinnich vzorkl od pacientii. Hodnoty se musi nachazet ve stanovenych rozmezich.

Pro stanoveni protilatek anti-HCV mame kontrolu pozitivni (modré lahvicka) a kontrolu
negativni (bila lahvicka). Pokud se vysledna hodnota nachazi mimo stanoveny rozsah, je
méfeni opakovani snovou kontrolou (pfipravime novou zkumavku s kontrolou

z originalniho baleni).

Obrazek 12. Kontroly Anti-HCV (zdroj vlastni)

Ptistroj sleduje statistické odchylky jednotlivych méfeni v ramci dané SarZe a zobrazuje
je v ptehledném grafu. Pokud je opakované kontrola mimo rozmezi, metodu musime

kalibrovat.

Kontroly opatieny ¢arovym kodem vlozime v nosici do pfistroje. Metody u jednotlivych
kontrol jsou zadany v analyzatoru, ale mizeme je také nacist manualné, stejné jako

kalibratory, v zélozce ,,OBJEDNANI KONTROLY¥,
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Externi hodnoceni kvality (EHK)

EHK pro protilatky anti-HCV provadi nase laboratot 2krat ro¢né v kontrolnim cyklu.

Méreni vzorku

Séra pacientl s ¢arovym kodem zafadime do nosice a vlozime do pfistroje. Minimalni
objem vzorku v nadobce je pro prvni test 150 ul a pro kazdy nasledujici test v téze

nadobce plus 20 pl. Pro statimové vysetieni plati minimalni objem vzorku 70 pl.

Zadani pacientského vzorku Ize také provést manudlné, jako tomu bylo u kalibrace ¢i
kontroly. V zalozce ,,OBJEDNANI PACIENTA zadame ID nosi¢e, polohu umisténi
vzorku, identifikaci vzorku a metodu, kterou chceme zpracovat. Objednavku na

obrazovce potvrdime ,,pfidat objednavku®.

Vysledky:

Informace o rozpracovanosti séra pacienta nalezneme ve ,,STAV OBJEDNAVKY.
Kone¢ny vysledek vysetiovanych metod nalezneme v zalozce ,,VYSLEDKY*, kde je
oznacime, vytiskneme a prevedeme do LISu odkud je ,,uvoliujeme k hodnoceni pro

%

VSS.

Celkova variabilita testu (CV) byla stanovena vyrobcem 5,1 — 13,4 %. Specifita byla
stanovena 99,45 — 99,71 % a senzitivita 99,77 — 99,89 %.

Analyzator automaticky vypocitava vysledek vysetfeni pro kazdy vzorek a kontrolu jako

pomér hodnoty vzorku (RLU) k hodnoté cutoff (RLU) S/CO.

e Vzorky s indexem cut-off <1,0 jsou nereaktivni. Tyto vzorky vydava vysokoskolsky
odborny pracovnik negativni na anti —-HCV a nemusi byt dale vysetfovany.
e Vzorky sindexem cut-off > 1,0 jsou reaktivni. VSechny vzorky, jejichz vysledek

primarniho testu byl reaktivni, jsou znovu testovany v duplikatu.

Jestlize jsou vysledky v obou po sobé jdoucich testech ,nereaktivni, pak je mozné

povazovat vzorek za HCV negativni.
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Jestlize je vSak alesponl jedno z vySetieni reaktivni, pak je nutné povazovat vzorek
opctovné za reaktivni. Opakované reaktivni vzorky musi byt vySetfena doplitkovy tzv.

konfirma¢nimi metodami (napf. Immunoblot, ELISA nebo detekci HCV — RNA).

Zodpoveédny odborny vysokoskolsky pracovnik se po telefonické domluvé s Iékafem

rozhodne, zda laboratof provede konfirmacni vySetieni.

Vysledek konfirmaéniho vySetieni:

konfirmacni vySetieni anti-HCV konecny vysledek konfirmace
negativni reaktivni negativni
pozitivni reaktivni pozitivni

Tabulka 1. Vysledek konfirmacniho vySetieni

Je — li vysledek konfirmaéniho vysetfeni negativni, vyda VS vysledek protilatek anti —

HCYV jako reaktivni, avSak vysledek konfirmace jako negativni, viz. tabulka prvni fadek.

Jsou — i oba vysledky pozitivni, vyda VS vysledek protilatek anti — HCV jako reaktivni

a vysledek konfirmace jako pozitivni, viz druhy fadek v tabulce.

Vysokoskolsky pracovnik k vysledku pacienta vlozi komentat s doporuc¢enim na
stanoveni HCV RNA pomoci metody PCR, zopakovani vySetieni v ¢asovém odstupu,

eventuelné odesle vzorek do NRL (ndrodni referencni laboratot) pro hepatitidy.

Jde — li o prvni zachyt u pacienta, je nutno od 1ékaie zjistit bydli§té pacienta a provést

hlaseni na mistné ptislusnou hygienickou stanici.

4.2. Konfirmacni test

Kazdy reaktivni vysledek protilatek (anti-HCV) musi byt ovéfen dal§im testem na jiném
principu. Pro konfirmaéni testovani pouzivame sérum ziskané ze zilni krve. Lze pouzit

také plazmu ziskanou odbérem krve do zkumavky s heparinem, EDTOU ¢i citratu
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sodného. Sérum 1 plazmu musime pfed vysetfenim oddé¢lit centrifugaci. Vzorek nesmi

obsahovat srazeniny a krevni elementy.

4.2.1. Konfirmacni test pro ovéieni pozitivity anti-HCV metodou ELISA

Mikrotitracni desti¢ky jsou pokryty stripy s HCV — specifickymi syntetickymi antigeny
odvozenymi z oblasti ,,core®, ,,ns“ a ,,env*, kodujicich konzervativni imunodominantni

antigenni determinanty (Core, NS3, NS4, NS5 a Env).

Antigeny jsou do jamek tvofici stripy navazany takto:

Pozice Antigen |[SloZeni

A Neni Jamka pro blank

B Casein Negativni interni kontrola

C Core Specificky synteticky antigen
D NS3 Specificky synteticky antigen
E NS4 Specifické syntetické antigeny
F NS5 Specificky synteticky antigen
G Env Specifické syntetické antigeny
H hlgG Pozitivni interni kontrola

Tabulka 2. Pozice antigenti v jamkach

Princip:

Na strip nejprve naneseme vzorek, ktery se pii screeningu projevil jako reaktivni. Pokud
jsou piitomny protilatky anti — HCV, jsou zachyceny specifickymi antigeny. Po vymyti
vSech ostatnich slozek vzorku jsou pii druhé inkubaci vazané HCV Ab detekovany
pfidanim protilatek anti-hIgG & IgM, znacené peroxiddzou. Enzym navadzany na pevné
fazi, pasobici na smés substrat/chromogen, generuje opticky signal, ktery je umérny poctu

protilatek anti-HCV ve vzorku.
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Ucelem kontrol obsaZenych v soupravé je zajistit interni zkousku analytického systému.

Vzorek je potvrzen jako pozitivni, pokud jsou ptitomny alespon dvé specifické reaktivity.
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Obsah soupravy:

e Microplate (mikrodesticka)

e Enzymaticky konjugat (CONJ) — Proteinovy pufr obsahujici specifickou protilatku
anti — higG & IgM, znac¢enou HRP (peroxidazou), je pfipraven k okamzitému pouziti.

e Promyvaci pufr (WASHBUF20X) — Koncentrovany fosfatovy pufr urcen k nafedéni.

e Chromogen/substrat (SUBS TMB) — Roztok obsahuje tetramethylbenzidin (TMB) a
peroxid vodiku (H202) spolu saktivatory a stabilizatory, rozpusténé ve
fosfatovém/citratovém pufru.

e Stop roztok — H,S0O40,3 M

e Negativni kontrola (CONTROL -)

e Pozitivni kontrola (CONTROL +)

e Roztok na fedéni vzork (DILSPE) — Proteinovy roztok uréeny na piipravu vzorka.

Obrazek 13. Konfirmaéni souprava ELISA pro stanoveni protilatek anti-HCV
(DIA.PRO)
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Podminky spravného testovani:

v VSechny reagencie nechame nejméné po dobu 60 minut vytemperovat na laboratorni
teplotu.

v Pouzivame automatické pipety a jednorazové $picky, které nejsou soucasti baleni.

v' Pii odebirani zlahvi¢ek branime kontaminaci opatrnym pipetovanim, kdy se
nedotykame Spickami stén jamek mikrotitraénich desti¢ek, aby nedoslo ke kiizové
kontaminaci.

v' Pfi promyvani pouzivame pouze promyvaci roztok, ktery je soucasti soupravy kitu.

v Smés substrat/chromogen nesmi piijit do styku s oxida¢nimi ¢inidly a kovovymi
povrchy.

v Béhem inkubace a pfipravy reagencii zabranime vystaveni silnému zdroji svétla.

v" Pro pfipravu smési substrat/chromogen pouzivame pouze plastové jednorazové Cisté
a sterilni nadobi.

v S potencialné infek¢énimi vzorky a materialy zachazi opatrné, protoZze mohou byt
zdrojem infekce.

v Se v8emi objekty, které piijdou do pfimého kontaktu se vzorky je tfeba zachazet jako

s potencialné infekénimi a jako takové je tieba je i likvidovat.

Piiprava roztoki:

Promyvaci pufr (20krat koncentrovany) nafedime destilovanou vodou v poméru 1 dil
koncentratu + 19 dilii vody (napf.60 ml koncentratu + 1 200 ml destilované vody). Pfed

pouzitim jemné protiepat.
Piiprava vzorkii:

Pted pouzitim je potieba vSechny reagencie dikladné promichat na vortexu (michacce).
Vzorky sér (plazmy) nafedime fedicim roztokem vzorkd v poméru 1:50 (tj. 20 pl séra

v oznacené fedici zkumavce + 1 ml fediciho roztoku) a dikladné promichédme.
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Pracovni postup:

10.

11.

Ptipravime si piislusny pocet stripti na vzorky a kontroly (1 vzorek = 1 strip)

Do piislusnych stripti pipetujeme do kazdé jamky (kromé A — blank) 100 pl jemné
protfepanych kontrol (1 pozitivni a 1 negativni) nebo nafedénych roztoki. Prekryjeme

vickem nebo folii.
Inkubujeme pii 37 °C po dobu 60 minut.

Roztok odsajeme a destiCku 5x promyjeme na promyvacce 350 upl natedéného
promyvaciho roztoku, dikladné odsajeme a osusime o bunicitou vatu. Promyvaci

roztok nechame v jamce pusobit cca 30 — 60 sekund.

Do vsech jamek, kromé A1, pipetujeme 100 pl konjugatu. Prekryjeme vickem nebo

folii.
Inkubujeme pfi 37 °C op dobu 60 minut.

Roztok odsajeme, promyjeme 5x na promyvacce 350 pl pomoci promyvaciho
roztoku, dikladné odsajeme a osusime o buniCitou vatu. Promyvaci roztok nechame

V jamce pusobit 30 — 60 sekund.

Do vSech jamek (v¢etné Al) pipetujeme 100 pl TMB substratu. Prekryjeme vickem

nebo folii.
Inkubujeme v temnu pfi laboratorni teploté po dobu 20 minut.

Reakci zastavime ptfidanim 100 pl zastavovaciho roztoku do vSech jamek (véetné Al)

a protfepeme. Pozitivni reakce se projevi Zlutym zbarvenim.

Zmé&fime absorbanci na fotometru pii 450/630 nm. Vzniklé zbarveni je stabilni cca
20 minut po zastaveni reakce. Méfime v programu readeru REVELATION metodu
HCV Ab Conf DIA PRO.asy. (viz foto)
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Obrazek 14. Reader of firmy DYNEX (zdroj vlastni)

Kontrola kvality:

Zatazeni pozitivni (K+) a negativni kontroly (K -) ke kazdému stanoveni. Limity pro OD

kontrol a blanku musi byt splnény.

OD blanku (A1)

<0,100

OD negativni kontroly v jamkach B az
G

<0,200

OD pozitivni kontroly v jamce B

<0,200

Od pozitivni kontroly v jamkach C az

> (0,350 + OD jamky B pozitivni

G kontroly)
OD v jamkéach H >0,750
OD v jamkéch B <0,350

Tabulka 3. Rozmezi kontrol kvality
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Hodnoceni:

Hodnotime vzdy cely strip (sloupec) jako celek.

Negativni ODvjamkach Caz G < (0,350 + OD jamky B)
Falesné pozitivni OD jamky B > 0,350

Nejasny OD jedné zjamek Caz G > (0,350 + OD jamky B)
Pozitivni OD 2 avice jamek Cai G > (0,350 + OD jamky B)

Tabulka 4. Hodnoceni vysledki

4.2.2. Konfirmacni test pro ovéieni IgG protilatek pozitivity HCV metodou

immunoassay

Test recomLine IgG pouZiva vysoce ¢isténé rekombinantni antigeny HCV z oblasti Core,

NS3, NS4 a NS5, které jsou naneseny na stripy nitrocelulézové membrany.

Rekombinantni antigeny

blast ti React. Contral =—
oblas antigen Conjugate Contr. IgG
Corel strukturni protein
Core 2 strukturni protein Cut-off Contr.
Helikdza |nestrukturni protein - ¢ast z NS3 s aktivni helikdzou
NS3 nestrukturni protein s protedzou a aktivni helikdzou Core] ==
NS4 nestrukturni protein
; _ Core 2 ==
NS5 nestrukturni protein
Helicase ==
Tabulka 5. Poloha rekombinantnich antigend na stripu NS3
NS4 =
M55 —

Obrazek 15. Strip s antigeny (zdroj

RecomL.ine)
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Princip:

Testované stripy se inkubuji se vzorkem nafedéného séra nebo plazmy a specifické

protilatky se vdzou na patogenni antigeny na testovanych stripech.

Nenavazané protilatky se odstrani promytim. V druhém kroku se stripy inkubuji s anti-
lidskymi imunoglobulinovym protilatkami (IgG), které jsou konjugovany s kienovou

peroxidazou.
Nenavazané konjugované protilatky se odstrani promytim.

Specificky navazané protilatky se detekuji barevnou reakci katalyzovanou peroxidazou.
Pokud doslo k reakci antigen-protilatka, objevi se v odpovidajicim misté na stripu tmava
linie.

K vySetfeni se pouziva sérum ziskané ze zilni krve, ptfipadné lze pouzit také plazmu,

ziskanou do zkumavky s heparinem, EDTA nebo citratem.

Stabilita protilatek je 2 tydny pii 2—-8 °C, poté pii < - 20°C. Po rozmrazeni je nutné vzorek

dikladn¢ promichat.

Pro analyzu nelze pouzit tepeln¢ inaktivované, hemolytické, ikterické, chylozni a

zakalené vzorky.

Vzorky pacientl, kontrolni séra a veskery material, ktery pfichazi do styku se vzorky

pacientd, je tieba povaZovat za potencialné infekéni.
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Reagencie:

Baleni obsahuje 20 testi. Reagencie musi byt skladovany pii teplot¢ 2 — 8°C a jsou

stabilni do doby exspirace.

e Koncentrat promyvaciho pufru A (100 ml)
e Miéko v prasku (5 g)

e Koncentrat konjugétu (500 pl)

e Testovaci stripy (20 stripit)

e Pozitivni kontrolu IgG (140 pl)

e Negativni kontrolu IgG (140 ul)
e Substrat (40 pl)

Obrazek 16. Souprava recomLine pro konfirmaéni stanoveni protilatek anti-HCV (zdroj

vlastni)
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Priprava roztokii:

Reagencie Vzorec (1 strip) |Pfiklad na 5 stript
Miéko v prasku Pocet stripl x 0,1 05¢g
Koncentrat promyvaciho pufru A Pocet stript x 2 10 ml
Deionizovana voda Pocet stripd x 18 90 ml
Promyvaci pufr A k pfimému poufZiti (pro Fedéni séra, konjugatu, pro promyvana) | Pocet stripC x 20 100 ml

Tabulka 6. Navod k pfipave roztoki

Miléko v prasku musime rozpustit v koncentrdtu promyvaciho roztoku A. Smeés

doplnime deionizovanou vodou do kone¢ného objemu (1+9).

Promyvaci pufr A fedime v poméru 1:10 destilovanou vodou (100ml koncentratu + 900

ml vody).

Postup:

1.
2.

Nejprve vytemperujeme vSechny reagencie na laboratorni teplotu.
Do pftislusného poctu zlabku pipetujeme 2 ml piipraveného promyvaciho pufru A a

vloZime plastovou pipetou po jednom stripu licni stranou s ¢islem umisténym nahoru.

3. Do kazdého zlabku pipetujeme 20 pl nafedéného vzorku (fedéni 1:100).

4. Inkubujeme 3 hodiny na tfepacce pii laboratorni teploté.

5. Promyjeme 3x odsatim a odkapdnim na filtrani papir, poté kazdy Zlabek znovu
naplnime 2 ml pfipraveného promyvaciho roztoku, 5 minut tftepeme na ttepacce pii
laboratorni teploté€ a totéz zopakujeme jesté dvakrat. Na zavér zcela odsajeme roztok
ze zlabku.

6. Naredime konjugat 1 + 100 (koncentrat konjugatu + pfipraveny promyvaci pufr A)
viz tabulka.

Reagenci Vzorec (1 strip) 5 stript
Koncentrat konjugatu Pocet stripQ x 20 pl {100 pl
Prom. pufr A k primému poufZiti |Pocet stripli x 2 ml {10 ml

Tabulka 7. Navod k fedéni konjugatu

7.

Pipetujeme 2 ml ptislusného natedéného konjugatu do ptislusného zlabku, inkubacéni

vanicku prekryjeme plastovym krytem.

40



8. Inkubujeme na tfepacce 45 minut pii laboratorni teploté.

9. Promyjeme 3x odsatim a odkapanim na filtracni papir, poté kazdy zlabek znovu
naplnime 2 ml pfipraveného promyvaciho roztoku, 5 minut tfepeme na tepacce pii
laboratorni teploté a totéz zopakujeme jesté dvakrat. Na zavér zcela odsajeme roztok
ze zlabku.

10. Pipetujeme 1,5 ml substratu do kazdého zlabku.

11. Inkubujeme na tfepacce 8 minut pfi laboratorni teploté.

12. Odsajeme tekutinu ze vSech zlabkul a 3x kratce promyjeme kazdy strip cca 1,5 —2 ml
destilované vody.

13. Nalepime stripy na oznacena pole vyhodnocovaciho protokolu a nechame uschnout.

Chranime pied piimym slune¢nim svétlem.

Pokud chceme analyzu provadét na automatu, je nutno ru¢né pipetovat pouze vzorky a
konjugat. Ostatni kroky jsou automatizovany na pfistroji Dynablot od firmy DYNEX,

pod nazvem programu ,,HCV konfirmace*.

Obrazek 17. Blotter od firmy Dynex (zdroj vlastni)
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Vyhodnoceni intenzity prouzku hodnocené podle cut — off linie

Barevnd intenzita prouzka Vyhodnoceni

Zadna reakce

Velmi nizka intezita (slabsi nez cut-off linie) +/-
Nizka intenzita (stejna jako cut-off linie) +
Silna intenzita (silnéjsi neZ cut-off) +

Velmi silni intenzita

+

Tabulka 8. Hodnoceni intenzity prouzku

Interpretace vysledki

Vysledek
testu

Kritéria

Negativni

zadny antigen > cut-off nebo
samotny NS3, N34 nebo N35 > cut-off

Hranicni

samotny core 1 > cut-0ff nebo

samotny core 2 > cut-0ff nebo

samotna helikaza > cut-off nebo

helikaza a jeden NS protein (NS3, N34 nebo NS5) > cut-off nebo

kterékoliv jiné dva antigeny > cut-off

Pozitivni

core 1 a core > cut-off nebo
core 1 a jeden dalsi antigen > cut-off nebo
core 2 a jeden dalsi antigen > cut-off nebo

kterékoliv tii antigeny > cut-off

Tabulka 9. Hodnoceni vysledka
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5. Vysledky

5.1. Vysledky konfirmace pomoci ELISA

V nasi laboratofi pii kazdém provadéni enzymové imunoanalyzy ELISA vytvafime
nejprve plan do predem nachystané Sablony. Zaznac¢ime si pozice blanku (BL), negativni
kontroly (-), pozitivni kontrol (+) a dale pozice pacientskych sér pod laboratornimi Cisly.
V naSem piipad¢ tvoii prvni strip negativni kontrola, 2 strip pozitivni kontrola a déle je

za sebou umisténo 5 pacientdl.

eusa HOV  Aafimace

Datum: M OL goo‘(e Vypracoval: gatkova M.

1 3

S | 6 | 7 [8 ]9 ([10]11]12

2 4
A TBL|BL|BL|BL [BL [B |2

E e 11tfbc [ o
e IfMJ /A l lr
0y 119 1w [ 66 | by
c i A1
o l
E
F
G
J Ll
H \j \y \/ \V N N N

Obrazek 18. ELISA plan (zdroj vlastni)
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Ve vysledkovém listu z ,readeru® odeéteme naméiené hodnoty, podle parametri od
vyrobce soupravy. Méfeni jsem provedla v programu ,,REVELATION® na piistroji

reader od firmy Dynex.

DYNEX TECHNOLOGIES REVELATION 4.25

FEST NO. ? W/L MODE : DUAL DATE :128.2.2020
TEST NAME : HCV AB CONF DIAPRO TEST FILTER : 450 nm TIME :13:10:02
PLATE : HCVkon20200228 REF. FILTER : 830 nm OPERATOR 3
Average blank value = 0.010

Q.C. equations

B<0.100 0.009<0.100

NC1<0.200 0.014<0.200

PC1<0.200 0.052<0.200

T1<0.350 0.134<0.350

NC7>0.750 2.778>0.750

PC7>0.75 2.911>0.750

T7>0.75 3.036>0.750

NC2<0.200 0.013<0.200

NC3<0.200 0.012<0.200

NC4<0.200 0.016<0.200

NC5<0.200 0.012<0.200

NC6<0.200 -0.006<0.200

PC2>(0.350+B) 3.212>0.359

PC3>(0.350+8) 3.021>0.359

PC4>(0.350+B) 3.109>0.359

PC5>(0.350+B) 1.037>0.359

PC6>(0.350+B) 2.588>0.359

DATA MATRIX/TABLE : OD

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK BLANK e i e —— e bioc
B 0.014 0.052 0.134 0.112 0.129 0.176 0.083 A pone, i e e
Cc 0.014 3.212 0.384 2.287 1414 3115 0.112 Cizsie S i azos
b‘ : 0012 3.022 0.329 0.513 0.406 2.379 0.145 Lt = -y e e
E 0.017 3.108 0.182 1.178 0.397 OVER 0.078 g s mee e e
F 0.013 1.037 0.321 0.130 0.190 0.255 0.103 ozl oo S iy i
G -0.007 2.589 0.204 0.180 0.140 1.548 0.101 bl kel o i s
H 2.778 2911 3.036 3.127 3177 2.841 2.922 - e - hre hestoni

***** Indicates an unread well or value out of range

Obrazek 19. Vysledkovy list z readeru DYNEX (zdroj vlastni)

Negativni i1 pozitivni kontroly vysly spravng.
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OD blanku (A1) <0,100
OD negativni kontroly v jamkach B az G <0,200
OD pozitivni kontroly v jamce B <0,200

Od pozitivni kontroly v jamkach C az G

> (0,350 + OD jamky B pozitivni kontroly)

OD v jamkach H

>0,750

OD v jamkach B

<0,350

Tabulka 10. Hodnoceni pro kontroly kvality pro metodu ELISA

Negativni kontrola byla namétena v jamkach B az G vzdy mén¢ nez <0,20.

Pozitivni kontrola byla naméfena v jamkach C az G > (0,350 + OD jamky B pozitivni

kontroly).

Pti hodnoceni pacientii pouzivame pfedem definovanou tabulku od vyrobce. Hodnotime

vzdy cely strip (sloupec) jako celek.

Negativni OD v jamkach Caz G < (0,350 + OD jamky B)
FaleSné pozitivni OD jamky B > 0,350

Nejasny OD jedné zjamek Caz G > (0,350 + OD jamky B)
Pozitivni OD 2 avice jamek Caz G > (0,350 + OD jamky B)

Tabulka 11. Hodnoceni vysledkt pro metodu ELISA

3. sloupec

Pacient s laboratornim ¢islem 4041 402 804 spliiuje hodnoty OD v jamkach C az G

<(0,350 + OD jamky B). Neni pozitivni na Zadny z antigenti, tudiz je pacient pii nasi

konfirmaci hodnocen jako negativni.

4. sloupec

Pacient s laboratornim ¢islem 4041 406 789 splnuje v jamce C, D a E > (0,350 + OD

jamky B), je pozitivni ve 3 antigenech, tudiz pacienta hodnotime jako pozitivniho.

5. sloupec
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Pacient s laboratornim ¢isle 4041 416 451 spliuje pozitivitu podle vzorce OD v jamkach
CazG > (0,350 + OD jamky B) pouze v jamce C, tudiz jeho vysledek hodnotime jako

nejasny.

6. sloupec
Pacient s laboratornim ¢islem 4041 378 663 splnuje vzorec OD v jamkach C az G >

(0,350 + OD jamky B), a to dokonce ve 4 antigenech. Pacienta hodnotime jako
pozitivniho.

7. sloupec

Naopak posledni pacient s laboratornim c¢islem 4041 434 664 nema pozitivni zadny
antigen. Jeho namétené hodnoty odpovidaji vzorci OD v jamkach C az G <(0,350 + OD

jamky B). Pacient je jasn¢ negativni.

5.2. Vysledky konfirmacniho stanoveni pomoci recomLine

Vysledky z konfirmaéniho testovani metodou recomLine odecitime pomociho
ptedtisténého stripu na Sabloné od vyrobce Mikrogen Diagnostik. Do pole s piislusSnym

antigenem zapisujeme znaky:
+ pacient je na dany antigen pozitivni

- pacient je na dany antigen negativni

Probe recomLine HCV Nr. Antigenbanden Beurteilung
Sample Aﬂ-ANrtf;\‘4372 No. Antigen bands Interpretation
.NO.
AK-Klassen Kontrolle Cutoff-
19G Kontrolle ~ Core2  NS3 Heli-

Reaktons-Kir\ / coret [Helicase | Ns4 Ns5 Core 1| Core 2 NS3 | (NS4 | /NS5

[ | | ] case’ | - ¥ c
woul Yol oy voo | 1 peg

Pacient s laboratornim ¢islem 4041 402 804 nam v piipadé¢ konfirmace metodou
recomLine vySel taktéZ negativni na vSech antigenech, jako tomu bylo pii konfirmaci

ELISOU. Pacient je negativni.
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V piipadé druhého pacienta s ¢islem 4041 406 789 vsak dochazi k zméné oproti
konfirmace v ptedchozim pfipadé, recomLine je pozitivni na antigen Core 1 a helikazu.
Pti méfeni ELISOu byl pacient pozitivni na Core, NS3 a NS4. Pfi obou konfirmacich je

vsak celkovy vysledek pozitivni.

[ Wt [ ] I N D S A )

U pacienta s ¢islem 4041 406 451 dochazi k objasnéni vysledku, ktery byl v piipadé
ELISY nejasny. Nyni miZeme vidét, Ze je antigen Core 1 a NS4. Pomoci testu recomLine

hodnotime pacienta jako pozitivniho.

i TR il 1 |5| + ] %i | I I l D

Pacient s laboratornim ¢islem 4041 378 663 my Vv piipadé testovani pomoci recomLine
vySel pozitivni na antigen Core 1 a Core 2, kdeZto pomoci ELISA byl pozitivni 1 na
antigen NS3, N34 a specificky synteticky antigen, ktery vSak tento strip neobsahuje.
Hodnoceni pacienta je taky jako v piipadé metody ELISA pozitivni.

U pacienta s ¢islem 4041 434 664 jsme bohuzel nebyli schopni provést konfirmaci
imunoblotem recomLine pro srovnani, protoZze ndm nezbyl material. Tahle situace se ndm
stava bohuzel velmi Casto u narkomant a véznid z vazebni véznice, kvuli ztizenému

odbéru krve, ktery je zplisoben intraveno6zni aplikaci drog.
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6. Diskuze

Virova hepatitida C je stale velmi zdvazné onemocnéni postihujici jatra, které miize vést
az k vzniku hepatocelularniho karcinomu a velmi ¢asto také k nutnosti transplantaci jater.
Tato nemoc je také zradnd v tom, Ze je velmi Casto asymptomatickd a k odhaleni pfichazi
mnohdy az v chronické fazi klidné i po desitkach let od expozice virem, to komplikuje i
neexistence vakciny kvili mutaci viru. Proto se Ceska hepatologicka spole¢nost (CLS
JEP) ve spolupraci s WHO (svétova zdravotnickd organizace) snazi aktivné oslovit
praktické a diagnostické 1€kate, aby provadeli screeningové vySetieni u rizikovych skupin
pacientdi. Screeningové vySetfeni protilatek anti-HCV se provadi vzdy u darct krve,

krevnich elementt, organii a tkani od roku 1992.

Prvni hypotézou bylo, ze je ELISA pfesnéjsi nez recomLine. Je tomu vSak naopak.
RecomLine obsahuje na stripech oblast antigenu ,,core 1 a ,,core 2%, kdezto ELISA
obsahuje pouze oblast ,,core”. Navic m4 jest¢ recomLine oblast antigenu ,,helikdza®,
kterou ELISA vibec nema. ELISA obsahuje navic oblast ,.,env* (specificky synteticky

antigen), kterou vSak nehodnotime. TakZe je prvni hypotéza vyvracena.

Druhou hypotézou byla otazka, zda je test recomLine vhodnéj$i pro praxi nez ELISA?
V praktické casti jsem meéla moznost vyzkouset ob¢ tyto metody a sama je posoudit.
Z mého pohledu je vhodnéjsi prace se soupravou recomLine neZ pomoci ELISA. Na
zacatku prace s imunoblotem je velmi dileZita spravna piiprava, vytemperovani soupravy
na spravnou teplotu, pfichystani vS§ech pomtcek, jako jsou pipety a jednorazové Spicky,
laboratorni sklo a vani¢ku. Sefadime si pacientska séra podle pracovniho listu a
pripravime si plan. Poté si peclivé napipetujeme spravné mnoZzstvi promyvaciho roztoku
s koncentratem konjugatu IgG. V provozu laboratofe budeme pouZivat pfistroj
DYNABLOT, ktery zapneme a promyjeme hadicky roztoky, které budeme pouZivat.
V dalsim kroku vloZime do Zlabktl potiebny pocet stripli a napipetujeme pacientska séra.
Poté dochazi kinkubaci a vSechny nasledujici kroky za nas provede pfistroj

DYNABLOT.
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Pro laboratorni provoz je tahle metoda rozhodné vhodnéj$i nez konfirmace pomoci
ELISA, kterd obsahuje vice po sob¢ jdoucich krokl, vyzadujicich manudlni obsluhu
laboranta. Hypotéza byla potvrzena, a proto se také nase laboratof rozhodla pro vyménu

konfirmacniho testovani pomoci ELISOU za recomLine.

Tieti hypotéza zni, zda je recomLine rychlejsi nez ELISA a zda jsou vysledky totozné. U
testu recomLine je dilezita pfiprava pfed zahajenim prace. Poté trva testovani zhruba 4
hodiny 30 minut. U testu ELISA je dtlezita pecliva prace po celou dobu. Celkové trva
ELISA asi 3 hodiny, ale i pres kratsi dobu provedeni, je ELISA pro pracovnika laboratoie

vewr

vewr

totozné.
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Ve své praci jsem se hloub¢ji seznamila s problematikou virové hepatitidy C.

V teoretické ¢asti jsem se zaméfila na onemocnéni hepatitidy C obecné a na vir HCV
nemoc zpuisobujici. Zajimalo mé také porovnani vyskytu onemocnéni v Ceské republice
a v jinych zemich svéta. Nemohla jsem také opomenout zptisob ptenosu viru, protoze a¢
se to nemusi zdat, nemoci se mize nakazit kdokoliv z nas, i kdyz nepatii do rizikové
skupiny. Jako pracovnici ve zdravotnictvi bychom si méli uvédomit, Ze je potieba nosit
ochranné pomucky a dodrzovat nutna opatfeni pii praci s biologickym materidlem,

protoze prevence je v tomhle ptipad¢ jedna z nejdulezitéjsich véci.

Dale jsem v teoretické €asti vysvétlila rozdil mezi akutni a chronickou hepatitidou C a to,
ze odhaleni akutniho stddia byva velmi vzacné, protoze pritbéh nemoci v této fazi je
vétSinou asymptomaticky. Nemoc v chronické fazi mize zpiisobit velmi vazné zdravotni
komplikace, od vzniku hepatocelularniho karcinomu az po smrt. Velmi ¢asto dochazi k

odhaleni az ve fazi, kdy je potfeba provést transplantaci jater.

o~

V posledni fazi teoretické ¢asti jsem strucné popsala moznosti laboratorni diagnostiky, at’
uz sérologicky screening na piistroji ARCHITECT s pfipadnou nutnosti konfirmace, kde
popisuji principy dvou konfirmacnich testl, které jsem si méla moznost vyzkouset i v
praktické ¢asti. Stru¢né jsem popsala molekularné — genetické vySetteni HCV — RNA
pomoci metody PCR, které se dnes hojn¢ vyuziva a je nezbytné pro spravné nastaveni

1é€by, kterou jsem popsala v posledni ¢asti teorie.

V praktické ¢asti jsem si vyzkousSela vSe od pfijmu vzorku, oznaceni Zadanky i materialu
Stitkem, az po skenovani Zadanky a zadavani jednotlivych vySetfeni. Poté jsem zaddanku
zkontrolovala, jestli je vSe spravné zapsano a dokoncila jsem posledni Gpravy zadanky.
Dale jsem krev vlozila do centrifugy, kde doSlo pomoci odstfedivé sily k odde€leni
krevnich elementli od séra. S vytvofenim alikvotu mi pomohla nase preanalytick4 linka
OLYMPUS od firmy BECKMANN COULTER, ktera je v laboratornim provozu velmi

napomocna a urychluje cely chod laboratote.

Po preanalytické casti nasledovalo samotné méteni protilatek anti-HCV na pfistroji
ARCHITECT, ktery je rano potieba nachystat, doplnit vSe potiebné, provést denni
udrzbu a zméftit kontroly. AZ po zméteni kontrol, které musi vyjit v referenénim rozmezi
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muze dojit k méfeni pacientskych sér. Obsluha analyzatoru neni slozita, vzorky se
naskladaji do stojanu a vlozi do volné pozice. Pacienti jsou ulozeni pod specifickym
laboratornim cislem, kde jsou také vyplnény metody k vySetieni a diky tomu se
automaticky nacitaji. Vysledky se tisknou v papirové form¢ a také se prevadéji do LISu
(laboratorniho informac¢niho systému), kde je potom laborant prochazi, kontroluje a v

piipadé pozitivity vola VS.

S konfirma¢nimi testy ELISA od firmy DIA.PRO a recomLine od firmy Mikrogen
Diagnostik se mi v obou ptipadech pracovalo dobie. S obéma soupravami jsem pracovala
podle manudlu, ktery je v soupravé. Laboratoi SYNLAB je vybavena ke kazdé¢ metodé

vlastnim pracovnim postupem SOP.

Obé& soupravy obsahovaly vSechny popsané komponenty, které jsou uvedeny na krabici.
Vyhodou ELISA oproti recomLine je, ze vSechny reagencie jsou pfipraveny hned k
pouziti, kdezto u recomLine si musime pfipravit fedici roztok s mléénym praskem, ktery
se dlouho rozpousti, a proto ho pfipravujeme predem na dal$i pouziti. V piipadé
recomLine si musime také pipravit konjugat IgG, ktery fedime z promyvaciho roztoku

a koncentratu konjugatu. Konjugat ptipravujeme podle poctu pacientl (stripa).

Prace s ELISA vsak potfebuje vice manudlni obsluhy laboranta nez recomLine. Na
zacatku prace s ELISA je potfeba napipetovat kontroly a natedit si séra pacientd, které
dale také pipetuji do miktrotitracni desticky. K témto krokiim je zapotiebi, aby mél
laborant zkusenosti s pipetovanim a byl zru¢ny, jinak mize dojit k chybé, ktera povede
ke Spatnym vysledkiim. Dale si u ELISA musime hlidat pfesné€ ¢as inkubace, ktery je v
navodu, aby reakce probéhly vZdy za stejnych podminek. Pozor si musime davat také pfi
promyvani a nasledném susenim jamek. A v neposledni fadé musime byt velmi opatrni

pii pipetovani reagencii, abychom neposkrabali stripy.

Co se ty¢e hodnoceni vysledkt, tak prvni pacient byl v obou pfipadech negativni pro
vSechny antigeny. Druhy pacient byl pii ELISA pozitivni v antigenech ,,core® ,,NS3 a
»NS4“, kdezto pomoci recomLine pouze v oblasti ,,core 1« a ,,helikaza“. Tieti pacient
byl naopak pomoci ELISA pozitivni pouze na prvni oblasti ,core*, coz odpovida
nejasnému vysledku, kdezto na stripu ma nalez na ,,core “ i, NS4, takZe ndm recomLine
potvrdil pozitivitu. Ctvrty pacient vychazi pomoci ELISA pozitivni na antigeny ,,core,

»NS3%, ,NS4% a ,,env*, coz je specificky synteticky antigen, ktery se ov§em nenachazi
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na stripu od recomLine. RecomLine zachytil pozitivitu pouze v oblasti ,,core“. Pro

srovnani prikladam 2 tabulky s vysledky pro kazdou metodu zvlast.

4041 4041 4041 4041 4041

402 804 406 789 416 451 378 663 434 664
Core negativni pozitivni pozitivni pozitivni negativni
NS3 negativni pozitivni negativni pozitivni negativni
NS4 negativni pozitivni negativni pozitivni negativni
NS5 negativni negativni negativni negativni negativni
Env negativni negativni negativni pozitivni negativni

Tabulka 12. Vysledky métenych vzorkd pomoci metody ELISA
4041 4041 4041 4041 4041

402 804 406 789 416 451 378 663 434 664

Corel | negativni pozitivni pozitivni pozitivni nebylo
zji$téno

Core 2 | negativni negativni negativni pozitivni nebylo
Zji§téno

Helikaz | negativni pozitivni negativni negativni nebylo
a zjisténo

NS3 negativni negativni negativni negativni nebylo
zjis$téno

NS4 negativni negativni pozitivni negativni nebylo
zjis$téno

NS5 negativni negativni negativni negativni nebylo
zjis$téno

Tabulka 13. Vysledky métenych vzorki pomoci imunoblotu RecomLine
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Vysledky obou testll nejsou totozné pro vSechny antigeny, coz je zplsobeno tim, ze
neobsahuji zcela totozné antigeny. V koneénych vysledcich se vSak shoduji, coz je velmi
dulezité.

U recomLine je dilezité odecitat vysledky co nejdiive, protoze stripy jsou citlivé na

svétlo.

Stripy recomLine obsahuji také vice oblasti antigeni oproti ELISA, ktera detekuje

»core, kdezto recomLine detekuje ,,core 1 a ,,core 2“ a ma navic oblast ,,helikaza“.

Z mého pohledu je tedy pro provoz v nasi laboratoii SYNLAB vhodnéjsi souprava
recomLine, protoze ji lze ptevést na blotter od firmy DYNABLOT, kdeZto souprava

ELISA potiebuje vice manualni obsluhy a zru¢nosti laboranta.
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10. Seznam zkratek
VHC — virus hepatitidy C
HIV — virus imunitni nedostate¢nosti (human immunodeficiency virus)
HCC — hepatoceluldrni karcinom
DAA — piimo piisobici antivirotika (directly acting antivirals)
PCR — polymerazova fetézova reakce
Real-TM PCR — polymerazova fetézova reakce
RNA — ribonukleova kyselina
EDTA —odebrana nesrazliva krev (kyselina etylen-diamino-tetraoctova)
NK — negativni kontrola
PK — pozitivni kontrola
VSS — odborny vysokogkolsky pracovnik
CMIA — chemiluminiscen¢ni imunoanalyza
AMK — aminokyseliny
ORF — otevieny ¢teci ramec
HBYV — virus hepatitidy B
ALT — alaninaminotransferaza
EIA — enzymové imunoanalyza
anti — HCV — protilatky proti viru hepatitidy C
RBYV — ribavirin (1ék)

PEG-IFN — pegylovany interferon alfa (1€k)
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LIS — laboratorni informacni systém

IHK — interni hodnoceni kvality

EHK — externi hodnoceni kvality

IgG — imunoglobuliny (protilatky) tiidy G

IgM — imunoglobuliny (protilatky) tiidy M

CLS JEP — Ceska lékaiské spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné

WHO —svétovna zdravotnicka organizace
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