VIROTECH Masern/Measles IgM ELISA
(Masern/Measles IgM ELISA)

objednaci €islo : EC105M00

Masern/Measles IgM Liquor/CSF Standards
objednaci €islo : EC105L80

barevné kédovani : Seda/ prahledna

POUZE PRO IN VITRO DIAGNOSTICKE POUZITI

VIROTECH Diagnostics GmbH
Loéwenplatz 5
D- 65428 Risselsheim

tel.: +49-6142-6909-0
fax: +49-6142-966613
http://www.virotechdiagnostics.com

q

Freigabedatum: 18.02.2020 12:17
REV 14 / VIROTECH Masern/Measles IgM ELISA CZ



I U Y YU OO 3
2. PIINCIP TESTU eteiiiiiiiiii ettt ettt e e skt e e e ot e e e e e sab bt e e e et e e e e e aabe e e e e snbb e e e e aabneeeeane 3
3. ODBSAN SOUPTAVY IGM itttk e e s bbb e e s bt e e e s nbr e e e s annreee s 3
4. Skladovani a stabilita testovaciho kitu a reagencii pfripravenych k pouziti ............................ 3
5. Bezpecnostni opatieni @ varovna UPOZOIMENi ..............c.uvvveieeiiiiiiiiiiiice e e e 3
6. DalSi potfebny material (neni soucasti dodavky).............cccooiiiiiiiie i 4
8 =13 0 1V 1 4

% R N (oY 10 A - L (=Y = | OO UUPPTRPR

7.2  Priprava reagencii.........c..ccccoveuniens

7.3  Provedeni testu ELISA VIROTECH.

7.4 PouZiti @nalyZAtorh ELISA........couii ittt et h et b ettt a e
8. VYhodNoCeni teSTUl........cuoiiiiiiiii e

8.1 KONIrola fFUNKENOST TESTU .....uuiiiieeiiiiieii ettt ettt e e e e ettt et e e e e e s bbb et e e e e s e abb b et e e e e e snbbbeeeae e e s nnbnbeaeeeeesnnbaeeeas

8.2  Vypocet jednotek VIROTECH (VE).

8.3  Schéma vyhodnoceni IgM

Lo T 1o 11V (=) O O P TP T T PO T PP T PP P PP PT PP PPPPPPON
LS TR ) (=T = A1 - PSP 6
10. Schéma provedeni testu (TestablaufSChema) .........cccoiiiiiiiiii e, 7
Seite 2 von 7 REV 14

VIROTECH Masern/Measles IgM ELISA CZ Freigabedatum: 18.02.2020 12:17



1. Ugel pouziti
Pripravek na detekci spalni€ek ELISA slouzi k prokazovani akutni nebo nedavno prodélané infekce virem spalnicek, popfipadé
protilatek vzniklych v dusledku o¢kovani.

2. Princip testu

Protilatka hledana v lidském séru tvofi s antigenem fixovanym na mikrotitraéni desticce imunokomplex. Nenavazané
imunoglobuliny se vymyji. Na tento komplex se navaze enzymovy konjugat. Nenavazané imunoglobuliny se opét vymyji.
Po pfidani substratového roztoku (TMB) vznikne enzymovou aktivitou (peroxidaza) modré barvivo, jez se po pfidani
zastavovaciho roztoku zméni na Zluté.

Obsah soupravy IgM

4.

No g krwdpRE

konzervaéni latkou v Tris pufru, ihned pouzitelné (FCS — fetalni teleci sérum)
Substratovy roztok tetrametylbenzidin (3,3",5,5"TMB), 11ml, ihned pouzitelné

9. Zastavovaci roztok citrat, 6ml, obsahuje smés kyselin

Skladovani a stabilita testovaciho kitu a reagencii pfipravenych k pouziti

1 mikrotitracni desticka, skladajici se z 96 jednotlivych oddélitelnych jamek potazenych antigenem, lyofilizované
Redici pufr PBS (modry, ihned pouzitelny) 2 x 50ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20

Promyvaci roztok PBS (20x koncentrovany) 50ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20
IgM negativni kontrola, 2000ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervaéni latkou, ihned pouzitelné

IgM hraniéni kontrola, 2000pl, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervaéni latkou, ihned pouzitelné

IgM pozitivni kontrola, 2000ul, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervaéni latkou, ihned pouzitelné

IgM konjugat (anti-lidsky), 11ml, konjugéat (ov&i nebo ostrucha kfivo¢ara) s kfenovou perioxidazou, obsahuje FCS a

5.

Soupravu skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Doba pouzitelnosti jednotlivych reagencii je vyznacena na pfislusném Stitku; doba
pouzitelnosti soupravy je uvedena v Certifikatu kontroly kvality.
1. Po odebrani potfebnych jednotlivych jamek uskladnéte zbyvajici ¢ast jednotlivych jamek/stript v uzavieném sacku.se
susidlem pfi teploté 2 - 8°C. Cinidla ihned po pouZiti uskladnéte opét pii teploté 2 - 8°C.
2. Konjugat a substratovy roztok TMB jsou citlivé na svétlo a musi byt skladovany ve tmé.
Pokud by se substratovy roztok zabarvil, musi byt zlikvidovan.
3.  Odebirejte pouze takové mnozstvi konjugatu, resp. TMB, jeZ je potfeba pro dané testovani. V pfipadé, ze jste odebrali
prili§ velké mnozstvi konjugatu, resp. TMB, nesmi se vracet zpét a musi byt zlikvidovan.

Materidl Stav Skladovani Stabilita
Zkusebni vzorky zfedény +2 az +8°C max. 6h
nezfedény +2 az +8°C 1 tyden
kontroly po otevfeni +2 az +8°C 3 mésice
+2 az +8° (skladovani v sou€asné
mikrotitracni desticka po otevieni dodaném sacku s vysouSecim 3 mésice
sackem)
revmatoidni faktor - neziedény, po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
absorbent zfedény +2 az +8°C 1 tyden
konjugét po otevreni +2 az +8°C (chrarnite pfed svétlem) 3 mésice
tetram?;r;\)lllg)e nzidin po otevieni +2 az +8°C (chrarite pred svétlem) 3 mésice
zastavovaci roztok po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
po otevfeni +2 az +8°C 3 mésice
praci roztok po zfedéni (Q_Fipraveny k +2 a3 +25°C 4 tydny
pouziti)

Bezpecnostni opatieni a varovna upozornéni

1. Jako kontrolni séra se pouzivaji pouze takova séra, ktera
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mikrotitraCni stripy povazovany jako potencialné infekéni material a podle toho by s nimi mélo byt opatrné zachazeno.
Pro praci v laboratofi plati pfislusné smérnice..

2. Soucasti obsahujici konzervacni latky, citratovy zastavovaci roztok a TMB pusobi drazdivé na kazi, oci a sliznice.
PFi kontaktu postizena mista ihned omyjte pod tekouci vodou a pfipadné vyhledejte 1ékare.

3. Likvidace pouzitych material( probiha podle pfislusnych sméric platnych v dané zemi.

6. DalSi potiebny material (neni soucasti dodavky)

Destilovana/demineralizovana voda

Vicekanalova pipeta 50ul, 100pl

Mikropipety: 10ul, 100ul, 1000l

Zkumavky

Utérky z buniciny

Vicka na desticky ELISA

Odpadkové koSe na infekéni material

Ruéni nebo automaticka promyvacka ELISA mikrotitracnich destiCek

Mikrofotometr na mikrotitracni desticky s filtrem 450/620nm (Délka referen¢ni viny 620-690nm)
Inkubétor
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7. Testovani

Pfedpokladem pro ziskani spravnych vysledki je pfesné dodrzovani pracovniho pfedpisu firmy VIROTECH Diagnostics.

7.1 Testovany material
Jako zkoumany material Ize pouzit sérum a plazmu (pfitom neni dulezity druh antikoagulancii), i kdyz v tomto pfibalovém
letaku je zminéno pouze sérum.
Zredéni pacientll pouzivejte vzdy Cerstva.
Pro pfipad delSiho skladovani je tfeba tato séra zmrazit. Zamezte opakovanému zamrazeni-rozmrazeni .
1. PouZivejte pouze Cerstva, nikoli inaktivovana séra.
2. Nepouzivejte hyperlipidemické, hemolytické, mikrobialné kontaminované vzorky a zkalena séra (fale$né
pozitivni/negativni vysledky).

7.2  Priprava reagencii
Diagnostika VIROTECH Diagnostics System nabizi vysoky stupen flexibility tim, Ze umoznuje nasazeni pufru k fedéni a
promyvani, TMB, citratového roztoku k ukon&eni reakce, jakoZ i konjugatu pro vSechny SarZze a parametry. Kontroly k
okamzitému pouziti (pozitivni kontroly, cut-off kontroly, negativni kontroly) jsou specifické pro charakteristické hodnoty a
pouzivaji se_vyhradné s Sarzi desti¢ek uvedenou v certifikatu kontroly kvality.

Inkubator nastavte na teplotu 37°C a pfed zapocetim inkubace zkontrolujte, zda bylo této teploty dosazeno.

Baleni s testovacimi stripy mliZzete otevfit az v dobé, kdy jsou jiz vSechna ¢inidla temperovana na pokojovou teplotu .
VSechny tekuté reagencie pfed upotfebenim dobre protfepte.

Koncentrat praciho roztoku dopliite na 1 litr Aqua dest./demin. (pfi pfipadné tvorbé krystalll koncentratu tento koncentrat
pred zfedénim nastavte na pokojovou teplotu a pred pouzitim zatfepejte).

5. Vysoky titr IgG nebo reumatoidni faktor mohou narusit specificky prikaz IgM protilatek a mohou vést k fale$né pozitivnim,
resp. fale$né negativnim vysledkim. Séra je tfeba pfipravit pomoci RF-SorboTech (adsorpéni prostfedek
VIROTECH). P¥i kontrolach IgM odpada predbézna adsorpce.

AwpNE

7.3 Provedeni testu ELISA VIROTECH
1. Do oznacenych jamek napipetujte 100ul zfedovaciho pufru na vzorek ( blank, slepa hodnota), negativni kontroly,
hraniéni kontroly a pozitivni kontroly IgM, a nafedénych sér pacienta. Doporu€ujeme pouzit vzdy dvé jamkyt ( slepa
hodnota, kontroly a séra pacientd; hrani¢ni kontrola je vzdy ve dvou jamkach.. Pracovni zfedéni sér pacienta : 1+100;
napf. 10ul sérum + 1ml zfedovaciho pufru.
2. Po pipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C ( destiCka se zakryje vickem).
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3. Po ukon&eni inkubace se jamky promyji ¢tyfikrat promyvacim roztokem 350 - 400ul na kazdou jamku. Promyvaci
roztok nenechte stat v jamkach a posledni zbytky kapaliny odstrarite vyklepanim na absorbujici podlozku.

Napipetujte 100ul konjugatu do vSech jamek.

Inkubace konjugatu: po dobu 30 minut pfi teploté 37 °C (pfikryto).

Po Inkubaci konjugatu nasleduje ¢tyfnasobné promyti (viz bod 3).

Napipetujte 100pl substratového roztoku TMB do kazdé jamky.

Inkubace roztoku substratu: 30 min. pfi teploté 37°C (se zakrytim, ulozeni v temnu).

Reakce substratu se zastavi citratovym stop roztokem: napipetuje se do vSech jamek po 50ul. Desti¢ku opatrné a
peclivé protfepte poklepanim se strany tak, aby se kapaliny zcela promichaly a obsah jamek je rovnomérné Zluté
zabarven.

10. Zmérte absorbance pfi 450/620nm (Délka referen¢ni viny 620-690nm). Fotometr nastavte tak, aby OD slepé hodnot y
byl o odecteno od  absorbanci kontrol a vzork(.. Fotometrické méfeni by mélo byt provadéno do doby jedné hodiny po
pfidani zastavovaciho roztoku.

© ® N O A

ISchéma provedeni testu viz posledni stranu|

7.4 Pouziti analyzatorti ELISA

Vsechny testy ELISA VIROTECH Diagnostics mohou byt zpracovavany pomoci procesort ELISA. UzZivatel je povinen provést

pravidelnou validaci pfistrojl.

VIROTECH Diagnostics doporucuje nasledujici postup:

1. Pfi poskytnuti pfistroju, resp. vétSich opravach Vaseho procesoru ELISA doporucuje VIROTECH Diagnostics validaci
pfistroje podle parametrd stanovenych vyrobcem pfistroje.

2.V souvislosti s tim je doporu¢ovano analyzatoru ELISA prekontrolovat a pfezkouSet pomoci validaéni sady
(EC250.00). Prekontrolovani pomoci validaéni sady by mélo byt provadéno minimalné jednou za &tvrt roku.

3. Prfi kazdém testovacim béhu museji byt spinéna kritéria propusténi do obéhu v souvislosti s Certifikatem o kontrole
kvality k pfisluSnému vyrobku.

Tento postup zaruci bezvadnou funkci vaSeho procesoru ELISA a navic slouzi k zajisténi kvality laboratore.

8. Vyhodnoceni testu

Ihned pouzitelné kontroly slouzi pro semikvantitativni stanoveni specifickych IgM protilatek, jejichz koncentrace je uvadéna v
jednotkach VIROTECH (=VE). Vykyvy podminéné testovanim jsou vyrovnavany vypoctovou metodou, ¢imz je dosahovana
vysoka reprodukovatelnost. Pro vypocet VE pouzijte stfedni hodnoty nebo OD-hodnoty.

8.1 Kontrola funkénosti testu
a) Hodnoty optické density
OD-hodnota slepého vzorku musi byt <0,15.
Hodnoty optické density negativnich kontrol by ~ mély byt nizSi nez hodnoty optické density uvadéné v certifikatu
o kontroly kvality, hodnoty optické hustoty pozitivnich kontrol i cut off kontrol by se mély nachazet nad hodnotami optické
hustoty uvadénymi v Certifikatu o kontrole kvality.
b) Jednotky VIROTECH (VE)
Jednotky VIROTECH (VE) cut off kontrol jsou definovany 10 VE. Vypoctené VE pozitivnich kontrol by se mély pohybovat uvnitf
rozmezi uvadénych v certifikatu o kontrole kvality.
Pokud nejsou pozadavky (hodnoty optické hustoty, VE) spinény, musi byt test opakovan.
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8.2

8.3

8.4

Vypocet jednotek VIROTECH (VE)

Absorbance slepé (450/620nm) musi byt od vSech absorbanci odectena.

L OD pozitivni kontrola
VE pozitivni kontrola = P — x10
OD hraniéni
OD vzorek
VE vzorek =———F—x10
OD hrani¢ni
Schéma vyhodnoceni IgM
Vysledek (VE) Posouzeni
<9,0 negativni
9,0-11,0 hraniéni hodnoty
>11,0 pozitivni

Pokud se naméfené VE vzorku nachazeji nad hrani¢nimi hodnotami uvadéného rozmezi, povazuji se na tyto vzorky za
pozitivni. (dbejte na management ockovani !).

Pokud se naméfené VE vzorku nachazeji v rozmezi hrani¢nich hodnot ( $eda zéna), vzorky se berou jako hrani¢ni.
Doporuéuje se tyto vzorky opakované testovat z nového odbéru. Pro bezpeéné prokazani infekce je zapotrebi urcit obsah
protilatek ve dvou vzorcich séra. Jeden vzorek séra by mél byt podroben testu bezprostfedné po zacatku infekce, druhy
o 5 az 10 dni pozdéji (tzv. rekonvalescentni sérum). Koncentrace protilatek obou vzork( musi byt zjistovany paralelné, tj.
v jedné testovaci varce. Korektni diagn6za na zakladé vyhodnoceni vysledku testu jediného vzorku neni mozna.

Pokud jsou naméfené hodnoty mensi nez hrani¢niho rozmezi, nejsou ve vySetfovaném vzorku pfitomné 2adné
antigenspecifické protilatky. Vzorky se povazuji za negativni.

Limity testu
Interpretace sérologickych vysledkd by méla vzdy zahrnovat klinicky obraz, epidemiologicka data a eventualné dalsi
laboratorni nalezy, jeZ jsou k dispozici.
Séra s dvojitou antiSroubovici DNS (a-dsDNS) (ANA, systemicky Lupus erithematodes) mohou vykazovat kfizové reakce
s pfipravkem VIROTECH Diagnostics Masern ELISA IgM.
Nelze zcela vyloucit, Ze protilatky tfidy IgM, které jsou etiologicky zaméfeny proti jinym virdm, nebudou kfizové reagovat
s epitopem antigenu spalni¢kového viru. Na zékladé toho, stejné jako vlivem polyklonalni stimulace mize test protilatek
IgM proti viru spalni¢ek v jednotlivych pfipadech detekovat chybné pozitivni vysledek. (5)
Diagnostika IgM muze byt ve vzacnych pfipadech u sér téhotnych zen fale$né pozitivni.
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10. Schéma provedeni testu (Testablaufschema)

Priprava vzorku a promyvaciho roztoku

1:101

napr.:

V ziedéni vzorky IgM

V¥ Promyvaci roztok : koncentrat doplnit dest./ demin. vodou na 1 |

adsorpce revmatoidniho faktoru pomoci RF-SorboTech

5 pl sérum/plazmy + 450 pl fediciho roztoku na vzorek +
1 kapka RF- SorboTech , inkubace pfi pokojové teploté po dobu 15 minut

Schéma testu

inkubace vzorku po dobu 30 minut
pri teploté 37°C

4 x promyt
inkubace po dobu 30 minut
s konjugatem pii teploté 37°C
4 X promyt
inkubace po dobu 30 minut
se substratem pfi teploté 37°C ve tmé

Zastaveni reakce
stop roztokem

zméfit absorbanci

100 pl zredéného vzorku
100 pl kontrol

blank (Fedici roztok na vzorek )

400 pl promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat

100 pl konjugatu
IgM

400 ul promyvaciho roztoku
po skon&eni promyvani oklepat

100 pl substréatu

50 pl stop roztoku
opatrné poklepat

mikrofotometr pfi
450/620nm
(Délka referenéni viny 620-690nm)
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