VIROTECH RSV IgG/IgM ELISA
(RSV IgG/IgM ELISA)

Rendelési szam: EC107.00

RSV IgA-Set
Rendelési szam: EC107.08

Szinkod: vildagoszdold

CSAK IN VITRO DIAGNOSZTIKAI CELOKRA

VIROTECH Diagnostics GmbH
Loéwenplatz 5
D- 65428 Riisselsheim

Tel.: +49-6142-6909-0
Fax: +49-6142-966613
http://www.virotechdiagnostics.com

q

Freigabedatum: 14.05.2020 13:14
REV 13/ VIROTECH RSV IgG/IgM/IgA ELISA HU



Tartalom

I N 1 1 g = = LS o= | - SRS 3
2. Ateszt MUKOUESI EIVE ............ooiiiiiiiiii ettt e et e e s baeeeeanes 3
T N LSy =1 =T =1 g - U PRSPPI 3
3.1 1gG/IgM teszt készlet
I [0 )74 ] | ST PP T PTPURPPPP
4. Ateszt készlet és a felhasznélasra kész reagensek tarolasa és eltarthatésaga..........cceeueeee 3
5. Ovintézkedések és biztonsagi €lGIFASOK ................ccccoviiiiieveeeeeieeeieee e 4
6. Tovabbi sziikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza) ......ccccceeeeeieiiiiiieeeee e 4
7. A VIZSQAIAL CIVEQZESE ..oveeiii ettt e e e s e e e et e e e s e st e e e e e e e s e anrrraeaaaeeaaaane 4
A Y v Ao - 1= (=T V7 Vo (O SO P PR PTPROPIN
7.2  Areagensek el6készitése .
7.3 A VIROTECH ELISA VIZSQAIAL EIVEGZESE. ......coiiiiiiiiiii ettt e et e et e bt e e nsb e e anbe e e e aaeeee s 5
7.4 ELISA-PrOCESSZON AlKAIMAZASA. ... eevvietieiiteeiie et ite ettt se ettt h et ettt et esh e et e e b bt e bt e bt e s be e e bt e nabeebeesbbeenare e 5
8. Avizsgalati eredmeények KIErEKEIBSE. .......oouiiiiiiieii e 5

8.1 A teszt helyes miikbdésének ellenérzése
8.2 A VIROTECH egységek (VE) szamitasa

8.3 IgG, IgM és IgA kiértékelési tablazat ............. .

LR N (X4 B - LV - | PP PR R PPPPI
9. 1r0dalom 6
10. A vizsgalat folyamatabraja VAZIAta..........ccoeiiiiiiiiiii e 7
Seite 2 von 7 REV 13

VIROTECH RSV IgG/IgM/IgA ELISA HU Freigabedatum: 14.05.2020 13:14



1. Alkalmazés célja

Az RSV ELISA respiratorikus syncytialis virus (RSV) ellen termelt IgG-, IgM- és IgA-antitestek human szérumbdl torténd
szemikvantitativ és min&ségi kimutatasara szolgal.

2. A teszt miikodési elve

A human szérumbdl kimutatandé antitest immunkomplexet alkot a mikrotiter lemezre rogzitett antigénnel. A meg nem kotétt
immunglobulinokat a mosasi eljaras eltavolitja. Az emlitett immunkomplexhez kétédik az enzimkonjugatum. A meg nem kotott
immunglobulinokat a mosasi eljaras ismét eltavolitja. A szubsztratoldat (TMB) hozzaadasa utan az enzim (peroxidaz) aktivitasa
egy kék szinanyagot képez, mely a fixal6 (stop) oldat hozzaadasa utan sarga szindre valtozik.

3. A készlet tartalma

3.1 IgG / IgM teszt készlet
1 Mikrotiter lemez, mely 96, antigénnel bevont, egyesével letérheté lyukbdl (reakciéedénybdl) all (liofilizalt).
PBS higitopuffer (kék, felhasznalasra kész) 2x50ml, pH 7,2, tartésitészerrel és Tween 20
PBS mosoéoldat (20x koncentralt) 50ml, pH 7,2, tartsitészerrel és Tween 20
1gG negativ kontroll, 1300 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel, felhasznalasra kész
1gG kimutatasi hatarérték (cut-off) kontroll, 1300 pl, huméan szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel,
felhasznéalasra kész
1gG pozitiv kontroll, 1300 ul, huméan szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartdsitészerrel, felhasznalasra kész
IgM negativ kontroll,1300 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel, felhasznalasra kész
8. IgM kimutatasi hatarérték (cut-off) kontroll, 1300 pl, huméan szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel,
felhasznéalasra kész
9. IgM pozitiv kontroll, 1300 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel, felhasznalasra kész
10. 1gG-konjugatum (anti-human), 11ml, (juh vagy kecske)-torma-peroxidaz konjugatum fehérjestabilizatorokkal és
tartositoszerekkel, Tris pufferben, felhasznalasra kész
11. IgM-konjugatum (anti-human), 11ml, (juh vagy kecske)-torma-peroxidaz konjugatum FCS-el és tartositdszerekkel, Tris
pufferben, felhasznalasra kész
12.  Tetrametil-benzidin — szubsztratoldat (3,3",5,5TMB), 11ml, felhasznalasra kész
13.  Citréat fixal6 (stop) oldat, 6 ml, savkeveréket tartalmaz
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3.2 IgA szett
1. IgA negativ kontroll, 1300 pl, huméan szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel, felhasznalasra kész
2. IgA kimutatasi hatarérték (cut-off) kontroll, 1300 ul, humén szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartésitoszerrel,
felhasznéalasra kész
3. IgA pozitiv kontroll, 1300 pl, human szérum fehérje-stabilizatorokkal és tartositoszerrel, felhasznalasra kész
4. 1gA-konjugatum (anti-human), 11ml, (juh vagy kecske)-torma-peroxidaz konjugatum FCS-el és tartositoszerrel, Tris
pufferben, felhasznalasra kész

4. Ateszt készlet és a felhasznaldsra kész reagensek tarolasa és eltarthatésaga

A teszt készletet 2-8°C kozott kell tarolni. Az egyes komponensek eltarthatésaga azok cimkéjén talalhato; a kit eltarthatésaga

tekintetében lasd a minGségellendrzés tanusitvanyt.

1. A szilkséges lyukak felhasznalasa utan a fennmaradé lyukakat / csikokat zart tasakban, 2-8°C-on, nedvszivé anyaggal
egyutt kell tarolni. A reagenseket hasznalat utan tovabbi tarolasra azonnal 2-8°C-ra kell tenni.

2. Afelhasznalasra kész konjugatum és a TMB oldat fényérzékeny és igy ezeket sététben kell tarolni. Ha a
szubsztratoldatot fény éri és ennek kdvetkeztében elszinezédik, a tovabbiakban nem hasznalhaté fel. ki kell dobni.

3. Csak az elvégzendd teszthez sziikséges mennyiségii felhasznalasra kész konjugatumot illetve TMB-t vegye ki az
Uvegekbdl. A feleslegben kivett konjugatumot illetve TMB-t ki kell 6nteni, az Uvegekbe azokat visszatdlteni nem szabad.

Anyag Allapot Tarolas Tartéssag
Vizsaalati mintak Higitott +2 és +8°C kozott max. 6 éra
9 Higitatlan +2 65 +8°C kozott 1 hét
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
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Mikrotiterlemez felbontas utan *2 f:;?(‘g(;’;(;tztég;ggg;aas;(ilﬁ)keIt 3 hénap
Reumafaktor — Higitatlan, felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
abszorbens Higitott +2 és +8°C kozott 1 hét
Konjugatum felbontés utan +2 és +8°C kozott (fénytél védve) 3 hénap
Te"am(%'gfnz'd'” felbontés utan +2 és +8°C kozbtt (fénytdl védve) 3 honap
Ledllitéoldat felbontés utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Moséoldat felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Véghigitott (Hasznélatra kész) +2 és +25°C kozott 4 hét
5. Ovintézkedések és biztonsagi el6irasok
1. Kontrollszérumként csak tesztelt és HIV1-antitestekre, HIV2-antitestekre, HCV-antitestekre és Hepatitis-B felileti
antigénekre negativ eredményt mutatott szérum keril alkalmazasra. Ennek ellenére valamennyi minta, higitott minta,
konjugatum és mikrotiter csik potencidlisan fert6zé anyagnak tekintendd. A termékek kezelése a laboratériumi munkara
altalanosan vonatkoz6 szabalyok szerint torténjen.
2. Atartositészert tartalmazé komponensek, a citrat fixald (stop) oldat és a TMB irritaljak a bért, a szemet és a
nyalkahartyat. Az érintett testrészt foly6 vizzel azonnal le kell mosni, és sziikség esetén orvoshoz kell fordulni.
3. Akeletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfelel6sen kell tarolni és elhelyezni.
6. Tovabbi sziukséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)
1. Desztillalt / ioncserélt viz
2. Nyolccsatornas pipetta, 50 pl és100 pl
3. Mikropipettak: 10 pl, 100 pl és1000 pl
4.  Vegyszerlvegek
5. Papirkend6k és itatéspapir
6. Fedd az ELISA lemezekhez
7. Hulladéktarolé a fertéz6 anyagok szamara
8.  ELISA kézi- ill. automata mosé mikrotiter lemezekhez
9.  Spektrofotométer ELISA lemezekhez , hullamhossz 450 nm, referencia hullamhossz: 620 nm (referenciahullam hossza
620-690nm).
10.  Inkubétorszekrény
7. Avizsgélat elvégzése

Csak a VIROTECH Diagnostics altal el6irt modszer pontos betartasaval kapunk helyes eredményeket.

7.1 Vizsgalati anyag
Vizsgalati anyagként hasznalhatd szérum és plazma (itt az antikoagulalas modjanak nincs jelentésége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrél van sz6.
A pécienshigitasokat mindig frissen kell elkésziteni.
Hosszabb tarolashoz a szérumokat le kell fagyasztani. A t6bbszéri felolvasztast kerdlni kell.

1.
2.

Csak friss, nem inaktivalt szérumot szabad felhasznalni.
Hiperlipémias, hemolitikus és mikrobioldgiailag fert6zott minkakat, valamint zavaros szérumokat nem szabad felhasznalni
(hamis pozitiv illetve negativ eredmények).

7.2 Areagensek el6készitése
A VIROTECH Diagnostics System Diagnostik nagyfoku rugalmassagot kinal azaltal, hogy a higit6- és mosépufferek, a TMB
és a citrat fixalé (stop) oldat valamint a konjugatum kilonb6zd paraméterek mellett és eltéré gyartasi tételek esetén is
alkalmazhatéak. A felhasznalasra kész kontrollok (pozitiv kontroll, kimutatasi hatarérték (cut-off) kontroll, negativ kontroll)
paraméterfliggéek és kizardlag a minéségi tanusitvanyban megadott lemez charge-zsal egyitt alkalmazhatok.

1. Allitsa be az inkubatorszekrény hémérsékletét 37°C-ra és az inkubacié megkezdése elétt bizonyosodjon meg réla, hogy
az elérte a beallitott hdmérsékletet.
2. Minden reagenst engedjen felmelegedni szobahémérsékletre; csak ezutan nyissa fel a tesztcsikokat tartalmazé
csomagot.
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3. Minden folyékony komponenst jol razzon fel hasznalat el6tt.

4. A mosooldat-koncentratumot 1 I-re fel kell tolteni desztillalt vagy demineralizalt vizzel (ha a koncentratumban esetleg
kristalyképz6dés lathatd, kérjuk az oldatot higitas el6tt szobahémérsékletre melegiteni, és hasznalat el6tt jol felrazni).

5. A specifikus IgM-antitestek kimutatasat zavarhatja a til magas IgG-titer illetve reumafaktorok jelenléte, hamis pozitiv
illetve negativ eredményekhez vezetve. A szérumokat el6 kell kezelni RF-SorboTech (VIROTECH-adszorpci6szer)
készitménnyel. IgM kontrollok esetében az eléabszorpcios lIépés kimarad.

7.3 A VIROTECH ELISA vizsgalat elvégzése
1. Pipettazzon ki tesztenként 100 pl felhasznalasra kész higitopuffert (vak minta), negativ, hatarérték (cut-off) és pozitiv
1gG-, IgM- és IgA kontrollt, valamint a higitott betegszérumokat. Minden esetben (vak, kontrollok, betegszérumok)
javasoljuk hogy két parhuzamos mérést végezzen; a hatarérték (cut-off) kontrollok esetében a két mérés elvégzése
feltétlenul sziikséges. Munkahigitas betegszérumok esetében: 1+100; pl.10 pl szérum + 1 ml higitopuffer.
A reagensek kipipettazasa utan 30 perc 37°C-on torténé inkubacié kdvetkezik (fedé alatt).
Az inkubacios id6 lejarta utan mossa ki a lyukakat 4-szer 350-400 pl moséoldattal (lyukanként). Moso6oldatot ne hagyjona
lyukakban allni. Papirtorolkézére csepegtesse ki a maradék oldatot.
Minden lyukba pipettdzzon 100 pl felhasznéalasra kész konjugatumot.
Inkubalja a konjugatumot 30 percig 37°C-on (fedd alatt).
A konjugatum inkubéalasat 4-szeri mosassal allitsa le. (Id. 3.pont).
Pipettazzon 100 pl felhasznéalasra kész TMB szubsztratoldatot minden lyukba.
A hordozoéoldat inkubéciéja: 30 perc 37°C-on (lefedve, sotét helyen).
Minden lyukba pipettazzon 50 pl citrét fixalé (stop) oldatot, igy leallitva a szubsztratreakciot. Ovatosan kevertesse a
lemezt, amig a folyadékok teljesen dsszekeverednek és egy egységes sarga szin lathatova valik.
10.  Mérjen extinkciét 450/620 nm-en (referenciahullam hossza 620-690nm). Allitsa igy be a fotométert, hogy a mért vak
érték a tobbi extinkcids értékbdl levonasra keriljon (nullazza a fotométert az lires értékre). A fotometrias mérést a fixalo
(stop) oldat hozzaadasa utan egy 6ran belil el kell végezni.

®w ™
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A vizsgalat folyamatabrajat Id. az utolsé oldalon|

7.4 ELISA-processzor alkalmazasa

Valamennyi VIROTECH Diagnostics ELISA termék alkalmas ELISA processzorokkal valé hasznalatra. A felhasznalé koteles

a miszer érvényesitését rendszeresen elvégeztetni.

A VIROTECH Diagnostics a kovetkezd eljarast javasolja:

1. Az ELISA processzor izembehelyezése ill. nagyobb javitasa esetén javasoljuk, hogy végeztesse el a késziilék
hitelesitését a gyarto el6irasai szerint.

2. Javasoljuk, hogy az ELISA processzort ellenérizze a hitelesitd kit (EC250.00) segitségével is. A hitelesit kittel torténd
ellenérzést legalabb negyedévenként ajanlott elvégezni.

3. Minden mérési sorozat soran meg kell felelni a termék mindségi tanusitvanyaban szereplé minéségellenérzési
kritériumoknak.

Ez az eljarasmad biztositja az ELISA processzor kifogastalan miikodését, és ezen tul a labor minéségbiztositasat is szolgalja.

8. Avizsgalati eredmények kiértékelése

A felhasznalasra kész kontrollok a specifikus IgG-, IgA- és IgM-antitestek koncentracidjanak VIROTECH egységekben (=VE)
torténé szemikvantitativ meghatarozasara szolgalnak. A teszt végrehajtasa soran el&fordulé ingadozasokat a szamitasi
maddszer kiegyenliti, ezaltal nagyfoki reprodukalhatésagot érve el. A VE kiszamitasahoz az OD-értékek atlagat kell hasznalni.

8.1 A teszt helyes miikodésének ellenérzése
a) OD-értékek
Az Ures minta OD-értéke <0,15 kell, hogy legyen.
A negativ kontrollok OD-értékeinek a minéségi tanusitvanyban megadott OD-értékek alatt, mig a pozitiv kontrollok és a cut-
off kontrollok OD-értékeinek a mindségi tanusitvanyban megadott OD-értékek felett kell lenniuk.
b) VIROTECH egységek (VE)
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A cut-off kontrollok VIROTECH egységekben (VE) megadott értéke 10 VE-ben van meghatarozva. A pozitiv kontrollok VE-
értékeinek a minéségi tanusitvanyban megadott értéktartomanyon belil kell lennidk.
Amennyiben a fenti feltételek (OD-értékek, VE értékek) nem teljesuinek, a tesztet meg kell ismételni.

8.2 A VIROTECH egységek (VE) szamitasa
A vak minta extinkciojat (450/620 nm) minden extinkciobdl ki kell vonni.

OD (poitiv kontroll
(pozitiv kontroll) X 10

VE (pozitiv kontrollok) —
OD (cut-off kontroll)

oD (betegszéum)

VE (betegszerum) = x 10
OD (cut-off kontroll)
8.3 IgG, IgM és IgA kiértékelési tablazat
Eredmény (VE) Kiértékelés
<9,0 negativ
9,0-11,0 hatérérték
>11,0 pozitiv

1.  Amennyiben a minta mért VE értéke a hatarérték felett van, a mintat pozitivnak kell tekinteni.

2. Haamért VE értékek a megadott hatarérték tartomanyba esnek, az antitestek koncentraciéja nem szamottevé és a
mintat hatarértéken levének kell tekinteni. A fert6zés biztos kimutatasahoz két szérummintabol sziikséges az antitestet
kimutatni. Egy szérummintat kdzvetlenul a fertézés kezdete utan, egyet pedig 5-10 nappal kés6bb (rekonvaleszcens
szérum) kell tesztelni. Az anitest-koncentraciot parhuzamosan, egyetlen teszt mérés soran kell meghatarozni mindkét
mintabol. Egyetlen szérumminta eredményei alapjan korrekt diagnézis nem allithato fel.

3. Haa mért értékek a meghatarozott hatarérték ala esnek, a mintabdl nem mutathat6 ki antigénspecifikus antitest. A mintéat
negativnak kell tekinteni.

4.  Pozitiv IgG eredmény vagy egy régen lezajlott vagy egy friss fert6zésre utal.

Pozitiv IgM eredmény akut fertézésre utal, mig pozitiv IgA eredmény viszonylag akut Ujrafert6zésre, mivel az IgA
antitestek hdnapokon &t fennmaradhatnak (6).

8.4 A teszt hatarai

1. A szeroldgiai eredmények interpretacidja soran mindig figyelembe kell venni a klinikai 6sszképet, az epidemioldgiai
adatokat valamint az esetlegesen rendelkezésre all6 tovabbi laboratoriumi leleteket.

2. Kettésszalu DNS-ellenes (a-dsDNS) szérumok (antinukleéris antitest, szisztémas lupus erythematosus) keresztreakciot
adnak a VIROTECH Diagnostics RSV ELISA teszttel.

3. Kérjik, vegye figyelembe:
Egy masik korokozoéval, pl. az emberi metapneumovirussal vagy rendkiviil er6sen koncentralt szérumkomponensekkel
kivételes esetekben lehetséges, hogy a teszt hamis pozitiv eredményeket mutat.
Nem reagald, immunszuppresszalt betegeknél, vagy tul korai mintavétel esetén eléfordulhat hamis negativ eredmény.
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10. A vizsgalat folyamatabraja vazlata

A betegmintak és a moséoldat el6készitése

V Mosboldat: A koncentratumot higitsa fel 1 literre desztillalt vagy ioncserélt vizzel.

V 1gG-/igA- minték — higitas V IgM- mintak - higitas
1:101 1:101
Reumafaktor-abszorpcié RF-SorboTech-hel
pl.: pl.:
10 pl szérum/plazma + 1000 pl higitopuffer. 5 pl szérum/plazma + 450 pl higitépuffer +
(a szérum higitopuffer felnasznalasra kész) 1 csepp RF-SorboTech, 15 perc inkubacio
szobah&mérsékleten

A vizsgalat elvégzése

Mintainkubacié 30 perc 37°C-on 100 pl betegszérum

Ures minta (higitopuffer) és kontrollok

4x mosas 400 pl mosooldat
jol kiutdgetni
Konjugatum inkubaci6 30 perc 37°C-on 100 pl konjugatum
1gG, IgM, IgA
4x mosas 400 pl mosooldat

jol kiutdgetni
Szubsztratinkubacio 30 perc 37°C-on 100 pl szubsztrat

Leallitas 50 pl fixélé (stop) oldat

6vatosan kevertetni

Extinkcid mérés Fotométer 450/620 nm-en
(referenciahullam hossza 620-
690nm)
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