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1.

Cel zastosowania

Test ELISA Tezec stuzy do iloSciowego oznaczenia przeciwciat IgG przeciwko (toksoid) anatoksynom tezca w celu kontroli
skutecznosci szczepienia oraz ustalenia statusu poszczepiennego.

Zasada badania

Znakowane w surowicy ludzkiej przeciwciato tworzy razem z umieszczonym na mikroptytce antygenem kompleks

immunologiczny. Niezwigzane immunoglobuliny sg usuwane w procesach ptukania. Z kompleksem tym fgczy sie koniugat

enzymu. Niezwigzane immunoglobuliny sg nastepnie usuwane w procesach ptukania. Po dodaniu roztworu substratu (TMB)

w wyniku aktywnosci enzymoéw (peroksydaza) powstaje niebieski barwnik, ktéry po dodaniu roztworu zatrzymujacego reakcje

zabarwia sie na zotto.

3. Zawartos¢ opakowania IgG
1. 1 mikroptytka, sktadajgca sie z 96 tamliwych dotkdéw optaszczonych antygenami, liofilizowane
2. bufor do rozcienczania PBS (niebieski, gotowy do uzycia) 2x50 ml, pH 7,2, zawierajgcy $rodki konserwujace i Tween
20
3. roztwér do ptukania PBS (20x stezony) 50 ml, pH 7,2, zawierajgcy $rodki konserwujgce i Tween 20
4. Surowice standardowe z przeciwciatami IgG dla krzywej standardowej, 6 buteleczek po 2 ml, gotowe do uzycia,
surowica ludzka ze srodkami konserwujacymi, 0,0011U/ml, 0,002IU/ml, 0,005IU/ml, 0,011U/ml, 0,021U/ml, 0,05IU/ml (IU =
international units, jednostki miedzynarodowe).
5. 1gG kontrola wysoce pozytywna, 2 ml, surowica ludzka ze $srodkami konserwujgcymi, gotowa do uzycia
6. I1gG kontrola stabo pozytywna, 2 ml, surowica ludzka ze srodkami konserwujgcymi, gotowa do uzycia
7. koniugat IgG (anty-human), 11 ml, koniugat (owczej lub koza) peroksydazy chrzanowej ze stabilizatorami biatka i
$rodkami konserwujacymi i w buforze Tris, gotowy do uzycia
8. tetrametylobenzydyna - roztwér substratu (3,3°,5,5 TMB), 11ml, gotowy do uzycia
9. roztwér zatrzymujacy reakcje na bazie cytrynianu, 6 ml,zawiera mieszanke kwaséw
4. Przechowywanie i okres trwatosci zestawu testowego oraz gotowych do uzycia odczynnikéw

Zestaw testowy przechowywac¢ w temperaturze 2-8°C. Okres trwatosci poszczegolnych komponentéw jest zaznaczony na
odpowiedniej etykiecie, okres trwatosci zestawu patrz certyfikat kontroli jakosci.

1.

Po pobraniu wymaganych pojedynczych dotkéw pozostate pojedyncze dotki/paski przechowywaé w zamknietym
woreczku z osuszaczami w temperaturze 2-8°C. Odczynniki natychmiast po uzyciu przechowywa¢ ponownie w
temperaturze 2-8°C.

Gotowy do uzycia koniugat oraz roztwor substratu TMB sg wrazliwe na $wiatto i muszg by¢ przechowywane w ciemnosci.
Jezeli po dostaniu sie $wiatta dojdzie do przebarwienia roztworu substratu, nalezy go wyrzucié.

Wyja¢ tylko potrzebng do testu ilo$¢ gotowego do uzycia koniugatu lub TMB. Nadmiar wyjetego koniugatu lub TMB nie
moze by¢ z powrotem odtozony, lecz nalezy go usung¢.

Materiat Stan Przechowywanie Trwatosé
Prébki po rozcienczeniu +2 do +8°C max. 6 h
bez rozcienczenia +2 do +8°C 1 tydzien
Kontrole po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
Ptytka mikrotitracyjna po otwarciu +2do +8. (przechowywanie w 3 miesigce
dostarczonej torebce z osuszaczem)
Absorbent czynnika po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
reumatoidalnego po rozcienczeniu +2 do +8°C 1 tydzien
Koniugat po otwarciu +2 do +8°C (chronigc przed $wiattem) 3 miesigce
Tetramegl&tée)nzydyna po otwarciu +2 do +8°C (chronigc przed swiattem) 3 miesigce
Roztwor zatrzymujgcy . R L
reakcje po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
Roztwor do ptukania po ostatecznym rozcienczeniu +2 do +25°C 4 tygodnie
(gotowy do uzycia)
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5.

Srodki ostroznosci i ostrzezenia

6.

1. Jako surowice kontrolne stosowane sg tylko te surowice, ktére byty przebadane i uzyskaty wynik negatywny na HIV1-AK,
HIV2-AK, HCV-AK i antygen powierzchniowy wirusa Hepatitis B. Wszystkie probki, rozcienczone probki, kontrole,
koniugaty i mikropaski do miareczkowania nalezy mimo to traktowac jako materiat potencjalnie zakazny i obchodzi¢ sie z
nimi odpowiednio ostroznie. Obowigzujg odpowiednie wytyczne dotyczace prac laboratoryjnych.

2. Komponenty zawierajgce srodki konserwujgce, roztwor zatrzymujacy reakcje na bazie cytrynianu i TMB podrazniajg
skore, oczy i btony sluzowe. W przypadku kontaktu nalezy natychmiast przemy¢ dane miejsca ciata biezgcg wodg i
ewentualnie pojs¢ do lekarza.

3. Usuwanie zuzytych materiatéw nastepuje zgodnie z wytycznymi obowigzujgcymi w danym kraju.

Materialy dodatkowe, potrzebne (niezatgczone w zestawie)

7.

1. woda destylowana/demin.
2 pipety wielokanatowe 50ul, 100ul
3. mikropipety: 10pl, 100pl, 1000ul
4.  probowki

5.  chusty z masy celulozowej
6. przykrywka ptytek ELISA

7 pojemnik do usuwania materiatéw zakaznych

8 reczna ptuczka ELISA lub automatyczna ptuczka mikroptytek

9.  spektrofotometr do odczytu mikroptytek z filtrem 450/620nm (referencyjna dtugos$¢ fali 620-690nm)
10.  inkubator

Wykonanie badania

Dokfadne przestrzeganie przepiséw roboczych VIROTECH Diagnostics jest warunkiem uzyskania prawidtowych wynikéw.

7.1 Materiat do badan

Jako materiat badawczy mozna zastosowacé surowice i osocze (przy tym nie ma znaczenia rodzaj antykoagulantéw), nawet

jesli w ulotce informacyjnej wymieniona jest tylko surowica.

Probki pacjentéw mozna przechowywacé przez 1 tydzien w temperaturze 2-8°C.

Rozcienczone prébki od pacjentéw muszg byé zawsze $wieze podczas zastosowania. Okres trwatosci maksymalnie 6h w

temperaturze 2-8°C.

W celu dtuzszego przechowywania surowice muszg by¢é zamrozone. Nalezy unika¢ wielokrotnego rozmrazania.

1. Stosowac tylko $wieze, niedezaktywowane surowice.

2. Nie stosowa¢ prébek hiperlipemicznych, hemolitycznych, mikrobiologicznie zanieczyszczonych oraz metnych surowic
(fatszywie pozytywne/negatywne wyniki).

7.2 Przygotowanie odczynnikow

Diagnostyka Systemowa VIROTECH Diagnostics oferuje duzy stopien elastycznosci poprzez mozliwo$é zastosowania buforu

do rozcienczania i ptukania, TMB, roztworu zatrzymujacego reakcje na bazie cytrynianu oraz koniugatu niezaleznie od

parametrow i serii.

Surowice standardowe oraz kontrole wysoce i stabo pozytywne sg przeznaczone wytacznie do stosowanego zestawu

testowego. Dlatego nie stosowa¢ w innych seriach.

1. Ustawié¢ inkubator na temperature 37°C i przed rozpoczeciem inkubacji sprawdzi¢, czy osiggnieto dang temperature.

2 Wszystkie odczynniki doprowadzi¢ do temperatury pokojowej, dopiero wtedy otworzy¢ opakowanie z paskami testowymi.

3. Wszystkie ptynne komponenty nalezy dobrze wymieszac przed uzyciem.

4 Koncentrat roztworu do ptukania dopetni¢ do 1 litra wodg destylowana/demineralizowang (w przypadku ewentualnej
krystalizacji koncentratu nalezy przed rozcienczeniem doprowadzi¢ go do temperatury pokojowej i przed uzyciem dobrze
wstrzgsngg).
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7.4

Przeprowadzenie testu VIROTECH ELISA
Na jedng probe odpipetowaé po 100ul gotowego do uzycia buforu do rozcienczania (Slepa proba), gotowych do uzycia
surowic standardowych i kontrolnych oraz rozcienczonych surowic pacjentow. Zalecamy za kazdym razem podwadjne
oznaczenie ($lepa préba, surowice standardowe, kontrole i surowice pacjentéw), w kontroli cut-off podwdjne oznaczenie
jest obowigzkowo konieczne. Jesli do oceny testu metodg 4-parametrowg stosowany jest standard 0,01 j.m./ml jako
kontrola kalibracji, bezwzglednie konieczne jest podwdjne oznaczenie. Rozcierczenie robocze surowic pacjentow:
1+100; np. 10pl surowicy + 1ml buforu do rozcienczania.
Po pipetowaniu nastepuje inkubacja przez 30 min w temperaturze 37 °C (z przykryciem).
Zakonczenie okresu inkubacji poprzez 4-krotne ptukanie, kazdorazowo 350-400 pl roztworu do ptukania na dotek. Nie
pozostawiaé roztworu do ptukania w dotkach, lecz usung¢ pozostatosci ptynu poprzez wystukanie na podtoze z waty
celulozowe;j.
Doda¢ pipetami 100l gotowego do uzycia koniugatu do wszystkich dotkow.
Inkubacja z koniugatem: 30 min. w temperaturze 37°C (z przykryciem).
Zakonczenie inkubacji z koniugatem poprzez 4-krotne ptukanie (patrz pkt 3).
Dodac¢ pipetami 100ul gotowego do uzycia roztworu substratu TMB do kazdego dotka.
Inkubacja roztworu substratu: 30 min w temperaturze 37°C (z przykryciem, w ciemnosci).
Zatrzymanie reakcji substratu: do wszystkich dotkéw doda¢ pipetami po 50u roztworu zatrzymujacego reakcje na bazie
cytrynianu. Ostroznie i doktadnie wstrzasng¢ ptytka, az ptyny catkowicie si¢ wymieszajg i widoczny bedzie jednorodnie
261ty kolor.
Dokona¢ pomiaru ekstynkcji przy 450/620nm (referencyjna dtugos¢ fali 620-690nm). Ustawi¢ tak fotometr, zeby
zmierzona s$lepa proba byfa odliczona od wszystkich pozostatych ekstynkcji. Pomiar fotometryczny powinien byc¢
przeprowadzony w ciggu godziny po dodaniu roztworu zatrzymujgcego reakcje.

ISchemat przebiegu badania patrz ostatnia strona|

Zastosowanie aparatury ELISA

Wszystkie testy VIROTECH Diagnostics ELISA moga by¢ przetwarzane za pomocag aparatow ELISA. Uzytkownik jest
zobowigzany do regularnego przeprowadzania walidacji urzagdzen.
VIROTECH Diagnostics zaleca nastepujace postepowanie:

1. Przy nastawianiu urzadzenia lub wigkszych naprawach aparatéw ELISA firma VIROTECH Diagnostics zaleca
przeprowadzenie walidacji urzgdzenia zgodnie z wytycznymi producenta urzgdzenia.
2. Zaleca sie nastepnie sprawdzenie aparatu ELISA za pomoca zestawu do walidacji (EC250.00). Regularne sprawdzanie
zestawem do walidacji powinno by¢ przeprowadzane przynajmniej raz na kwartat.
3. Podczas kazdego testu muszg by¢ spetnione zezwalajgce kryteria zawarte w certyfikacie kontroli jakos$ci produktu.
Takie postepowanie gwarantuje nienaganne dziatanie aparatu ELISA i stuzy ponadto do zapewnienia jakosci pracy
laboratorium.
8. Ocena wynikéw badania
8.1 Kontrola badania
a)  Wartosci OD (gestosci optycznej)
Warto$¢ OD $lepej préby powinna wynosi¢ <0,15.
Wartosci OD najnizszego standardu (0,001 j.m./ml) powinny by¢ wieksze niz warto$¢ OD podana w certyfikacie kontroli
jakosci, a wartosci OD najwyzszego standardu (0,050 j.m./ml) powinny by¢ nizsze niz warto$¢ OD podana w certyfikacie
kontroli jakosci.
b) Ustalone stezenie kontroli stabo i wysoce pozytywnej powinno znajdowac¢ sie w przedziale referencyjnym podanym w
certyfikacie kontroli jakosci (1U/ml).
c) Jesliwymagania (OD/j.m./ml) nie sg spetnione, nalezy powtorzy¢ test.
8.2 Ocena
Za pomocg dostarczonych standardéw sporzadzana jest na zatgczonym pétlogarytmicznym papierze milimetrowym krzywa
standardowa do obliczenia zawartosci przeciwciat IgG skierowanych przeciw toksynom tezca w surowicy. W tym celu nalezy
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nanies¢ wartosci srednie ekstynkcji podwdjnie dostarczonych surowic standardowych na rzedng (o$ y) oraz stezenia (IU/ml
standardéw gotowych do uzycia) na odcietg (0$ x). Nalezy uwzgledni¢, ze surowice pacjentéw byly rozcienczone do
przeprowadzenia badania w stosunku 1:100. Z tego powodu konieczne jest pomnozenie odczytanego wyniku z diagramu
przez 100. Podczas sporzgdzania krzywej standardowej mozna wybra¢ zaréwno obliczenie krzywej od punktu do punktu, jak
tez obliczenie krzywej dla 4 parametrow.

Nalezy uwzglednic:

Probki, ktérych ustalone stezenia w j.m./ml wynoszg ponizej 0,1 j.m./ml, mozna zastosowac¢ podczas ponownej proby testowej
z rozcienczeniem 1:10. Odmienne rozcienczenie nalezy uwzgledni¢ podczas oceny.

Prébki, ktorych wartosci ekstynkcji sg wyzsze niz te standardu 0,051U/ml, muszg by¢ zastosowane w badaniu w wigkszym
rozcienczeniu, np.: w stosunku 1:200, 1:400 itd. Przy wartosciach OD powyzej 2,00 zmniejsza sie doktadnos$¢ pomiaru ze
zwigkszajgca sie gestoscig optyczng. Z tego powodu zalecane jest stosowanie tych surowic, ktére przy rozcienczeniu 1:100
uzyskujg wartosci OD powyzej 2,00, z wiekszym rozcienczeniem w tescie, np. 1:200, 1:400 itd. Odbiegajgce rozcienczenia
muszg by¢ uwzglednione przy ocenie.

Przyktad krzywej standardowej tezca - lin/lin
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Interpretacja

Stezenia anatoksyny (toksoid) tezca sg wyrazone w oparciu o standardy WHO w Miedzynarodowych Jednostkach (IU/ml).
Zawartos¢ przeciwciat IgG przeciw (toksoid) anatoksynie tezca ponizej >0,11U/ml jest podawana jako ochrona immunologiczna
(2,11) lub pewna ochrona immunologiczna (9,10). Szczepienia przypominajgce nie sg wyswietlane przy stezeniach przeciwciat
powyzej 0,5 j.m./ml (10). Ponizej chcieliby$my zwréci¢ uwage na nastepujgce zalecenia dotyczgce szczepien. Sag one sporzadzone
na podstawie zalecen Zespotu ds. Immunoprofilaktyki (13):

| | Interpretacja i dalsze postepowanie |
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j.m./ml

<001 - brak ochrony poszczepiennej
- w zaleznosci od wywiadu wymagana immunizacja podstawowa lub szczepienie przypominajgce
- kontrola serologiczna po 4-8 tygodniach

0,01-0,1 - ochrona poszczepienna niepewna
- wymagane szczepienie przypominajgce
- kontrola serologiczna po 4-8 tygodniach

0,11 -0,5 - ochrona poszczepienna wystepuje jeszcze przez krétko
- zalecane szczepienie przypominajgce
- szczepienie przypominajgce prowadzi do dtuzej trwajacej ochrony poszczepiennej

0,51-1,0 - wystepuje ochrona poszczepienna

- zalecane szczepienie przypominajace lub kontrola serologiczna po 3 latach

- Wskazéwka: Szczepienia przy stezeniach przeciwciat > 0,5 j.m./ml moga prowadzi¢ do
niepozadanych dziatan poszczepiennych

>1,0-5,0 - wystepuje dtugotrwata ochrona poszczepienna
- zalecane szczepienie przypominajgce lub kontrola serologiczna najwczesniej po 5 latach

>5,0-10,0 - wystepuje dtugotrwata ochrona poszczepienna
- zalecane szczepienie przypominajgce lub kontrola serologiczna najwczesniej po 8 latach

> 10 - wystepuje dtugotrwata ochrona poszczepienna
- zalecane szczepienie przypominajgce lub kontrola serologiczna najwczes$niej po 10 latach

8.4  Ograniczenia testu

1. Interpretacja wynikdw serologicznych powinna zawsze uwzgledniaé obraz kliniczny, dane epidemiologiczne oraz
ewentualnie dalsze bedace do dyspozycji wyniki laboratoryjne.

2. Test VIROTECH ELISA Tezec nie nadaje do diagnozy laboratoryjnej zakazenia.

3. W celu interpretacji miana antytoksyn nalezy powota¢ sie na ksigzeczke szczepien lub informacje na temat ostatniego
szczepienia ochronnego przeciw tezcowi (7).

4. Interpretacja mian anatoksyn ponizej 0,1 IU/ml nie jest zalecana, poniewaz znajdujg sie one ponizej technicznie
odtwarzalnej granicy wrazliwosci przy stosowaniu systemu testéw ELISA. W zwigzku z tym nalezy odwotaé sie w
indywidualnym przypadku do wywiadu dotyczgcego szczepien, zeby zdecydowac, czy ma by¢ przeprowadzona
immunizacja podstawowa czy szczepienie przypominajace.

9. Ocena wynikéw badania IgG metoda 4-parametrowg

Test VIROTECH ELISA tezec IgG daje mozliwos¢ przeprowadzenia oznaczenia iloSciowego metodg 4-parametrowg. Jako
kontrola kalibracji stuzy tu standard 0,01 j.m./ml. Kontrola kalibracji wyréwnuje wahania uwarunkowane przeprowadzeniem
testu. Do obliczenia stosowane s3 srednie wartosci OD.

9.1 Kontrola badania

a) Wartosci OD
Warto$¢ OD $lepej préby powinna wynosi¢ <0,15.
Warto$¢ OD kontroli kalibracji musi znajdowaé sie w zakresie podanym w certyfikacie kontroli jakosci.

b) j.m./ml
Stezenia 1gG przeciwko tezec (j.m./ml) kontroli stabo pozytywnej i kontroli wysoce pozytywnej muszg znajdowac sie w

zakresach podanych w certyfikacie kontroli jakosci.

Jesli wymagania (wartosci OD, j.m./ml) nie sg spetnione, nalezy powtérzy¢ test.
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9.2 Przeliczenie wynikéw ilosciowych w jednostkach miedzynarodowych na mililitr (j.m./ml)
Ekstynkcja proby slepej (450/620nm) musi by¢ odliczona od wszystkich ekstynkciji.

Oznaczenie iloSciowe surowic pacjentdw nastepuje poprzez dostosowanie do jednostek miedzynarodowych. W

szczegotowych testach ustalana jest poprzez regresje nieliniowg krzywa wzorcowa i opisana matematycznie nastgpujagcym
wzorem (12):

j.m./ml = exp(-(In((D-A)/((OD kor)-A)-1)-B)/C)

Przy czym

A oczekiwane OD przy stezeniu IgG przeciwko tezec wynoszacym 0

B: wspdtczynnik nachylenia

C: punkt przegiecia

D: oczekiwane OD przy nieskonczenie duzym stezeniu IgG przeciwko tezec
OD kor: skorygowane OD surowicy pacjenta

W celu uwzglednienia wahan w ramach testu zmierzone OD surowicy pacjenta jest korygowane na podstawie kontroli
kalibracyjnej:

OD kontroli kalibracyjnej wg wytycznej
OD kontroli kalibracyjnej zmierzonej

ODkor = ODsurowicy pacjenta*

Wartosci parametrow A, B, C i D oraz wytyczne dla OD kontroli kalibracyjnej mozna znalez¢ w certyfikacie.

Dla oprogramowania oceniajgcego niekompatybilnego z takg metoda obliczeniowg w certyfikacie zdefiniowanych jest
dodatkowo 6 wzorcowych par wartosci, ktére rowniez opisujg krzywag wzorcowa.

Zakres oznaczalny ilosciowo wynosi od 0,01 j.m./ml do 15 j.m./ml.

Ustalenie j.m./ml

Ustalenie j.m./ml moze nastepowac za pomocg oprogramowania do nabycia od firmy VIROTECH. Alternatywnie moze by¢
udostepniony szablon do oceny do powszechnie stosowanych arkuszy kalkulacyjnych. Obliczone stezenia podajg zawsze
faktyczne stezenia nierozcienczonej surowicy, gdy byfa rozcienczona 1:100 w tescie. Jesli surowica byta testowana w innym
rozcienczeniu, konieczne jest odpowiednie przeliczenie stezen.
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11. Schemat przebiegu badania

Przygotowanie préobek pacjentéw i roztworu do ptukania

V¥V Roztwér do ptukania: Koncentrat dopetni¢ do 1 litra wodg destylowang/demin.

V Rozcienczenie probki lgG w stosunku
1:101

np.:

10 pl surowicy/osocza + 1000 pl buforu do rozcienczania

(Roztwér do rozcienczania surowicy jest gotowy do uzycia)

Wykonanie badania

Inkubacja probek 30 minut w temperaturze 100 ul probek pacjentéw

37°C. Proéba slepa (bufor do rozcienczania)
standardy i kontrole

4x ptukanie 400 pl roztworu do ptukania
dobrze wytrzasngé
Inkubacja 30 minut w temperaturze 100 ul koniugatu
koniugatu 3r°C. IgG
4x ptukanie 400 pl roztworu do ptukania

dobrze wytrzasngc¢

Inkubacja substratu ggogﬂmﬂ w temperaturze 100 pl substratu

Zatrzymanie 50 ul roztworu do
zatrzymania reakcji
ostroznie wstrzgsnaé

Pomiar ekstynkciji Fotometr przy 450/620nm
(referencyjna diugosé¢ fali 620-
690nm)
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