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1. Alkalmazas célja

A Tetanusz ELISA a tetanusz toxoid ellen képzett IgG antitestek kvantitativ kimutatasaval lehetévé teszi az véddoltas
eredményességének ellendrzését és a vakcinacios statusz felmérését.

2. A teszt miikodési elve

A human szérumbdl kimutatandé antitest immunkomplexet alkot a mikrotiter lemezre rogzitett antigénnel. A meg nem kotott
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 fixalé (stop) oldat hozzaadasa utan sarga szinire valtozik.

3. Akészlet tartalma IgG

1. 1 Mikrotiter lemez, mely 96, antigénnel bevont, egyesével letorhetd lyukbdl (reakcidedénybdl) all (liofilizalt).

2. PBS higitépuffer (kék, felhasznalasra kész) 2x50ml, pH 7,2, tartésitoszerrel és Tween 20

3.  PBS mosoboldat (20x koncentralt) 50ml, pH 7,2, tartésitészerrel és Tween 20

4. IgG-antitest standardszérumok a standardgorbe felvételéhez; 6 iveg, egyenként 2 ml tartalommal, felhasznalasra
kész, human szérum tartésitészerrel; 0,0011U/ml, 0,0021U/ml, 0,005IU/ml, 0,011U/ml, 0,021U/ml, 0,05IU/ml (IU =
international units, nemzetkozi egység).

5. IgG erés pozitiv kontroll, 2 ml, human szérum fehérjestabilizatorokkal és tartdsitoszerrel, felhasznalasra kész

6. 1gG gyenge pozitiv kontroll, 2 ml, human szérum fehérjestabilizatorokkal és tartésitészerrel, felhasznalasra kész

7. 1gG-konjugatum (anti-human), 11ml, (juh vagy kecske)-torma-peroxidaz konjugatum fehérjestabilizatorokkal és
tartositoszerekkel, Tris pufferben, felhasznalasra kész

8. Tetrametil-benzidin — szubsztratoldat (3,3",5,5 TMB), 11ml, felhasznéalasra kész

9. Citrat fixalo (stop) oldat, 6 ml, savkeveréket tartalmaz

4. Ateszt készlet és a felhasznalasra 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 minéségellendrzés tanusitvanyt.

1. A szikséges lyukak felhasznalasa utan a fennmarado lyukakat / csikokat zart tasakban, 2-8°C-on, nedvszivé anyaggal
egyltt kell tarolni. A reagenseket haszndlat utan tovabbi tarolasra azonnal 2-8°C-ra kell tenni.

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

3. Csak az elvégzend®d teszthez sziikséges mennyiségi felhasznalasra kész konjugatumot illetve TMB-t vegye ki az
tvegekbdl. A feleslegben kivett konjugatumot illetve TMB-t ki kell 6nteni, az livegekbe azokat visszatélteni nem szabad.

Anyag Allapot Tarolas Tartéssag
Vizsaalati mintak Higitott +2 és +8°C kozott max. 6 éra
9 Higitatlan +2 és +8°C kozott 1 hét
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap

Mikrotiterlemez felbontas utan +2 es+8 kozott'("l'grolas a mellekelt 3 hénap

tasakban széritdszertasakkal)

Reumafaktor — felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
abszorbens Higitott +2 és +8°C kozott 1 hét
Konjugatum felbontas utan +2 és +8°C kozott (fénytél védve) 3 hénap

Te"ar?%'gfnz'd'” felbontas utan +2 és +8°C kozott (fénytdl védve) 3 honap
Leallitéoldat felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
P felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Mosdoldat —— p y p PP -
Véghigitott (Hasznélatra kész) +2 és +25°C kozott 4 hét
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5. Ovintézkedések és biztonsagi eléirasok
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 térténjen.
2. Atartositoszert tartalmazé komponensek, a citrat fixalé (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 megfelelésen kell tarolni és elhelyezni.
6. Tovabbi sziikséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)
1. Desztillalt / ioncserélt viz
2. Nyolccsatornas pipetta, 50 pl és100 pl
3. Mikropipettak: 10 ul, 100 ul és1000 pl
4.  Vegyszerlvegek
5. Papirkend6k és itatéspapir
6. Fedd az ELISA lemezekhez
7. Hulladéktarol6 a fert6z6 anyagok szamara
8.  ELISA Kkézi- ill. automata mos6 mikrotiter lemezekhez
9.  Spektrofotométer ELISA lemezekhez , hullamhossz 450 nm, referencia hullamhossz: 620 nm (referenciahullam hossza
620-690nm).
10.  Inkubatorszekrény
7. Avizsgélat elvégzése
Csak a VIROTECH Diagnostics altal el6irt modszer pontos betartdsaval kapunk helyes eredményeket.
7.1  Vizsgalati anyag
Vizsgalati anyagként hasznalhaté szérum és plazma (itt az antikoagulalas maédjanak nincs jelentésége), még akkor is, ha a
csomagmellékletben csak szérumrdl van sz6.
A paciensminték tarolhatok 1 hétig 2 és 8°C kozott.
A pacienshigitasokat mindig frissen kell elkésziteni. A higitott betegszérum eltarthatésaga maximum 6 6ra 2-8°C kozott.
Hosszabb tarolashoz a szérumokat le kell fagyasztani. A t6bbszori felolvasztast kerdlni kell.
1. Csak friss, nem inaktivalt szérumot szabad felhasznalni.
2. Hiperlipémias, hemolitikus és mikrobioldgiailag fert6zott minkakat, valamint zavaros szérumokat nem szabad felhasznalni
(hamis pozitiv illetve negativ eredmények).
7.2  Areagensek elokészitése
A VIROTECH Diagnostics System Diagnostik nagyfoku rugalmasséagot kinal azéltal, hogy a higit6- és mosépufferek, a TMB
és a citrat fixalo (stop) oldat valamint a konjugatum kilonb6zd paraméterek mellett és eltér6 gyartasi tételek esetén is
alkalmazhatéak. A standardszérumok valamint az erés és gyenge pozitiv kontrollok kizarélag az alkalmazott teszt
készlettel egyltt alkalmazhat6ak. Ezért nem szabad 6ket mas sarzsokkal egydtt alkalmazni.
1. Allitsa be az inkubatorszekrény hémérsékletét 37°C-ra és az inkubacié megkezdése elétt bizonyosodjon meg réla, hogy
az elérte a beallitott h6mérsékletet.
2. Minden reagenst engedjen felmelegedni szobahémérsékletre; csak ezutan nyissa fel a tesztcsikokat tartalmazé
csomagot.
3. Minden folyékony komponenst j6l razzon fel hasznalat el6tt.
4. A mosoéoldat-koncentratumot 1 I-re fel kell télteni desztillalt vagy demineralizalt vizzel (ha a koncentratumban esetleg
kristalyképz&dés lathato, kérjuk az oldatot higitas el6tt szobahé&mérsékletre melegiteni, és hasznalat el6tt jol felrazni).
7.3 A VIROTECH ELISA vizsgalat elvégzése
1. Pipettazzon ki tesztenként 100 pl felhasznalasra kész higitopuffert (Ures minta), a felhasznalasra kész standard- és
kontrollszérumokat, valamint a higitott betegszérumokat. Minden esetben (ires érték, standardszérumok, kontrollok,
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betegszérumok) javasoljuk hogy két parhuzamos mérést végezzen. Ha a teszt négyparaméteres modszerrel valo

kiértékeléséhez kalibralaskontrollként a 0,01 IU/ml-es szabvanyetalon keril alkalmazasra, akkor ebbdl kotelezéen

szilkséges egy dupla adag. Munkabhigitas betegszérumok esetében: 1+100; pl.10 pl szérum + 1 ml higitépuffer.

A reagensek kipipettazasa utan 30 perc 37°C-on torténd inkubacio kovetkezik (fed6 alatt).

Az inkubacids id6 lejarta utdn mossa ki a lyukakat 4-szer 350-400 pl mosdoldattal (lyukanként). Mos6oldatot ne hagyjona

lyukakban allni. Papirtérolk6zdre csepegtesse ki a maradék oldatot.

Minden lyukba pipettazzon 100 pl felhasznéalasra kész konjugatumot.

Inkubdlja a konjugatumot 30 percig 37°C-on (fed6 alatt).

A konjugatum inkubalasat 4-szeri mosassal allitsa le. (Id. 3.pont).

Pipettazzon 100 pl felhasznéalasra kész TMB szubsztratoldatot minden lyukba.

A hordozéoldat inkubéciéja: 30 perc 37°C-on (lefedve, s6tét helyen).

Minden lyukba pipettazzon 50 pl citrat fixalé (stop) oldatot, igy leéllitva a szubsztratreakciét. Ovatosan kevertesse a

lemezt, amig a folyadékok teljesen 0sszekeverednek és egy egységes sarga szin lathatéva valik.

10.  Mérjen extinkciét 450/620 nm-en (referenciahullam hossza 620-690nm). Allitsa Gigy be a fotométert, hogy a mért vak
érték a tobbi extinkcios értékbdl levonasra kerliljon (nullazza a fotométert az Ures értékre). A fotometrias mérést a fixald
(stop) oldat hozzaadasa utan egy éran bellil el kell végezni.

w N

© ® N O A

A vizsgélat folyamatabrajat Id. az utolsé oldalon|

7.4  ELISA-processzor alkalmazasa

Valamennyi VIROTECH Diagnostics ELISA termék alkalmas ELISA processzorokkal vald haszndlatra. A felhasznalé koteles

a miszer érvényesitését rendszeresen elvégeztetni.

A VIROTECH Diagnostics a kdvetkez6 eljarast javasolja:

1. Az ELISA processzor Gizembehelyezése ill. nagyobb javitasa esetén javasoljuk, hogy végeztesse el a készulék
hitelesitését a gyarto elbirasai szerint.

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

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

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

8. Avizsgélati eredmények kiértékelése

8.1 A teszt helyes miikodésének ellenérzése

a) OD-értékek
Az Ures minta OD-értéke <0,15 kell, hogy legyen.
A legalacsonyabb szabvanyetalon (0,001 IU/ml) OD-értékei a min8ség-ellendrzési bizonyitvanyban megadott OD-érték
felett kell legyenek, és a legmagasabb szabvanyetalon (0,050 IU/ml) OD-értékei a minéség-ellendrzési bizonyitvanyban
megadott OD-érték alatt kell legyenek.

b) A gyenge és er6s pozitiv kontrollok kimutatott koncentracidinak a mindségi tanusitvanyban megadott
referenciatartomanyba (1U/ml) kell esnie.

c) Ha a kdvetelmények (OD / 1U/ml) nem teljesiinek, akkor a tesztet meg kell ismételni.

8.2 Kiértékelési szempontok

A készletben talalhaté standardok segiségével vegyen fel a mellékelt féllogaritmikus milliméterpapiron egy standard gorbét,
és hasznalja ezt a szérum tetanusz-antitoxoid IgG antitest tartalmanak meghatarozasahoz. A standardgérbe elkészitéséhez
vigye fel a kétszer mért standardsorozat extinkcios értékeinek atlagat az ordinatara (Y tengely), a koncentracidértékeket (a
felhaszndlt standardok 1U/ml értékei) pedig az abszcisszara (X tengely). Vegye figyelembe, hogy a betegszérumokat a teszt
soran 1:100 aranyban kell higitani. Enhez a diagrammrdl leolvasott eredményt meg kell szorozni 100-zal. A standard gorbe
létrehozasa soran a gorbe pontrdl pontra torténé megrajzolasa és egy 4-paraméteres gérbeszamitas kozott valaszthat.
Figyelem:
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Azon mintak, melyek mért NE/ml koncentraciéja 0,1 NE/ml alatt van, 1:10 higitasban egy Ujabb tesztben ismét megmérhetdek.
A kiértékelésnél figyelembe kell venni az eltéré higitast.

Azokat a mintakat, melyek extinkciés értéke a 0,05/U/ml standardénal magasabb, nagyobb (pl. 1:200, 1:400, stb.) higitasban
kell a tesztben alkalmazni. Ha az optikai slriiség értéke 2,00 felett van, a mérési pontossag cstkken novekvd optikai
slrliséggel. Ezért ajanlatos az 1:100 aranyu higitas esetén 2,00 feletti optikai strliséget elérd szérumokat a teszthez nagyobb
higitasban (pl. 1:200, 1:400 stb.) alkalmazni. Az eredmények értékelése soran figyelembe kell venni az eltér6é higitasi
értékeket.

Minta tetanusz standardgérbe - lin/lin
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8.3 Interpretacio

A tetanusz antitoxoid-koncentraciot a WHO standardhoz igazodva nemzetkdzi egységekben (IU/ml) fejezzuk ki. >0,11U/ml
tetanusz-antitoxoid IgG antitest tartalmat immunvédelemként (2,11) illetve biztos immunvédelemként (9,10) interpretalunk. 0,5
IU/ml feletti antitestkoncentracio esetén frissitd oltas nem indokolt (10). Az alabbiakban szeretnénk a kdvetkezd oltasajanlasokra
ramutatni. Ezekben az Immunprofilaxis (13) munkakzdsség ajanlasaira tamaszkodunk:

1U/ml Ertelmezés és tovabbi eljaras

<001 - nincs védettség
- anamnézis szerint szikséges alapimmunizalas vagy frissit6 oltas
- szeroldgiai kontroll 4 - 8 hét muilva

0,01-0,1 - védettség bizonytalan
- frissit6 oltas szukséges
- szeroldgiai kontroll 4 - 8 hét mulva
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0,11-0,5 - védettség rovid idére még fennall
- frissitd oltas javasolt
- frissitd oltas hosszu tavu védettséget eredményez
0,51-1,0 - védettség fennall
- frissitd oltas vagy 3 év mulva szeroldgiai kontroll javasolt
- Utmutat6: > 0,5 IU/ml antitestkoncentrécié esetén az oltdsok nemkivanatos oltasi
reakciokat eredményezhetnek
>1,0-5,0 - hosszu tavu védettség fennall
- frissitd oltas vagy 5 év mulva szerologiai kontroll javasolt
>5,0-10,0 - hosszu tavu védettség fennall
- frissitd oltas vagy szerologiai kontroll legkorabban 8 év mulva javasolt
> 10 - hosszu tavu védettség fennall
- frissitd oltas vagy szerologiai kontroll legkorabban 10 év mulva javasolt

8.4 A teszt hatarai

1. A szerologiai eredmények interpretacioja soran mindig figyelembe kell venni a klinikai 6sszképet, az epidemioldgiai
adatokat valamint az esetlegesen rendelkezésre all6 tovabbi laboratériumi leleteket.

2. AVIROTECH Tetanus ELISA nem alkalmas fert6zés laboratériumi diagnézisara.

3. Az antitoxoidtiter interpretaciojahoz vegye figyelembe az oltasi bizonyitvanyt, illetve a legutébbi tetanusz-véddoltasroél
sz616 informaciokat (7).

4.  0,11U/ml alatti antitoxoidtiter intrepretacioja nem javasolt, mivel az az ELISA teszt technikailag reprodukalhato érzékenységi
hatarértéke alatt van. Az oltasi anamnézist ezért egyedileg kell felallitani annak elddntésére, hogy alapimmunizalast vagy
emlékeztet6 oltast kell-e alkalmazni.

9. IgG tesztkiértékelés négyparaméteres médszerrel

A VIROTECH tetanusz 1gG ELISA hasznalatakor fennall a négyparaméteres moédszerrel vald kvantitativ meghatarozas
lehetésége. A 0,01 IU/ml-es etalon kalibralasi kontrollként szolgél. A kalibralasi kontroll kiegyenliti a teszkivitelezés miatti
ingadozasokat. A szamitashoz az optikai strliség (OD, optical density) kozépértéke kerll hasznalatra.

9.1 Tesztfunkciokontroll

a) OD-értékek

A vakérték OD-értéke <0,15 kell legyen.
A kalibralasi kontroll OD-értéke a minéség-ellendrzési bizonyitvanyban megadott tartoményon belil kell legyen.

b) IU/ml

A gyengén pozitiv kontroll és az er6sen pozitiv kontroll anti- tetanusz IgG-koncentracidja (IU/ml) a min&ség-ellenérzési
bizonyitvdnyban megadott tartomanyban kell legyen.

Ha ezek a kdvetelmények (OD-értékek, 1U/ml) nem teljesiinek, akkor a tesztet meg kell ismételni.

9.2 A kvantitativ eredmények atszamitasa milliliterenkénti nemzetk6zi egységbe (IU/ml)
A vakérték kioltasat (450/620 nm) le kell vonni az 6sszes kioltasbol.
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A paciensszérumok mennyiségi megadasa a nemzetkdzi egységeknek valé megfeleltetéssel torténik. Nem linearis regressziot
hasznélva, atfogoé teszteléssel meghatarozasra keriil az alabbi matematikai képlettel (12) leirhaté standardgorbe:

IU/ml = exp(-(In((D-A)/((OD korr)-A)-1)-B)/C)

ahol

A 0 anti- tetanusz IgG koncentracié mellett varhat6 OD

B: emelkedési tényezé

C: inflexiés pont

D: végtelen magas anti- tetanusz 1gG koncentracié mellett varhat6 OD
OD korr: péaciensszérum korrigalt OD-értéke

A tesztfeldolgozas soran bekdvetkezd ingadozasok figyelembe vétele céljabol megtorténik a paciensszérum mért OD-
értékének korrigalasa kalibralasi kontroll segitségével.

OD kalibralasi kontroll, eldirt érték
OD kalibralasi kontroll, mért érték

ODkorr = OD péaciensszérum™*

Az A, B, C és D paraméterek értékeit, valamint a kalibralasi kontroll el6irt OD-értékét a bizonyitvanybal kell atvenni.
Az ezzel a szamitasi modszerrel nem kompatibilis kiértékel6 szoftver hasznalatahoz a bizonyitvanyban még tovabbi 6
értékpar definialt, amelyek szintén a standardgorbét irjak le.

A kvantitativan meghatarozhat6 tartomany 0,01 IU/ml és 15 1U/ml k6z6tt van.

Meghatarozas IU/ml-ben

Az IU/ml meghatarozasa a VIROTECH-t6l beszerezhetd szoftverrel torténik. Alternativ megoldasként gyors tablazatos
szamitashoz sziikséges kiértékelési madszer is rendelkezésre bocséathat6. A szamitott koncentraciok mindig a higitatlan
szérum tényleges koncentraciéjat adjak meg, ha ez a tesztben 1:100 aranyban volt higitva. Ha a szérum ellenérzése mas
higitasban tortént, a koncentraciokat ennek megfelel6en at kell szamolni.
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11. A vizsgalat folyamatdbraja vazlata

A betegmintak és a mosdoldat el6készitése

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

\ 4 IgG- mintak — higitas

1:101
pl.:

10 pl szérum/plazma + 1000 pl higitépuffer.
(a szérum higitépuffer felnasznalasra kész)

A vizsgalat elvégzése

Mintainkubacié

4x mosas

Konjugatum inkubacié

4x mosas

Szubsztratinkubacié

Leallitas

Extinkcié mérés

30 perc 37°C-on

30 perc 37°C-on

30 perc 37°C-on

100 ul betegszérum
Ures minta (higitépuffer), standardok és
kontrollok

400 ul mosooldat

jol kiutdgetni

100 pl konjugatum
19G

400 ul mosooldat

jol kiutdgetni

100 pl szubsztrat

50 ul fixal6 (stop) oldat

Gvatosan kevertetni

Fotométer 450/620 nm-en

(referenciahullam hossza 620-
690nm)
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