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1.

Ugel pouzitia

ELISA tetanus sluzi kvantitativnemu dékazu protilatok 1gG proti toxoidu tetanu na kontrolu Uspechu ockovania a zistenie stavu
zaockovania.

Princip testu

Protilatka hladana v fudskom sére tvori s antigénom fixovanym na mikrotitracnej doske imunitny komplex. Nenaviazané
imunoglobuliny sa odstrania opakovanym premyvanim. S tymto komplexom sa spéja enzymovy konjugat. Neviazané
imunoglobuliny sa opat odstrania premyvanim. Po pridani roztoku substratu (TMB) vznikne v désledku enzymatickej aktivity
(peroxidaza) modré farbivo, ktoré po pridani zastavovacieho roztoku sa premeni nazlto.

3. Obsah balenia
3.1 Testovacia suprava IgG
1. 1 mikrotitraéna doska pozostavajica z 96 odlomitelnych jamiek, ktoré su potiahnuté lyofilizovanym antigénom,
2. riediaci pufer PBS (modry, pripraveny na pouzitie) 2 x 50 ml, pH 7,2, s konzervaénym prostriedkom a Tween 20
3. premyvaci roztok PBS (koncentrovany 20 x) 50 ml, pH 7,2, s konzervaénym prostriedkom a s Tween 20
4. Standardné séra IgG-Ak pre Standardnu krivku, 6 flasti¢iek po 2 ml pripravenych na pouzitie, humanne sérum s
konzervaénym prostriedkom; 0,001 [U/ml, 0,002 IU/ml, 0,005 1U/ml, 0,01 IU/ml, 0,02 IU/ml, 0,05 IU/ml (IU = international
units, medzinarodné jednotky).
5. 1gG vysoko pozitivny kontrolny roztok, 2 ml, humanne sérum s konzervaénym prostriedkom, pripravené na pouzitie.
6. 1gG slabo pozitivny kontrolny roztok, 2 ml, humanne sérum s konzervaénym prostriedkom, pripravené na pouzitie.
7. 1gG konjugat (antihumanny), 11 ml, (ovéi alebo kozi) - konjugat chrenovej peroxidazy s proteinovymi stabilizatormi a
konzervaénym prostriedkom v pufri Tris, pripraveny na pouzitie
8. Tetrametylbenzidin - roztok substratu (3,3",5,5 TMB), 11ml, pripraveny na pouzitie
9. Zastavovaci roztok citrénanu, 6 ml, obsahuje zmes kyselin
4. Skladovanie a trvanlivost’ testovacej stipravy a reagencii pripravenych na pouzitie

Testovaciu supravu uchovavajte pri 2-8 °C. Trvanlivost jednotlivych zloZiek je uvedena na prislusnych §titkoch, trvanlivost
sUpravy pozri na certifikate kontroly kvality.

10.

11.

12.

Po odbere jednotlivych potrebnych jamiek uskladnite zvy$né jednotlivé jamky/prizky v uzavretom vrecku s pohlcovacom
vihkosti pri 2-8 °C. Reagencie ihned po pouziti znovu skladujte pri 2-8 °C.

Konjugat pripraveny na pouzitie a roztok substratu TMB su citlivé na svetlo a musia sa uchovavat v tme. Ak sa v
dosledku dopadu svetla roztok substratu sfarbi, musi sa zlikvidovat.

Z konjugatu pripraveného na pouzitie, resp. TMB odoberte len mnozZstvo potrebné pre vykonanie testu. Nadbytok
odobratého konjugatu, resp. TMB sa nesmie vratit’ spat, ale musi sa zahodit.

Materidl Stav Skladovanie Trvanlivost’
SkuSobné vzork Zriedené +2 az +8°C max. 6 h
Y Nezriedené +2 a2 +8 °C 1 tyzden
Kontrolné roztoky po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
TP - . +2 az +8 °C (skladovanie s dodavanym :
Mikrotitracna platnicka po otvoreni vakom s hydrof6bnym adsorbentom) 3 mesiace
RE absorbent nezriedené, po otvoreni +2 az +8 °C 3 mesiace
Zriedeny +2az+8 °C 1 tyzden
Konjugat po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
Tetrarrgt’\);llggenndm po otvoreni +2 az +8 °C (chraneny pred svetlom) 3 mesiace
Zastavovaci roztok po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
po otvoreni +2az+8 °C 3 mesiace
Premyvaci roztok findlne zriedeny roztok +2 az +25 °C 4 tyzdne
(pripraveny na pouzitie)
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5. Bezpeénostné opatrenia a upozornenia

1. Ako Standardné a kontrolné séra sa pouzivaju len také séra, ktoré boli testované a a pri testovani na HIV1-AK, HIV2-AK,
HCV-AK a povrchovy antigén hepatitidy-B boli ohodnotené ako negativne. Napriek tomu je nutné vsetky vzorky, zriedené
vzorky, Standardné séra, kontrolné roztoky, konjugaty a mikrotitracné priuzky povazovat za potencialne infekény material
a manipulovat s nimi s primeranou opatrnostou. Platia prisluSné smernice pre laboratérne prace

2. Zlozky, ktoré obsahuju konzervaény prostriedok, zastavovaci roztok citrénanu a TMB, pdsobia drazdivo na pokozku, o€i
a sliznice. V pripade kontaktu je nutné postihnuté miesta na tele ihned umyt te€ucou vodou a pripadne vyhladat lekara.

3. Likvidacia pouzitych materidlov sa uskutoCriuje podla osobitnych predpisov jednotlivych krajin.

6. Dalsi potrebny material (netvori stiéast dodavky)

1. Destilovana/demineralizovana voda

2. Viackanélova pipeta 50 pl, 100 pl

3. Mikropipety: 10 pl, 100 pl, 1000 pl

4.  Skumavky

5. RUSok z buni€iny

6.  Kryt platni¢iek ELISA

7.  Odpadovy kontejner pre infekény material

8.  Umyvacka ruk ELISA a automaticka premyvacka mikrotitracnych platni

9.  Spektrofotometer pre mikrotiraéné platne so 450/620 nm filtrom (referenéna vinova dizka 620-690 nm)

10.  Inkubéator
7. Vykonanie testu
Predpokladom pre dosiahnutie spravnych vysledkov je exaktné dodrzanie pracovného predpisu firmy VIROTECH Diagnostics.
7.1 VySetrovany material

Ako skusobnu vzorku mozno pouzit sérum a plazmu (druh antikoagulancii tu nehra tlohu), aj ked' v tomto pribalovom letaku

sa spomina len sérum.

Nariedenia vzoriek pacientov sa musia pouzit vZdy Cerstvé.

V pripade dlhSieho uloZenia sa séra musia zmrazit. Viacnasobné rozmrazovanie je nepripustné..

1. Pouzivajte len ¢erstvé, nie neaktivované (pokojové) séra.

2. Nepouzivajte hyperlipemické, hemolytické, mikrobialne kontaminované vzorky a zakalené séra (poskytuju nespravne
pozitivne/negativne vysledky).

7.2 Priprava reagencii

Diagnosticky systém VIROTECH Diagnostics poskytuje vysoku mieru flexibility moznostou pouzit riediace a pracie pufre, TMB,

zastavovacie roztoky citrénanu ako aj konjugat spdsobom, ktory presahuje ramec parametrov a $arzi. Standardné séra ako

aj vysoko a slabo pozitivne kontrolné roztoky st uréené vyluéne pre pouzitu testovaciu supravu. Z tohto dévodu ich
nemozno pouzit' v inych Sarziach

1. Nastavte inkubator na 37 °C a pred zaciatkom inkubacie sa presvedéte o dosiahnuti nastavenej teploty.

2. VSetky reagencie zohrejte na teplotu miestnosti, az potom otvorte balenie s testovacimi pruzkami.

3. VSetky tekuté komponenty pred pouzitim dobre potraste.

4.  Koncentrat premyvacieho roztoku dopliite na 1 liter destilovanou/demineralizovanou vodou (v pripade, Ze sa v
koncentrate tvoria krystaliky, uvedte ho, prosim, pred zriedenim na teplotu miestnosti a pred pouzitim nim dobre
potraste).

7.3 Vykonanie testu VIROTECH ELISA

1. Pre kazdu predpripravu testu napipetujte po 100 pl riediaceho pufru pripraveného na pouzitie (slepy pokus),
Standardnych a kontrolnych roztokov sér, ako aj nariedenych sér pacientov. Odpord¢ame zakazdym dvoijitd sadu vzoriek
(blank, $tandardné séra, kontrolné roztoky a séra pacientov). Ak sa na vyhodnotenie testu pomocou 4-parametrovej
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metody pouziva ako kontrola kalibracie $tandard 0,01 1U/ml, vtedy je nutné dvojité pouZitie. Pracovné nariedenie sér
pacientov: 1+100; napr. 10 pl séra + 1 ml riediaceho pufru.

Po napipetovani nasleduje inkubéacia 30 min pri 37 °C (s krytom).

Inkubaény cyklus ukoncite 4-nasobnym premyvanim, pri¢om zakazdym pouzite 350-400 pl premyvacieho roztoku.
Premyvaci roztok nenechajte stat v jamkach, ale odstrarite jeho posledné zvySky vyklopanim na buni€inovy podklad.
Do vSetkych jamok napipetujte 100 pl konjugatu pripraveného na priame pouzitie.

Inkubécia konjugéatu. 30 min. pri 37 °C (s krytom).

Inkubéciu konjugatu ukongite 4-ndsobnym premytim (pozri bod 3).

Napipetujte do kazdej jamky 100 pl substratového roztoku TMB, pripraveného na priame pouzitie.

Substratovy roztok inkubujte 30 min. pri 37 °C (prikryty, v temnej miestnosti).

Reakciu substratu ukoncite napipetovanim 50 pl zastavovacieho roztoku citrénanu do kazdej jamky. Dosku opatrne a
dokladne potraste, az kym sa tekutiny celkom nepremieSaju a kym nie je vidiet jednotné ZIté sfarbenie.

w N

© ® N O A

10.  Extinkcie merajte pri 450/620 nm (referen&na vinova dizka 620-690 nm). Fotometer nastavte tak, aby namerana hodnota

7.4

slepého pokusu sa odpocitala od vSetkych ostatnych extinkcii. Fotometrické meranie sa musi uskuto¢nit do jednej hodiny
po pridani zastavovacieho roztoku.

IPriebehovii schému testu pozri na poslednej strane.|

Pouzitie procesorov ELISA

VSetky testy ELISA firmy VIROTECH Diagnostics sa m6zu vykonat pomocou procesorov ELISA. Pouzivatel je povinny pristroj

pravidelne validovat.

VIROTECH Diagnostics odporuc¢a nasledujuci postup:

1. Pri nastaveni pristroja, resp. vacsich opravach vasho procesora ELISA odporuca firma VIROTECH Diagnostics
validaciu pristroja podl'a predidh vyrobcu pristroja.

2. Odporuca sa procesor ELISA nasledne vysku$at pomocou validaénej supravy (EC250.00). Toto pravidelné preskusanie
pomocou valida¢nej supravy by sa malo vykonat najmenej raz za Stvrt roka.

3. Pri kazdom testovacom behu sa musia splnit’ kritéria pre uvolnenie do distribucie uvedené v certifikate kontroly kvality,
ktory bol vystaveny k danému produktu.

Tento postup zabezpecuje bezchybnu funkciu vasho procesoru ELISA a okrem toho slizi k zabezpec&eniu kvality laboratoria.

8. Vyhodnotenie testu
8.1 Kontrola fungovania testu
a) Hodnoty OD
Hodnota OD slepého pokusu by mala byt <0,15
Hodnoty OD najnizSieho $tandardu (0,001 1U/ml) by sa mali pohybovat nad uroviiou OD hodnoty uvedenej v certifikate
kontroly kvality a OD hodnoty najvy$Sieho Standardu (0,050 1U/ml) by sa mali pohybovat pod droviiou OD hodnoty
uvedenej v certifikate kontroly kvality.
b)  Stanovena koncentracia slabo a vysoko pozitivneho kontrolného roztoku by sa mala nachadzat' v ramci referenéného
rozpétia (IU/ml), ktoré je uvedené v osvedCeni kontroly kvality.
c) Ak poziadavky (OD / IU/ml) nebudu splnené, musi sa test zopakovat.
8.2 Vyhodnotenie
S pomocou prilozeného Standardného roztoku sa vyhotovi Standardna krivka pre vypocet obsahu protilatok antitoxoidu tetanu
IgG v sére. Za tymto uCelom sa zavedu stredné hodnoty extinkcii dvojmo pripojenych Standardnych sér na ordinate (os Y) a
koncentracie (IU/ml Standardnych roztokov pripravenych na pouzitie) na abscise (os X). Je treba mat na pamati, ze séra
pacientov pre vykonanie testu musia byt zriedené 1:100. V ddsledku toho sa musi vysledok od¢&itany z grafu vynasobit' 100.
Pri vyhotoveni Standardnej krivky si mozno zvolit bud vypocet krivky bod po bode, alebo aj 4-parametrovy vypocet krivky.
Upozornenie:
Vzorky, ktorych zistené koncentracie IU/ml sa nachadzaju pod 0,1 IU/ml, mozno pri novej nasade testu zaradit v zriedeni 1:10.
QOdlis$né nariedenie sa musi zohladnit' pri vyhodnoteni testu.
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Vzorky, ktorych extinkéné hodnoty su vacsie, ako extinkéné hodnoty Standardu 0,05 IU/ml, sa musia do testu nasadit vo
vy$Som nariedeni, napr. 1:200, 1:400 atd. Pri hodnotach OD viac ako 2,00 klesa presnost merania so stupajucou optickou
hustotou. Preto sa odporuca séra, ktoré dosahuju so zriedenim 1:100 hodnoty OD viac ako 2,00, pouzivat v teste vo vy§Som
zriedeni, napr. 1:200, 1:400 atd. OdliSné nariedenia sa musia zohladnit' pri vyhodnoteni

8.3 Interpretacia

Priklad $tandardnej krivky tetanu - lin/lin
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Koncentracia [1U/mi]

Koncentracie tetanového antitoxoidu sa vyjadruju v zmysle noriem SZO v medzinarodnych jednotkach (IU/ml). Obsah protilatok
tetanového antitoxoidu IgG >0,1 IU/ml sa povazuje za imunitnd ochranu (2,11), resp. spolahlivd imunitnd ochranu (9, 10).
Preoc¢kovania nie su indikované pri koncentraciach protilatok nad 0,5 IU/ml (10). Nasledne by sme chceli upozornit na nasledujuce
odporucania pre ockovanie. Tieto su vypracované v nadvaznosti na odporiéania pracovnej skupiny imunoprofylaxie (13):

1U/ml

(medzinarodnych | ierpretacia a dialsi post

jednotiek na ml) P ! alst postup

<001 - Ziadna ochrana o¢kovanim
- v zavislosti od anamnézy je potrebna zakladna imunizéacia (prirodzena alebo prvé oékovanie)
alebo preockovanie
- sérologicka kontrola po 4 az 8 tyZzdroch

0,01-0,1 - ochrana oc¢kovanim neista
- je potrebné preoCkovanie
- sérologicka kontrola po 4 az 8 tyzdrioch

0,11-05 - existuje eSte kratkodoba ochrana o€kovanim
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- odporuca sa preoCkovanie
- preockovanie vedie k dlhodobej ochrane o¢kovanim

0,51-1,0 - ochrana o¢kovanim existuje

- odporuca sa preockovanie alebo sérologicka kontrola po 3 rokoch

- Upozornenie: O¢kovanie pri koncentracii protilatok > 0,5 lU/ml méze viest' k neziaducej
reakcii na ockovanie.

>1,0-5,0 - existuje dlhodobéa ochrana o¢kovanim
- odporuca sa preockovanie alebo sérologicka kontrola po najskér 5 rokoch

>5,0-10,0 - existuje dlhodoba ochrana ockovanim
- odporuca sa preockovanie alebo sérologicka kontrola po najskoér 8 rokoch

> 10 - existuje dlhodoba ochrana ockovanim
- odporuca sa preockovanie alebo sérologicka kontrola po najskér 10 rokoch

8.1  Hranice testu

1. Interpretacia sérologickych vysledkov musi vzdy zahrnut klinicky obraz, epidemiologické data a pripadne dalSie
laboratérne vysledky, ktoré su k dispozicii.

2. VIROTECH ELISA tetanus nie je vhodny pre laboratérnu diagnézu infekcie.

3. Priinterpretécii titra antitoxoidu je nutné prihliadat na ockovaci preukaz, resp. poukaz na posledné ochranné ockovanie
proti tetanu. (7)

4. Interpretéaciu titrov antitoxoidov pod 0,1 IU/ml nemozno odporuéat, pretoze lezi pod technicky reprodukovatelnou
hranicou citlivosti pri pouziti testovacieho systému ELISA. Preto je nutné prihliadat v jednotlivych pripadoch na o¢kovaciu
anamnézu, aby sa rozhodlo, ¢i sa ma vykonat zakladna imunizacia alebo iba preockovanie (= 10.2).

9. Vyhodnotenie testu IgG 4-parametrovou metédou

Test VIROTECH tetanus IgG ELISA umoziiuje vykonat kvantitativne stanovenie pomocou 4-parametrovej metddy. V tomto
pripade sluzi ako kalibracna kontrola Standardny roztok 0,01 IU/ml. Kalibrana kontrola vyrovnava odchylky spdsobené
vykonanim testu. Na vypocet sa pouziju priemery hodndt OD (Optical Density = opticka hustota)

9.1 Funkéna kontrola testu

a. Hodnoty OD
Hodnota OD slepého pokusu by mala byt <0,15.
Hodnota OD kalibra¢nej kontroly sa musi nachadzat' v rdmci rozsahu uvedeného v certifikate kvality kontroly.

b. 1U/ml
Koncentracie protizaskrtovych I1gG (IU/ml) slabo pozitivnej kontroly a silno pozitivnej kontroly sa musia nachadzat’ v ramci
rozsahov uvedenych v certifikate kvality kontroly.
Ak poziadavky (hodnoty OD, IU/ml) nie st splnené, musi sa test zopakovat.
9.2 Prevod kvantitativnych vysledkov na medzinarodné jednotky na mililiter (1U/ml).

Extinkcia slepého pokusu (450/620 nm) sa musi od¢itat od vSetkych extinkcii.

Kvantifikacia pacientskych sér sa uskutocni prispdsobenim medzinarodnym jednotkam. Rozsiahlymi testovaniami sa
nelinearnou regresiou stanovi Standardna krivka a matematicky opiSe nasledujicimi vzorcami (12):

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

kde je:
A: ocakavana hodnota OD pri koncentracii protizaskrtovych IgG rovnej 0.
B: faktor strmosti
C: bod zvratu
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10.

D: oCakavana hodnota OD pri nekone¢ne vysokej koncentracii protizaSkrtovych IgG
kor. OD: korigovana hodnota OD pacientovho séra

Pre zohladnenie vykyvov v ramci spracovania testu sa namerana hodnota OD pacientovho séra koriguje podla kalibracnej
kontroly:

OD zadana kalibr. kontrola
OD namerana kalibr. kontrola

ODkorr = OD pacientske sérum*

Hodnoty parametrov A, B, C a D, ako aj predbezne zadana hodnota OD kalibracnej kontroly su uvedené v certifikate.
Pre vyhodnotenie pomocou softvéru, ktory nie je kompatibilny s touto vypoctovou metddou, je v certifikate navyse
definovanych 6 hodnotovych parov Standardnych roztokov, ktoré taktiez opisuju Standardnu krivku.

Kvalifikovatefny rozsah je medzi 0,01 IU/ml a 15 IU/ml.

Stanovenie IU/ml

Stanovenie IU/ml sa méze vykonat pomocou softvéru, dodavaného spolo¢nostou VIROTECH. Alternativne je u vyrobcu k
dispozicii vyhodnocovacia predloha pre obvyklé tabulkové vypocty. Vypocitané koncentracie uvadzaju vzdy skutoéné
koncentracie nezriedeného séra, ked toto bolo zriedené v teste v pomere 1:100. Ak bolo sérum testované v inom riedeni,
musia sa koncentracie prisluSne prepocitat.
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11. Schéma priebehu testu

Priprava vzoriek pacientov a premyvacieho roztoku

vodou

\ 4 Vzorky IgG - zriedenie

1:101

napr.

V Premyvaci roztok: Koncentrat doplnit na 1 liter destilovanou/demineralizovanou

10 pl séra/plazmy + 1000 pl riediaceho pufru
(riediaci pufer séra je pripraveny na pouzitie)

Vykonanie testu

Inkubacia vzoriek

4 x preplachnut

Inkubécia konju-

¢atu

4 x preplachnut

Inkubécia substratu

Zastavit

Odmerat extinkciu

30 minat pri 37 °C

30 minat pri 37 °C

30 minat pri 37 °C

100 pl vzorky pacientov
blank (riediaci pufer),Standardné a kontrolné
roztoky

400 pl premyvacieho
roztoku

dobre vyklepat

100 ul konjugétu

19G

400 pl premyvacieho
roztoku
dobre vyklepat

100 pl substréatu

50 ul zastavovacieho
roztoku

opatrne potriast

Fotometer pri 450/620 nm

(referenéna vinova dizka 620-690
nm)

Seite 9 von 9
VIROTECH Tetanus IgG ELISA SK

REV 10
Freigabedatum: 26.04.2022 19:45




