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1.  Ugel pouziti

Tato valida¢ni souprava slouzi k pravidelné kontrole Vaseho poloautomatu nebo automatu ELISA. Ukazuje kumulovany efekt
nepresnosti pfi pipetovani, promyvani, inkubaci a méfeni fotometrem a poskytuje tak jistotu bezvadného zpracovani testl
ELISA. Pro kontrolu poloautomatu nebo automatu je tfeba vzdy pouzit celé mikrotitracni destiCky. Automaty, které rutinné
zpracovavaji vice nez jednu destiCku, musi byt vzdy evaluovany pfi plném zatiZzeni, tzn. Ze u dvoudesti¢kového pristroje je
tfeba zpracovat 2 a u tfidestiCkového pfistroje 3 desticky v priibéhu jednoho testu.

Smeérnice ES ¢. 98/79 ES pfiloha 1, 3.1 vyzaduje zajisténi funkce kombinace dvou nezavislych medicinalnich vyrobku (v tomto
pfipadé procesoru ELISA a testu ELISA). Tato valida¢ni souprava je vhodna k tomu, aby to uzivateli umoznila.

Pipetovaci kontrolni test slouzi k testovani poloautomatt ELISA s tfidi€¢em vzork(. Automat zfedi tento test jako sérum pro
pacienty 1+ 100 modrym fedicim pufrem, a potom se pipetuje a testuje. Pipetovaci kontrolni test mize byt pouzit misto

validaéniho testu ready to use ve valida¢ni soupravé (EC 250.00). Zde prosim dbejte pracovniho navodu k validacni soupraveé.

2. Princip testu

Protilatky které se nachdazeji v kontrolnim validaénim resp. pipetovacim roztoku vytvareji s antigenem fixovanym na
mikrotitracni desti€ce imunokomplex. Nevazané imunoglubuliny jsou odstranény promyvanim. S timto komplexem se spojuje
enzymovy konjugat. Nevazané imunoglubuliny se opét odstrani promyvanim. Po pfidani roztoku substratu (TMB) vznikne diky
aktivité enzymu (peroxidazy ) modré barvivo, které po pfidani roztoku zastavujiciho vyvoj barvy zméni barvu na Zlutou.
PFipojené kontrolni sérum se pipetuje do vSech kavit mikrotitracni destiCky.

3. Obsah baleni

3.1 Validaéni souprava

1. 1 mikrotitraéni desticka, skladajici se z 96 kavit, obsahuijicich vrstvu antigenu, lyofilizovana

2.  PBS-promyvaciroztok (20x koncentrovany, 50 ml), pH 7,2, s konzervacni latkou a tween 20

3. kontrolni validaéni roztok obsahujici IgG, 15 ml, lidské sérum se stabilizatory bilkovin a konzervaénim prostfedkem,
pfipravené k pouZiti

4. konjugat proti lidskym IgG, 2 x 11 ml, (ov¢i nebo ostrucha kfivocara)-kifen-peroxidaza-konjugét s proteinovymi
stabilizatory a konzervaénim prostfedkem v THAM, pfipraveny k pouziti

5. tetrametylbenzidinovy roztok substratu (3,3’,5,5’-TMB), 2 x 11 ml, pfipraveny k pouziti

6. citronanovy roztok zastavujici vyvoj barvy , 6 ml, obsahujici smés kyselin

3.2 Pipetovaci kontrolni sada
1. 1 pipetovaci kontrolni test, 2,8 ml, lidské sérum s proteinovymi stabilizatory a konzervaénimi pfipravky
2. fedici pufr PBS (modry, pfipraveny k pouziti), 2 x 50 ml, pH 7,2, s konzervaéni latkou a tween 20

4. Prechovavani a upotiebitelnost testovaci soupravy a reagencii pfipravenych k pouziti

Testovaci soupravu pfechovavejte pfi 2 - 8 °C. Upotfebitelnost jednotlivych sloZzek je uvedena na jejich jednotlivych Stitcich;

upotiebitelnost soupravy (tzv. datum exspirace) viz pfislusny certifikat o kontrole kvality.

1. Konjugat pfipraveny k pouZziti a TMB-roztok substratu jsou citlivé na svétlo a musi byt pfechovavany ve tmé. Dojde-li
presto vlivem svétla k zabarveni, je pfislusny roztok tfeba zlikvidovat.

Material Stav Skladovani Stabilita
kontroly po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
+2 az +8° (skladovani v sou¢asné
mikrotitracni desticka po otevreni dodaném sacku s vysousecim 3 mésice
sackem)
konjugat po otevreni +2 az +8°C (chrante pfed svétlem) 3 mésice
tetram((e_tri&/g))e nzidin po otevfeni +2 az +8°C (chrarite pred svétlem) 3 mésice
zastavovaci roztok po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
praci roztok po otevreni +2 az +8°C 3 mésice
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po zfedéni (pfipraveny k

pouziti) +2 az +25°C 4 tydny

5.  Preventivni opatreni

Jako kontroIni sérum je pouzivano pouze takové sérum, které bylo testovano a shledano negativni na protilatky proti
HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK a na povrchovy antigen hepatitidy typu B. Pfesto by mélo byt kontrolni sérum, konjugat

a mikrotitrovaci prouzky pokladany za infekéni material a mélo by s nimi byt jako s takovymi odpovidajicim zplsobem
zachéazeno. Plati pfislusné smérnice pro prace v laboratofi.

Slozky, které obsahuji konzervacni prostfedky, jakoz i citronanovy zastavovaci roztok vyvoje barvy a roztok TMB plsobi
drazdivé na pokozku, ogi a sliznice. Pfi kontaminaci je tfeba kontaminovana mista téla ihned oplachnout pod tekouci
vodou a pfipadné vyhledat Iékafskou pomoc.

Likvidace pouzitych materialG probiha podle smérnic specifickych v dané zemi pouZiti.

6. Dodate¢né potiebny material (neni dodavan souc¢asné)

S o

destilovana / demineralizovana voda

rousky z buni€iny

nadoby na odpad obsahujici infekéni material

pipetujici automat ELISA

spektrofotometr pro mikrotitracni desticky s filtrem pro vinové délky 450 / 620 nm (Délka referenéni viny 620-690nm)
skfifika ve vySi hrudi

7. Provedenitestu

Pro dosazeni spravnych vysledkt se musi pfesné dodrzovat pracovni pfedpis firmy VIROTECH Diagnostics.

7.1 Priprava reagencii
Validaéni roztok pfipraveny k pouziti je tfeba pouzivat vyhradné s Sarzi desky, ktera je uvedena na certifikatu o kontrole

kvality.

1. VSechny reagencie je tfeba vytemperovat na teplotu mistnosti, teprve poté otevrete obal s testovacimi prouzky.

2. VSechny kapalné slozky pfed pouzitim dobfe protiepejte.

3. Koncentrat praciho roztoku doplite na 1 litr Aqua dest./demin. (pfi pfipadné tvorbé krystal( koncentratu tento koncentrat

pred zfedénim nastavte na pokojovou teplotu a pfed pouzitim zatfepejte).

7.2 Provedenitestu VIROTECH ELISA

1.

© ® N U AN

=
=4

Kazdou testovaci davku 100pl kontroly validity hotového vzorku pipetujte do vSech kavit.

Ma-li se dodate¢né kontrolovat pipetovani jakoz i fedéni v automatu, je tfeba misto kontroly validace hotového vzorku
pouzit kontrolu pipetovani — napf. zfedéné sérum pacienta 1+100.

Po napipetovani nasleduje inkubace po dobu 30 minut pfi 37 °C .

Ukongeni inkubaéni periody 4-nasobnym promyvanim, vzdy s 350 - 400 pl promyvaciho roztoku na kavitu.
Napipetujte 100 pl konjugatu pfipraveného k pouziti do vSech kavit desticky.

Nasleduje inkubace s konjugatem po dobu 30 min. pfi 3 7°C.

Ukongeni inkubace s konjugatem 4-nasobnym promyvanim (viz bod 3).

Napipetujte 100 pl TMB-roztoku substratu pfipraveného k pouziti do kazdé kavity

Nasleduje inkubace s roztokem substratu: 30 min. pfi 37 °C (inkubace ve tmé).

Zastaveni reakce substratu: do v8ech kavit napipetujte po 50 pl citronanového roztoku zastavujiciho vyvoj barvy.
Zmérte hodnoty extinkci pfi vinové délce 450 / 620 nm (Délka referenéni viny 620-690nm). Fotometrické méfeni by
meélo byt provedeno béhem jedné hodiny od pfidani roztoku zastavujiciho vyvoj barvy.

ISchéma provedeni testu viz strana 6|

Hodnoty extinkci by mély byt pfiblizné stejné a mély by lezet v rozmezi uvedeném v certifikatu.
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8. Vyhodnoceni testu

Kontrolni validagni roztok pfipraveny k pouziti slouzi ke zhodnoceni pipetovaciho pochodu, jakoz i veskerych ostatnich

pracovniho kroku jako je teplota inkubace, doba inkubace, méfeni, promyvani atd. automatického zafizeni (automatu). Tato

metoda je vhodna k odhaleni nepravidelnosti pfi zpracovavani testt ELISA.

Pipetovaci kontrolni test slouzi ke kontrole poloautomat( ELISA s tfidi¢em vzorka.

8.1 Kontrola funkce testu

Hodnoty OD

Hodnoty OD kontrolniho validaéniho/pipetovaciho roztoku by mély leZzet nad hodnotami OD, uvedenymi v certifikatu kontroly

kvality.

Neni-li tento poZzadavek splnén, musi byt test zopakovan.

8.2 Vypocet variacniho koeficientu

a) Ze vSech 96 hodnot OD se vypocitava variacni koeficient. Tento koeficient vyplyva z kvocient standardni odchylky a

aritmetického primeéru nasobeného 100.

b) Nyni se zjisti pocet kavit s hodnotami OD, které lezi o vice nez 20 % vySe nebo nize nez jejich celkovy aritmeticky pramér

(tzv. analyza Hot Spotu).

c¢) K usnadnéni vyhodnoceni je nabizen software slouzici k vyhodnoceni vysledkd valida¢ni soupravy / pipetovaci kontrolni

sady (objednaci &islo S/250).

8.3 Interpretace vysledka

1. Pokud je zjistény variacni koeficient nizsi nez jaka hodnota je uvedena v certifikatu kontroly kvality, a pokud budou pfi
valida¢ni kontrole nalezeny maximalné tfi ,Hot Spoty*“, popf. pfi pipetovaci kontrole maximalné pét ,Hot Spotu“, pracuje
pristroj spravné.

2. Pokud je zjistény variacni koeficient vy$S$i nez jaka hodnota je uvedena v certifikatu kontroly kvality, mél by byt test
zopakovan. Pfi potvrzeni tohoto vysledku je tfeba vychazet z toho, Ze pfinejmensim jeden z pracovnich krok( probéhl
nerovnomérné. Mély by byt provéfeny vSechny jednotlivé pracovnim kroky nebo vyrozuména servisni firma.

3. Pokud je zjiStény variacni koeficient nizSi nez jaky rozsah je uveden v certifikatu kontroly kvality, avSak jsou nalezeny
vice nez tfi ,Hot Spoty“ (validaéni kontrola), resp. pét ,Hot Spotu“ (pipetovaci kontrola), ukazuje to na nepresnost
pristroje. Pokud k potvrzeni provedete dalsi test a zjistite, Zze ,Hot Spoty“se vyskytuji na stejném misté, jedna se o
systémovou chybu (napf. nepfesna poloha pipetovaci jehly; pfistroj na promyvani nepracuje spravné, nebo se jedna o
chybu v naprogramovani).

4. Automaty, které rutinné zpracovavaji vice nez jednu desti¢ku, musi byt vzdy evaluovany pfi piném zatizeni, tzn. ze
u dvoudestiCkového pristroje je tfeba zpracovat 2 a u tfidestiCkového pfistroje 3 desticky v pribéhu jednoho testu.

8.4 Priklady
K lep§imu znazornéni vyhodnoceni jsou v pfiloze uvedeny dva pfiklady.
9. Dalsi pouziti

Valida¢ni soupravu je mozné rovnéz pouzit ke kontrole poloautomatu nebo automatu ELISA s inkubaci pfi pokojové teploté.

Provedeni testu (7.2) se k tomuto u€elu musi modifikovat co se ty€e inkubacni teploty a inkubacnich ¢asu:

Inkubace valida¢ni kontroly : 40 minut pfi pokojové teploté

Inkubace konjugatu : 40 minut pfi pokojové teploté

Inkubace TMB: 40 minut pfi pokojové teploté

Vyhodnoceni vysledki je mozné i u tohoto pouziti provést pomoci softwaru k vyhodnoceni vysledkd validacni soupravy /

pipetovaci kontrolni sady. Kritéria certifikatu kontroly kvality musi byt splnéna pfesné jako v pfipadé postupu provedeni testu

v bodu 7.2.

Seite 5 von 8 REV 15

VIROTECH Validierung / Validation ELISA CZ Freigabedatum: 27.02.2020 12:03



10. Schéma provedeni testu

Priprava promyvaciho roztoku / pipetovaciho kontrolniho

roztoku

(1:101)

V¥ Promyvaci roztok: koncentrat doplnit na 1 litr destil./demineralizovanou vodou
V Pipetovaci kontrolni roztok: 10 pl pipetovaci kontroly + 1 000 pl Fediciho pufru

Provedeni testu

Inkubace vzorku 30 minut pfi 37 °C

4 x promyvani
inkubace s 30 minut pfi 37 °C
konjugatem

4 x promyvani
inkubace se 30 minut pfi 37°C
substratem

zastaveni vyvoje
barvy

méreni extinkce

100 ul kontrolni validac¢ni
roztok

100 pl naredéné pipetovaci
kontroly

400 pl promyvaciho roztoku
dobfe vyklepat

100 pl konjugatu
1gG

400 ul promyvaciho roztoku
dobfe vyklepat

100 pl substrat
50 pl roztoku zastavujiciho
V),/VOJ. barvy opatmé protrepavat

fotometr pfi 450 / 620 nm
(Délka referencni viny 620-690nm)
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11. Pfiloha

11.1 Priklad 1 (validaéni kontrola)
V tomto pfipadé se jedna o bezchybné zpracovani s validacni kontrolou. Varia¢ni koeficient je mensi nez 10 % a nejsou
zjistény zadné hodnoty odliujici se o vice nez 20 % od vypocteného aritmetického prdméru.

SWlalidierungs kit
Interpretation Software for the Validationkat (E C250.00)

Ch-B: 10201 Processorn DEX
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0,454

056

052

05z

058

0510

0,0

D415

D+83

D412

055t

0 555

05%

053

052

0482

0,6

D4t

0,483
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X=
g=

0,51
0@

min

043
057

cv

62 %

Hot Spot Analysis (relstive deviationto the average value >20 resp. <-20)in %

\%

v Release Criteria CV < 10%:

Release Criteria HotSpoks <4

r

MR =T

[ 1}

|

1 2 3 4 H § ! i 3 10 11 12
Al-teg| sp | 26 [ 13 |-15] 28| 36| 70| 82| -8¢ | -113] 52 |A
Blw3| es | an| 15| os | 08| 33| o] 85| 8| -108]-2]|B
Cl st | 77| 36| 3¢ | 268|080 | 13| 2| -s2]|-68][-111] -62|C
Dl 75 | 83 | 88 | 62 | ¢2 | 3p | 15| 3¢ | 82| -¢s | -850 [ -34 |D
El 25 | 120 | 18|17 |23 | sp| 18| 18 |-38)| 8¢ | 42| 03 |E
Fl-teg| 62 | 10 | 83 | s | 72 | 10 | 08 | 28| <«2 | -+5 | 22 |F
Gl 25 | s | 2 | 65 | 73| 62 | ¢¢ | 08 | 26| 13| 45| 22 |G
Hl sz | s2 | 03| 15|32 || os|6¢|38]-e5]-104]:00]|H

| Hat Spots n= 1] |
Interpratation
pEssed

|1f both interpretation criteria are fulfillied, the processor & working reliably,
If one or even both interpretation criteria are notfulfilled, the processor should be
checked thoroughly and the testshould be repeated.
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11.2 Priklad 2 (valida¢ni kontrola)
Zde se jedna o chybu v provedeni testu s valida¢ni kontrolou (VK >10 % a 4 extrémni hodnoty). U této analyzy Ize zfetelné
pozorovat, Ze tyto extrémni hodnoty lezi v levém dolnim rohu mikrotitracni desticky.

SWlakidierungskit
Interpretation Software for the Validationkit (EC250.00)

ChB: 10201 Processor DEX

ODvaues

1 2 3 4 § § ! ] 3 10 1 12
Ao | 055 [ 05z | 0516 | 052 | 0,485 | 0,81 | 047¢ [ 06| 0457 | 0452 | 000
Bl 0ss2 | 0563 | 052 | 017 | 0516 | 0508 | 0,080 | 0,8 | 0,655 | 0457 | 0,454 | D428
C|losss [0se |05z | 0sz | osz | 050 | 0a0 | 04es | o) 008 | 045 | D418
D|ose | osst | 08 | 0535 | o3t | 0g2s | oaw | 04z | 0| oser | 04e | Do
E
F
G

052 | 0511 | 050 | 05 | 0295 | D& | 0,619 | D51 | 0,1 04 | DSE
oze | 0@ | 0504 | 0862 | 05 | 08 | 0,512 | naw | 0,8 0495 | 0821
| 0z | 0m | 0,46 | 05a | 0wy | 051 | 0522 | 0812 | 052 0,495 | D&2¢
Hl 0251 | 08 | 0 | 05 | 056 05 | 09 | 0502 | 052 0458 | Dg0s

n= 95 X= 080 min 023
s= 006 max 057

| V= 113 % |

T oM MmMmo O o>

&[B[a]a

Hot Spot Analysis (relztive devistionto the average value >20 resp. <:20)in %
1 ] 3 4 § § ! L] 3§ 10 11 12

Al-oz]| 1o [ o6 | 32 |06 |0 [ -18[ 62| 6|65 96 -en]A
Blze | 85 | 60 | 3¢ | 22| 10| 10| 26| 2] 66| 82| -an |B
Cl112 | 82 | 66 | 8¢ | ¢8| 20 | 05 | ap | -en | -5p | 8¢ | -4 |C
Dl s | 116 | 11p | 2 | 62 | sp | 0 | 46| -3¢ 26| 74| -12 |0
El ¢6 | 142 | 10p| 88 |1p| 2p | 38|32 |12 3| 2¢| 15 |E
Fles2 | «p | 08 [ 06| 288 | 82 | 35 [ 16 | -1p| 24 | 28 [ ¢2 |F
Glss2 || -1p| 85 | 8¢ | 82 | 64 | 24 | 66| D5 | 22| 42 |G
Hl .42 | 244 15 [ 85 |92 | op [ 16| 8¢ | 55| 28| 8¢ | 10 |H
I HotSpots n= 4 |
Interpretation
v Release Criteria CV < 10%: not passed
v Release Criteria HotSpok <4 not passed
If both interpretation criteria are fulfilled, the processor i working reliably,
If one or even both interpretation criteria are notfulfilled, the processor should be
chedced thoroughly and the testshould be repeated.
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