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1.

Alkalmazas célja

Az ellenérzé kit az On félautomata illetve automata ELISA késziilékének rendszeres ellendrzésére szolgal. Az ellendrzé kit a
pipettdzas, mosas, inkubacié és fotométeres mérés soran jelentkezd pontatlansdgok kumulativ hatasat mutatja ki, és ezaltal
az ELISA tesztek kifogastalan feldolgozasat biztositja. A félautomata ill. automata készulékek ellenérzéséhez mindig teljes
mikrotiterlemezt kell felhasznalni. Azokat az automatékat, melyek rutinszeriien tébb, mint egy lemezt dolgoznak fel, mindig
teljes mértékl kihasznaltsag mellett kell ellenérizni, vagyis a kétlemezes készulékeket kett, a haromlemezes készulékeket
harom lemez teljes lefuttatasaval kell ellendrizni.

A 98/79 EG, 1 paragrafus 3.1 Utmutatas el6irja két fliggetlen egészségugyi termék kombinacidja esetén az egylttes miikédés
bizonyitasat (ez esetben az ELISA processzorét és az ELISA tesztét). Az ellendrz6 kit ezt lehet6vé teszi az alkalmazé szamara.

A pipetta-ellen6rzé a mintaelosztéval ellatott ELISA automatak ellenérzésére szolgal. Ennek soran — mint egy péciens-
szérum — 1 + 100 aranyban kerul higitasra kék higitopufferrel, majd pipettazasra és ellenérzésre az automata altal. A pipetta-
ellenérzé a hasznalatra kész ellendérzé kit (EC 250.00) helyett alkalmazhat6. Ennek soran kérjuk, tartsa be az ellen6rzd kit
hasznélati Gtmutat6jaban foglaltakat.

A teszt miikodési elve

3.

Az ellendrz6-, illetve pipettazé kontrollban talalhaté antitestek immunkomplexet alkotnak egy immunkomplexnek a mikrotiter
lemezre rogzitett antigénjeivel. A meg nem kotétt immunglobulinokat a mosasi eljaras eltavolitja. Az emlitett immunkomplexhez
kotédik az enzimkonjugatum. A meg nem kotott immunglobulinokat a mosaési eljaras ismét eltavolitja. A szubsztratoldat (TMB)
hozzaadasa utan az enzim (peroxidaz) aktivitdsa egy kék szinanyagot képez, mely a fixalé (stop) oldat hozzadadasa utan sarga
szinlre valtozik. A mikrotiterlemez minden mélyedésébe a mellékelt kontrollszérumot kell pipettazni.

A csomag tartalma

3.1 Ellen6rzo kit

1 Mikrotiter lemez, mely 96, antigénnel bevont reakciomélyedésbdl all, liofilizalt

PBS mosdoldat (20x koncentralt) 50ml, pH 7,2, tartésitoszerrel és Tween 20

IgG tartalmu ellenérzékontroll, 15 ml, human szérum fehérjestabilizatorokkal és tartésitoszerrel, felhasznéalasra kész
IgG-konjugatum (anti-human), 2 x 11ml, (juh vagy kecske)-torma-peroxidaz konjugatum fehérjestabilizatorokkal és
tartésitoszerekkel, Tris pufferben, felhasznalasra kész

Tetrametil-benzidin — szubsztratoldat (3,3’,5,5’-TMB), 2 x 11ml, felhasznalasra kész

6. Citrat fixalo (stop) oldat, 6 ml, savkeverék

PN e

3.2 Pipetta-ellen6érzé készlet

1. 1 pipetta-ellenérzé, 2,8 ml, human szérum fehérjestabilizatorokkal és tartésitoszerrel
2.  PBS-higitopuffer (kék, hasznalatra kész), 2x50ml, pH 7,2, tartésitészerrel és Tween 20

4. A tesztkit és a felhasznaldsra kész reagensek tarolasa és eltarthatésaga
A tesztkitet 2-8°C kozott kell tarolni. Az egyes komponensek eltarthatésaga azok cimkéjén talalhato; a kit eltarthatésaga
tekintetében lasd a mindségi tanusitvanyt.
1. Afelhasznalasra kész konjugatum és a TMB oldat fényérzékenyek és igy ezeket sététben kell tarolni. Ha a
szubsztratoldatot fény éri és ennek kdvetkeztében elszinezddik, azt el kell dobni.
Anyag Allapot Tarolas Tartdssag
Kontrollok felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Mikrotiterlemez felbontas utan +2 es+8 kozott’("l':f\rolas a mellekelt 3 hénap
tasakban széritdszertasakkal)
Konjugatum felbontas utan +2 és +8°C kozott (fénytél védve) 3 hénap
Tetrarrgtlcl-g)e nzidin felbontas utan +2 és +8°C kozott (fénytél védve) 3 hénap
Leallitéoldat felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
Mosooldat felbontas utan +2 és +8°C kozott 3 hénap
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| Véghigitott (Hasznalatra kész) | +2 és +25°C kozott | 4 hét |

5. Ovintézkedések

Kontrollszérumkeént csak tesztelt és HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK és Hepatitis-B fellleti antigénekre negativ eredményt
mutatott szérum keril alkalmazéasra. Ennek ellenére valamennyi minta, higitott minta, konjugatum és mikrotitercsik
potencialisan fert6z6 anyagnak tekintendd, és ennek megfelelé 6vatossaggal kezelendd. A laboratériumi munkara
altalanosan vonatkozé szabalyok az iranyadok.

A tartdsitoszert tartalmazo komponensek, valamint a citrat fixalo (stop) oldat és a TMB irritaljak a bért, a szemet és a
nyalkahartyat. Az érintett testrészt foly6 vizzel azonnal le kell mosni, és szilkség esetén orvoshoz kell fordulni.

A keletkezett hulladékot az érintett orszag rendelkezéseinek megfelelésen kell tarolni és elhelyezni.

6. Tovabbi szilkséges anyagok (a csomag nem tartalmazza)

o gk wDN R

Desztillalt / ioncserélt viz

Papirkendék

Hulladéktarolé a fertézé anyagokhoz

ELISA pipettaz6 automata

Spektrofotométer mikrotiterlemezekhez 450/620 nm filterekkel (referenciahullam hossza 620-690nm)
Inkubatorszekrény

7. Avizsgalat elvégzése

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

7.1 Areagensek el6készitése
A felhasznalasra kész ellenérzékontrollok kizarélag a mindségi tanusitvanyban megadott lemez charge-zsal egydtt
alkalmazhatodk.

1.

Minden reagenst engedjen felmelegedni szobahémérsékletre; csak ezutan nyissa fel a tesztcsikokat tartalmazé
csomagot.

Minden folyékony komponenst jol razzon fel hasznalat el6tt.

A mosooldat-koncentratumot 1 I-re fel kell tolteni desztillalt vagy demineralizalt vizzel (ha a koncentratumban esetleg
kristalyképz&dés lathato, kérjik az oldatot higitas el6tt szobahé&mérsékletre melegiteni, és hasznalat elétt jol felrazni).

7.2 A VIROTECH ELISA vizsgalat elvégzése

© ® N A WD

N
©

Vizsgalati tételenként pipettdzzon 100 pl-t a hasznalatra kész érvényesitékontrollbdl mindegyik tregbe.

Ha a teljes automatak pipettazo eljarasan kivil a higitasi eljarast is vizsgalni kell, akkor a hasznalatra kész
érvényesitékontroll helyett a pipettazokontrollt (pl. 1+100 higitasu paciensszérum) kell hasznaini.

A reagensek kipipettazasa utan 30 perc 37°C-on torténd inkubacié kdvetkezik.

Az inkubaciods id6 lejarta utan mossa ki a mélyedéseket 4-szer 350-400 pl mosooldattal (mélyedésenként).
Minden mélyedésbe pipettazzon 100 pl felhasznalasra kész konjugatumot.

A konjugatum inkubécioja 30 percig, 37°C-on.

Az inkubacids id6 lejarta utan 4-szer mossa ki a mélyedéseket (Id. 3.pont).

Pipettazzon 100 pl felhasznalasra kész TMB szubsztratoldatot minden mélyedésbe.

Inkubalja a szubsztrat oldatot 30 percig 37°C-on (sOtétben).

Minden mélyedésbe pipettazzon 50 pl citrat fixalé (stop) oldatot, igy ledllitva a szubsztratreakciot.

Mérjen extinkciét 450/620 nm-en (referenciahullam hossza 620-690nm). A fotometrias mérést a fixalo (stop) oldat
hozzdadasa utan egy 6ran belll el kell végezni.

A teszt folyamaténak vézlatat Id. a 9. pontban|

Az extinkcios értékeknek megkdzelitéleg azonosaknak kell lenniiik és a minéségi tanusitvanyban megadott tartomanyba kell
esniuk.
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8. Avizsgalati eredmények kiértékelése

A felhasznalasra kész ellendérzékontroll az automata altal elvégzett Iépések, mint a pipettazas, az inkubacids id6, inkubacios
hémérséklet, mérés, mosasi folyamat, stb. kiértékelésére szolgal. A mddszer alkalmas ELISA teszt elvégzése soran el6fordulo
rendellenességek felderitésére.

A pipetta-ellenérzé a mintaelosztoval ellatott ELISA automatak ellenérzésére szolgal.

8.1 A teszt helyes miikodésének ellenérzése
OD-értékek
Az ellen6rzé- / pipetta-kontrollok OD-értékei a mindségi tanusitvanyban megadott OD-értékek felett kell, hogy legyenek.
Amennyiben a fenti feltételek nem teljesiinek, a tesztet meg kell ismételni.

8.2 A variacios koefficiens szamitasa
a) A variacios koefficienst mind a 96 OD-értékbdl kell szamitani. Ez az érték a standard deviacioé és a szamtani kdzépérték
hanyadanak 100-szorosa.

b) Ezek utdn azoknak a mélyedéseknek a szamat kell meghatarozni, melyek OD értékei tobb, mint 20%-al a szamtani
kozépérték felett vagy alatt vannal (hot spot analizis).

c) A kiértékelés megkonnyitésére a validacios készlethez / pipettazo kontrollhoz egy kiértékelGszoftver is rendelkezésre all
(Rendelési szam: S/250).

8.3 Az eredmeények interpretacidja

1. Amennyiben a kiszamitott variacios koefficiens a tanusitvanyban megadott érték alatt van, és a validaciés kontrolloknal
max. harom hot ppot, ill. a pipettaz6 kontrolloknal max. 6t hot spot jelentkezik, a készilék rendeltetésszertien mikodik.

2. Amennyiben a megallapitott variaciés koefficiens a minéségi tanusitvanyban megadott érték felett van, a tesztet meg kell
ismételni. Az eredmények megerésitése soran abbdl kell kiindulni, hogy a munkafolyamat legalabb egy Iépése nem
egyenletes modon kerdlt elvégzésre. A munkafolyamat valamennyi Iépését egyesével ellendrizni kell, vagy kapcsolatba
kell Iépni a gép karbantartasat végzé céggel.

3. Amennyiben a kiszamitott variaciés koefficiens a tanusitvanyban megadott érték alatt van, de a validacids kontrolloknal
tébb, mint harom hot spot, ill. a pipettazé kontrolloknal tdbb, mint 6t Hot Spot jelentkezik, ez szintén a készulék
pontatlansagara utal. Ha az eredmények megerdsitésére tovabbi tesztet végez és ennek soran a hot spotok ismét
ugyanazokon a helyeken jelennek meg, szisztematikus hiba all fenn (pl. a pipettahegy pontatlan pozicidja, a mos6
készilék helytelen miikddése vagy programozasi hiba).

4.  Azokat az automatakat, melyek rutinszer{ien tobb, mint egy lemezt dolgoznak fel, mindig teljes mértéki kihasznaltsag
mellett kell ellendrizni, vagyis a kétlemezes késziilékeket kettd, a haromlemezes késziilékeket harom lemez teljes
lefuttatasaval kell ellenérizni.

8.4 Példak
A kiértékelés jobb szemléltetése érdekében a fliggelékben két példat kdzlink.

9. Kiterjesztett alkalmazéas

A validacios készlet ELISA fél- és telijes automata késziilékek szobah&mérsékleten végzett inkubacié mellett torténd
ellendrzésére is alkalmas.
A vizsgalat elvégzése (7.2) ebben az esetben csak az inkubaciés hdmérsékletre és az inkubéacios idére nézve médositando:

Inkubécio a validacios kontrollal: 40 perc szobahémérsékleten
A konjugatumok inkubécidja: 40 perc szobahdémérsékleten
A TMB inkubécidja: 40 perc szobahdémérsékleten
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A kiértékelés a kiterjesztett alkalmazas soran is elvégezhetd a validacios készlet vagy a pipettazé kontroll kiértékeld
szoftverével. Ennek soran a 7.2 pontban leirtak szerint pontosan teljesiilnie kell a minéségi tanusitvanyban szerepld
kritériumoknak.
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10. A teszt folyamatanak vazlata

A mosooldat / pipettazé kontroll elokészitése

V Mosboldat: A koncentratumot higitsa fel 1 literre desztillalt vagy ioncserélt vizzel.
V Pipettazo kontroll: 10pl pipettazéd kontroll + 1000ul higitépuffer (1:101)

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 pl ellenérzékontroll
100 pl higitott pipettazo
kontroll

400 pl mosooldat

jol kicsepegtetni

100 pl konjugéatum
1gG

400 pl mosooldat

jol kicsepegtetni

100 pl szubsztrét

50 ul fixal6 (stop) oldat

évatosan razni

Fotométer 450/620 nm-en
(referenciahullam hossza 620-
690nm)
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11. Fuggelék

11.1 1. példa (validacios kontroll)
Ebben az esetben a validaciés kontroll hibas feldolgozasarol van szd. A variaciés koefficiens kisebb, mint 10% és egyetlen
OD-érték sincs >20%-al a szamitott szamtani kozépérték alatt vagy folott.

SWlWalidierungs kit
Interpretation Software for the Validationkit (E C250.00)

Ch-B: 10201 Procassor DEX
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0,519

0518

0,41

D2

0428

0SE
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D| ose
E
F
G
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0s5a

0541

0512

0,522

0so

0485

0524
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0sE
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0542

0425
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0505

n=

x=
&=

0,51
0@

min

043
057

Cy=

B2 %

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

\%

1 ? 3 4 H § ! i 3 10 11 12
Al-teg| sp | 26 [ 13 ]-15] 28| 36| 70| 82| 8¢ | -113] 52 |A
Bloa|es | an | 15 | os | 08 | 33| s | 85| -8 | -08] 42 |B
Cl st | 27| 36 | 3¢ |26 |04 | 43|42 ]|-s2]-68]-111]-62]|C
Dl 75 | 83 | 88 | 82 | ¢2 | 3p | 15 | 3¢ | -2 | -6 | 51 | -34 |D
El 28 | 120 | 78 |17 |23 | sp | 18 | 18 |38 | 8¢ | -2 | -03 |E
Fl-1¢g | 62 | 19 [ 83 | 8 | 72 | 10 | 08| 28| 2| 45| 22 |F
Gl 25 | s | 20 | 65 | 73| 62 | ¢¢ | 08 | 26| 13| 45| 22 |G
Hl ez | 2 | 03|75 | 72| 0| os | 6|36 -s[-m1]-08]|H

| Hat Spots n= 0 |
Interpretation
v Release Criteria CV < 10%: passed

Release Criteria HotSpok <4

If both interpretation criteria are fulfilled, the processor b working reliably,
If one or even both interpretation criteria are notfulfilled, the procassor should be
checked thoroughly and the testshould be repeated,
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10.2 2. példa (validacids kontroll)
Ebben az esetben a validaciés kontroll hibas feldolgozasardl van sz6 (VK >10% és 4 kiugrd érték). Amint az az analizisbdl
vilagosan lathato, a ,hot spot”-ok a mikrotiterlemez bal alsé sarkaban talalhatoak.

SWlakidierungskit
Interpretation Software for the Validationkit (E C250.00)

Ch-B.: 10201 Processor DEX

ODvaes

1 ? 3 4 $ 5 ! L] b 10 11 12
Al D43¢ | D535 | 0523 | 0516 | DS | D455 | 0,481 | D47« | 0,658 | D457 | 0452 | 042
Bloss2 | 05 | 0526 | 0517 | 051¢ | 005 | 0,450 | 0,487 | 0,655 | 0,57 | 0,454 | D88
Clogss |pse |05z | 05z | 0523 | 0510 | 0,50 | 0,435 | 0,6 | 0,475 | D483 | D418
Dl ose | 0sst | 086 | 0535 | 0531 | 0525 | 0,512 | 0,452 | 0,623 | 047 | 0,463 | 0,484
E
F
G

05z | o0& | 050 | 050 | 0585 | 0gs | 0,819 | D518 | 0,1 045 | 0&E
oz |04 | 00 | 0552 | 05a | 0ss | 0,512 | naw | 0,08 0,485 | D821
|0z= | o4m | 0,6 | 0sa | o=y | 051 | 0512 | 0512 | D5 0,485 | D824
Hl 0251 | 08 | 0 | 05 | 056 05 | 09% | 0502 | 052 0468 | D505

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

| V= 113 % |

T oM MmMo oo

&[B[a]a

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

Al-mz| o | o6 [ 32|06 |0] 18] 62| 6] -66]-86][-e0]A
Bl12¢ | 85 | 60 | 3¢ | 28 | 10 | 10| 26 [ 62| 65| 82| -an |B
Cle12 | 82 | 56 | 6¢ | ¢8| 2p | 05 | 3n | -ep | -50 | 8¢ | -4 |C
Dl 86 | 1o | t11p [ 72 | 62 | sp | 0% | 16| -3¢ | -26 | -7 | -12|D
El 6 | 142 | t0p| 88 |up| p| 232|232 |-42]|-3s]|-2¢]| 15 |E
Fl-¢42 | «p | 02 [ 106 ]| 28 | 82 | 358 | 16 | -0 | 24| 28| 2 |F
Gl.sg2 |m¢| -1p| 85 | 8¢ | 82 | 64 | 24 | 66| D5 | 22| 42 |G
Hl4az | 24| 15 | 85 | 32 [ sp [ 16| 8¢ [ s8] 22| -8¢ | 10 |H
| HotSpots n= 4 |
Interpratation
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 criferia are notfulfilled, the processor should be
chedked thoroughly and the testshould be repeated,
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