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1.

Cel zastosowania

Niniejszy zestaw do walidacji - test ELISA - stuzy do regularnego sprawdzania Panstwa pétautomatu lub automatu peinego
ELISA. Ma on na celu wskazanie skumulowanego efektu niedoktadnosci podczas pipetowania, ptukania, inkubowania i
mierzenia fotometrem oraz tym samym ma gwarantowac bezpieczenstwo bezbtednego przetworzenia wynikow testéw ELISA.
Do sprawdzania pétautomatéw lub automatéw petnych nalezy zawsze uzywaé catych mikroptytek. Automaty, ktére rutynowo
przetwarzajg wiecej niz jedng plytke, muszg by¢é zawsze oceniane przy petnym obcigzeniu, tzn. w przypadku urzgdzenia 2-
ptytkowego nalezy w jednym przebiegu przetwarzac¢ 2 ptytki, a w przypadku urzgdzenia 3-ptytkowego 3 ptytki.

Dyrektywa 98/79 WE Aneks 1, 3.1 wymaga zabezpieczenia dziatania kombinacji dwéch niezaleznych produktéw medycznych
(w tym przypadku Procesor ELISA oraz ELISA). Zestaw do walidaciji jest przystosowany do umozliwienia tego uzytkownikowi.
Komplet kontrolny pipetowania stuzy do sprawdzania petnych automatéw ELISA z rozdzielaczem prébek. Probka zostaje
rozcienczona - tak jak surowica pacjenta - 1 + 100 przez automat przy pomocy niebieskiego buforu do rozcienczania, jest
pipetowana i testowana. Kontrole pipetowania mozna stosowa¢ w miejsce gotowej do uzycia kontroli walidacji przy pomocy
zestawu do walidacji (EC 250.00). Prosze w tym przypadku zwréci¢ uwage na instrukcje roboczg dotgczong do zestawu do
walidacji.

Zasada badania

3.

Znajdujgce sie w kontroli walidacyjnej lub w kontroli pipetowania przeciwciata tworza razem z umieszczonym na mikroptytce
antygenem kompleks immunologiczny. Niezwigzane immunoglobuliny sa usuwane w procesach ptukania. Z kompleksem tym
faczy sie koniugat enzymu. Niezwigzane immunoglobuliny sg nastepnie usuwane w procesach ptukania. Po dodaniu roztworu
substratu (TMB) w wyniku aktywnosci enzyméw (peroksydaza) powstaje niebieski barwnik, ktory po dodaniu roztworu
zatrzymujgcego reakcje zabarwia sie na zétto. Do wszystkich dotkow mikroptytki dodawana jest za pomocg pipety zatgczona
surowica kontrolna.

Zawartos$¢ opakowania

3.1 Zestaw do walidacji

1. 1 mikroptytka, sktadajgca sie z 96 dotkéw optaszczonych antygenami, liofilizowana

2. roztwér do ptukania PBS (20x stezony) 50 ml, pH 7,2, zawierajgcy $rodki konserwujgce i Tween 20

3. 1gG kontrola walidacyjna, 15 ml, surowica ludzka ze stabilizatorami biatka i $rodkami konserwujacymi, gotowa do
uzycia

4. koniugat IgG (anty-human), 2 x 11 ml, koniugat (owczej lub koza) peroksydazy chrzanowej ze stabilizatorami biatka i
$rodkami konserwujacymi w buforze Tris, gotowy do uzycia

5. tetrametylobenzydyna - roztwér substratu (3,3’,5,5’-TMB), 2 x 11ml, gotowy do uzycia

6. roztwér zatrzymujacy reakcje na bazie cytrynianu, 6 ml, zawiera mieszanke kwasow

3.2 Komplet kontrolny pipetowania

1. 1kontrola pipetowania, 2,8 ml, surowica ludzka ze stabilizatorami biatka i $rodek konserwujgcy
2. bufor do rozcienczania PBS (niebieski, gotowy do uzycia), 2x50ml, pH 7,2, zawierajgcy $rodki konserwujace i

Tween 20
4. Przechowywanie i okres trwatosci zestawu testowego oraz gotowych do uzycia odczynnikéw
Zestaw testowy przechowywaé w temperaturze 2-8°C. Okres trwatos$ci poszczegdlnych komponentéw jest zaznaczony na
odpowiedniej etykiecie, okres trwatosci zestawu patrz certyfikat kontroli jakosci.
1. Gotowy do uzycia koniugat oraz roztwoér substratu TMB sg wrazliwe na $wiatto i musza by¢ przechowywane w ciemnosci.
Jezeli po dostaniu sie swiatta dojdzie do zabarwienia roztworu substratu, nalezy go wyrzucic.
Materiat Stan Przechowywanie Trwatosé
Kontrole po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce
Ptytka mikrotitracyjna po otwarciu +2do +8. (przechowywanie w 3 miesigce
dostarczonej torebce z osuszaczem)
Koniugat po otwarciu +2 do +8°C (chronigc przed $wiattem) 3 miesigce
Tetramegl&%e)nzydyna po otwarciu +2 do +8°C (chronigc przed swiattem) 3 miesigce
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Roztwo:ezaakt‘r:jzgmwacy po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce

po otwarciu +2 do +8°C 3 miesigce

Roztwér do ptukania po ostatecznym rozcienczeniu +2 do +25°C 4 tygodnie
(gotowy do uzycia)

5.  Srodki ostroznosci

1. Jako surowica kontrolna stosowana jest tylko taka surowica, ktéra byta przebadana i uzyskata wynik negatywny na
przeciwciata przeciw HIV1, HIV2, HCV i antygen powierzchniowy wirusa Hepatitis B. Kontrole, koniugat i mikropaski do
miareczkowania nalezy mimo to traktowa¢ jako materiat potencjalnie zakazny i obchodzi¢ sie z nimi odpowiednio
ostroznie. Obowigzujg odpowiednie wytyczne dotyczace prac laboratoryjnych.

2. Komponenty zawierajgce srodki konserwujace, jak réwniez roztwor zatrzymujacy reakcje na bazie cytrynianu i TMB
podrazniajg skore, oczy i btony sluzowe. W przypadku kontaktu nalezy natychmiast przemy¢ dane miejsca ciata biezacg
wod3 i ewentualnie poj$¢ do lekarza.

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

6. Materialy dodatkowo potrzebne (niezalagczone w zestawie)

woda destylowana/demin.

chusty z masy celulozowe;j

pojemnik do usuwania materiatéw zakaznych

Automat do pipetowania ELISA

spektrofotometr do odczytu mikroptytek z filtrem 450/620nm (referencyjna dtugosc¢ fali 620-690nm)
inkubator

S o

7. Przeprowadzenie badania

Doktadne przestrzeganie przepiséw roboczych VIROTECH Diagnostics jest warunkiem uzyskania prawidtowych wynikow.

7.1 Przygotowanie odczynnikéw
Gotowg do uzycia kontrole walidacyjng nalezy stosowac wytgcznie z szarzg ptytek podang w certyfikacie kontroli
jakosciowe;j.

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

2. Wszystkie ptynne komponenty nalezy dobrze wymieszac przed uzyciem.

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

7.2 Przeprowadzenie testu VIROTECH ELISA

1. Najedng probe odpipetowaé po 100ul gotowej do uzycia kontroli walidacyjnej do wszystkich dotkdw.

Jesli dodatkowo ma by¢ sprawdzona procedura pipetowania petnego automatu, zamiast gotowej do uzycia kontroli
walidacyjnej nalezy zastosowac kontrole pipetowania, rozcienczong jak surowica pacjenta 1 + 100.

Po pipetowaniu nastepuje inkubacja przez 30 minut w temperaturze 37°C.

Zakonczenie okresu inkubacji poprzez 4-krotne ptukanie, kazdorazowo po 350-400 ul roztworu do ptukania na dotek.
Dodac¢ pipetami 100ul gotowego do uzycia koniugatu do wszystkich dotkow.

Inkubacja koniugatu: 30 minut w temperaturze 37°C.

Zakonczenie inkubacji z koniugatem poprzez 4-krotne ptukanie (patrz pkt 3).

Dodaé¢ pipetami 100ul gotowego do uzycia roztworu substratu TMB do kazdego dotka.

Inkubacja roztworu substratu: 30 minut w temperaturze 37°C (inkubacja w ciemnosci).

Zatrzymanie reakcji substratu: do wszystkich dotkéw doda¢ pipetami po 504 roztworu zatrzymujacego reakcje na
bazie cytrynianu.

© ® N UA WD
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10. Dokona¢ pomiaru ekstynkcji przy 450/620nm (referencyjna dtugosc¢ fali 620-690nm). Pomiar fotometryczny powinien
by¢ przeprowadzony w ciggu godziny po dodaniu roztworu zatrzymujgcego reakcje.

Schemat przebiegu badania patrz strona 6

Ekstynkcje powinny by¢ w przyblizeniu takie same i znajdowac sie w zakresie podanym w certyfikacie.

8. Ocenawynikéw badania

Gotowa do uzycia kontrola walidacyjna stuzy do oceny procesu pipetowania oraz wszystkich innych etapéw roboczych, takich
jak temperatura inkubacji, czas inkubacji, pomiar, proces ptukania etc. w automacie. Metoda ta nadaje sie do wykrycia
nieprawidtowosci w przetwarzaniu testu ELISA.

Kontrola pipetowania stuzy do sprawdzania petnych automatow ELISA zawierajgcych rozdzielacz prébek.

8.1 Kontrola badania
Wartosci OD (gestosci optycznej)
Wartosci OD kontroli walidacyjnej /lub kontroli pipetowania/ powinny znajdowac¢ si¢ powyzej wartosci OD podanych w
certyfikacie kontroli jakosci.
Jezeli wymaganie to nie jest spetnione, nalezy powtorzy¢ test.

8.2 Obliczenie wspoétczynnika zmiennosci
a) ze wszystkich 96 wartosci OD obliczany jest wspotczynnik zmiennosci. Wynika on ze wspotczynnika odchylenia
standardowego oraz arytmetycznej wartosci sredniej pomnozonej przez 100.

b) Ustalana jest ilos¢ dotkdw z takimi wartosciami OD, ktdre sg o wiecej niz 20% powyzej lub ponizej arytmetycznej wartosci
Sredniej (analiza Hot Spot).

c) W celu utatwienia oceny oferowane jest oprogramowanie do oceny do zestawu do walidacji / do kontroli pipetowania (nr
zamoéwienia S/250).

8.3 Interpretacja wynikow

1.  Jezeli obliczony wspoiczynnik zmiennosci znajduje sie ponizej wartosci podanej w certyfikacie i jezeli podczas kontroli
walidacji byty znalezione najwyzej trzy tzw. hot spots lub podczas kontroli pipetowania najwyzej pie¢ tzw. hot spots, to
urzadzenie dziata prawidtowo.

2. Jezeli obliczony wspétczynnik zmiennosci jest wigkszy niz ten podany w certyfikacie kontroli jakosci, nalezy powtorzyé
test. Przy potwierdzaniu wyniku nalezy wyj$¢ z zatozenia, ze przynajmniej jeden z etapow roboczych przebiegat
nierdwnomiernie. Wszystkie poszczegdlne etapy robocze powinny by¢ sprawdzone lub nalezy skontaktowac sie z firmg
konserwatorska.

3. Jezeli obliczony wspétczynnik zmiennos$ci znajduje sig ponizej wartosci podanej w certyfikacie, ale byly znalezione
powyzej trzy tzw. hot spots (kontrola walidacji) lub pie¢ tzw. hot spots (kontrola pipetowania), to wskazuje to réwniez na
niedoktadnos$¢ urzadzenia. Jezeli do potwierdzenia bedzie przeprowadzony kolejny test i bedzie stwierdzone, ze tzw. hot
spots ponownie wystepujg w tym samym miejscu, to wystepuje btad systematyczny (np. pozycja igty pipetujacej jest
niedoktadna, urzagdzenie ptuczace nie pracuje prawidtowo lub istnieje btad programowania).

4.  Automaty, ktore rutynowo przetwarzajg wiecej niz jedng ptytke muszg byé zawsze oceniane przy petnym obcigzeniu, tzn.
w przypadku urzadzenia 2-ptytkowego nalezy w jednym przebiegu przetwarza¢ 2 ptytki, a w przypadku urzadzenia 3-
ptytkowego 3 plytki.

8.4 Przyktady
W celu lepszego wyjasnienia oceny w aneksie przedstawiono dwa przykfady.

9. Rozszerzone zastosowanie

Zestaw do walidacji mozna réwniez stosowaé do sprawdzania pétautomatéw i automatéw petnych do testéw ELISA z inkubacjg
w temperaturze pokojowe;j.
Przeprowadzenie testu (7.2) nalezy przy tym zmodyfikowa¢ tylko odnosnie temperatury inkubacji i czaséw inkubaciji.
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Inkubacja kontroli walidacji: 40 minut w temperaturze pokojowej
Inkubacja koniugatu: 40 minut w temperaturze pokojowej
Inkubacja TMB: 40 minut w temperaturze pokojowej

Ocena moze byc¢ takze w rozszerzonym zastosowaniu wykonana za pomocg oprogramowania do oceny zestawu do walidaciji
lub kontroli pipetowania. Muszg by¢ przy tym spetnione kryteria certyfikatu kontroli jakosci, doktadnie jak w przypadku
przetwarzania zgodnie z punktem 7.2.
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10. Schemat przebiegu badania

Przygotowanie roztworu do ptukania / kontroli pipetowania

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

V Kontrola pipetowania: 10ul kontroli pipetowania + 1000ul buforu do
rozcienczania (1:101)

Przeprowadzenie badania

Inkubacja probek 30 minut w temp. 37°C 100 pl kontroli do walidacji
100 pl rozcienczonej
kontroli pipetowania

4 x ptukanie 400 pl roztworu do ptukania
dobrze wytrzasngé

Inkubacja 30 minut w temp. 37°C 100 pl koniugatu
koniugatu I9G
4 x ptukanie 400 pl roztworu do ptukania

dobrze wytrzasngc¢
Inkubacja substratu 30 minut w temp. 37°C 100 pl substratu
Zatrzymanie 50 pl roztworu do

zatrzymania reakcji
ostroznie wstrzasngé

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

11.1 Przykiad 1 (kontrola walidacji)
W tym przypadku wystepuje bezbtedne przetworzenie z kontrolg walidacji. Wspotczynnik zmiennosci jest mniejszy o 10% i nie
wystepujg wartosci gestosci optycznej OD >20% powyzej lub ponizej obliczonej arytmetycznej wartosci srednie;j.

SWlalidierungskt
Interpretation Software for the Validationkat (E C250.00)
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4

!

10

053

053

0516

osm

0,455

0,451

0,474

0,58

D45t

0,452

0543

052

0517

051¢

0S5

0,450

0,637

0,655

D457

0,454

056

05z

05z

058

0510

0,0

D415

D+53

0472

055t

0 555

05%

0531

052

0482

0,623

D4t

0,463

0,484

oS

0550

05

05

053

0,519

0519

0,51

0422

o0sE

0504

0ge2

osa

0545

osn

0,85

D4

0,485

0521

040

054

o0sa

051

0,512

0512

0,522

0So

0,485

0524

0,0

081

05«

0s5a

0,558

0542

0,52

0,495

0,458

T GMMmMooOm>X>>

0505

n=

x=
s=

0,51
0

min

043
057

cv

62 %

Hot Spot Analysis (relstive deviationto the average value >20 resp. <-20)in %
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1 ? 3 4 § 6 ! i 3 10 11 12
Al-teg| sp | 26 [ 13 |-15] 20| 36| 70| 82| -8¢ | -113] 52 |A
Blwa|es | an | 15| o5 | 08| 33| s | 85| 8¢ | -8 ] 42 |B
Cl st | 77| 36 | 3¢ |26 |04 | 13| -48|-s2]|-68]-111]-62]|C
Dl 35 | 83 | 85 | 82 | ¢2 | 3ap | 15 | 3¢ | 62 | e | 810 | -34 |D
El 28 | 124 | 72 | 77 | 23| sp | 18| 18| -38| 54 | <42 | 03 |E
Fl-te2 ]| %2 | 14 [ 83 | s | 22 | 10 | 08 | 28| -¢2 | -5 | 22 |F
Gl 25 | sg | 20 | 66 | 73| 62 | ¢¢ | 08 | 26| 13| 45| 22 |G
Hl sg | 62 |03 |75 |72 | 0| os|6¢|368]-s[-m01]-00]|H

| Hat Spots n= 1] |
Interpretation

v Releage Criteria CV < 10%:
v Release Criteria HotSpok <4 pas

passed

i)

If both interpretation criteria are fulfilled, the processor & working reliably,

If one or even both interpretation criteria are notfulfilled, the procassor should be

chedked thoroughly and the testshould be repeated,
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11.2 Przykiad 2 (kontrola walidacji)
W tym przypadku wystepuje btedne przetworzenie z kontrolg walidacji (wspoétczynnik zmiennosci >10% oraz 4 wartosci
nietypowe). Jak widoczne jest w analizie, te warto$ci nietypowe znajdujg sie w lewym dolnym rogu mikroptytki.

SWVlalidierungskit
Interpretation Software for the Validationkat (E C250.00)
Ch-B: 10201 Processor DEX
ODvaues
1 2 3 4 § § 4 f 3 10 11 12
Al o | 0ss | 0523 | 0516 | 052 | 0,488 [ 0,81 | 0474 | 0,68 | 0457 | 0482 | 00 |A
Bloss2 | nsa | 0526 | 0517 | 0s1e | 0505 | 0,080 | 0t | 0,65 | oust | 048 | 028 |B
Closss | 05w |05z [ 05z |05z | 050 | 0,40 | 0485 | 0,60 | 0475 | D43 | D08 [C
D|ose | g5 | 0556 | 0535 | 0531 | 0525 | par2 | 082 | 0,623 | o487 | 0483 | D8 |0
E|losn | o1 | 05 | 05w | 0885 | 05 | 0,618 | 0519 | 0,01 | D422 | 042 | D&E [E
Flozs | o0 | 0504 | 0852 | 056 | 055 | 0,512 | oA | 0,688 | D422 | 0485 | D821 [F
G|ozm | 0ym | 0456 | 056 | 0wy | 0s¢ | 0532 | 0512 | 0522 | ogm | 0485 | Dg2e |G
H| ozs1 | oare | 0 | 05@ | 058Y 05 | 0,65 | 056z | 0.5 | 0485 | nese | og0s |H
n= 95 X= 080 min 023
s= 006 max 057
| Cv= 113 % |
Hot Spot Analysis (relstive devistionto the average valuz 20 resp. <-20)in %

1 ? 3 4 § § 4 b 3 10 11 12
Al-oz| ap [ o6 [ 32 |06 |0 [ 13 ] 62| 66| 68| 86 [ -en |A
Bl12¢ | 86 | sn [ 3¢ [ 28 [ 10| 14| 26| 68| 65 | 82 | -3n |B
Cle12 | 82 | 55 | 6¢ | ¢8| 2p | 05 | ap | -ep | -50 | 8¢ | -4 |C
Dl s6 | e [ t1p| 72 | 62| sp | 06 | 46| -3¢ 26| -7 | -12 |0
El ¢6 | 142 | t0p | 88 |sp | 2p | 328|232 |12 3| 2+ | 15 |E
Fles2 | +p | 02 [ 104 | 28 | 82 | 35 | 14 | -10 | 24 | 28 | «2 |F
Gl.sg2 || 1p | 85 | 86 | B2 | 64 [ 24 | ¢ | 05| 22| 2 |G
Hl @z [ 244 15 | 95 |82 | op | ne]| 8¢ |ss]|-28] 8¢[ 10]H
| HotSpots n= 4 |

Interpretation
v Release Criteria CV < 10%: not passed
v Release Criteria HotSpok <4 not passed
If both interpretation criteria are fulfillzd, the processor i working reliably,
If one or even both interpretation criferia are notfulfilled, the processor should be
checked thoroughly and the testshould be repeated,
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