DIRG ()

DRG"® Epstein-Barr Virus (EBV) - [VCA] IgG (EIA-3475)

Revised 24 Apr. 2012 rm (Vers. 8.1) R[.'Ol in the USA

Zastosowanie

Zestaw DRG Epstein Barr Virus (VCA) zapewnia materiaty do pomiaru przeciwciat Epstein Barr (VCA)

w klasie 1gG w surowicy.
Zasada Metody

Zestaw DRG Epstein Barr Virus (VCA) IgG ELISA Kit jest testem immunosorbcyjnym fazy statej (ELISA).

Mikrostudzienki jako faza stata sg optaszczone nieaktywnymi antygenami wirusa Epstein Barr (VCA).

Rozciericzone prébki oraz gotowe do uzycia kontrole sg pipetowane do studzienek . Podczas
inkubacji specyficzne przeciwciata wirusa Epsteina-Barr (VCA ) w prébkach i kontrolach sg wigzane
do unieruchomionych antygenodw .

Po etapie przemywania , w ktdrym usuwane sg niezwigzane materiaty probki i kontroli peroksydaza
chrzanowa sprzezona z ludzkim przeciwciatem IgG sg dodawane do studzienek. Podczas drugiej
inkubacji te koniugaty anty -1gG wigzg sie specyficznie

z przeciwciatami IgG powodujgc powstawanie komplekséw immunologicznych sprzezonych z
enzymem.

Po drugi etapie ptukania w celu usuniecia niezwigzanego koniugatu utworzone kompleksy
immunologiczne (w przypadku wysokich wynikow ) sg wykrywane przez inkubacje z substratem
TMB i rozwinieciem niebieskiego koloru. Niebieski kolor zamienia sie w 26ty , poprzez zatrzymanie
reakcji enzymatycznej za pomocg kwasu siarkowego.

Intensywnos$é tego zabarwienia jest wprost proporcjonalna do ilosci specyficznych przeciwciat
wirusa Epsteina- Barr (VCA ) w prdébce. Absorbancja przy 450 nm jest odczytywana przy

zastosowaniu czytnika mikroptytek ELISA.
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Ostrzezenia i Srodki ostroznosci:

e Niniejszy zestaw przeznaczony jest wytgcznie do zastosowania diagnostycznego w warunkach

in vitro.

e Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy uwaznie przeczytaé instrukcje obstugi. Nalezy
postugiwac sie aktualng wersjg ulotki informacyjnej, dotgczong do zestawu. Nalezy upewnic

sie, ze wszystko jest zrozumiate.

e Wszystkie odczynniki niniejszego zestawu testowego, ktére zawierajg ludzka surowice lub
osocze, przebadano z wynikiem ujemnym na obecnos$é¢ HIV I/Il, antygenu HBs i HCV
procedurami zatwierdzonymi przez FDA. Mimo tego, wszystkie odczynniki nalezy traktowad

jako potencjalnie zakazne podczas pracy oraz utylizacji.

e Unika¢ kontaktu z Roztworem Stopujgcym zawierajgcym 0,2 mol/L H2.SO4. Moze powodowad

podraznienia i poparzenia skory.

e TMB ma draznigcy wptyw na skore i btony sluzowe. W przypadku ewentualnego kontaktu,
przemy¢ oczy obfitg ilosci wody i skére mydtem z duzg iloscig wody. Umy¢ zanieczyszczone
przedmioty przed ich uzyciem. W przypadku wdychania, wyprowadzi¢ osobe na swieze

powietrze.

e Mikroptytka zawiera tamane paski. Niewykorzystane paski ze studzienkami muszg by¢
przechowywane w temperaturze 2B do 8EC, w szczelnie zamknietej torebce foliowej. Nalezy

je stosowac w ramce zawartej w zestawie.

e Prébkiiodczynnikizestawu nalezy pipetowac jak najszybciej, w tej samej kolejnosci w kazdym

etapie oznaczenia.
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e Nalezy uzywac jednego pojemnika tylko dla pojedynczego odczynnika. To szczegdlnie dotyczy
pojemnika na substrat. Postugiwanie sie pojemnikiem do odmierzania roztworu substratu,
ktory wczesniej wykorzystywano do roztworu sprzezonego, moze prowadzié¢ do wystgpienia
zabarwienia roztworu. Nie wlewac¢ odczynnikéw z powrotem do fiolek, gdyz moze dojs¢ do

zanieczyszczenia odczynnikow.

e Nalezy dobrze wymiesza¢ zawartos¢ mikroptytki , aby zagwarantowac uzyskanie dobrych

wynikéw oznaczenia. Nie stosowaé ponownie raz uzytych studzienek.

e Podczas oznaczenia nie wolno dopusci¢ do wyschniecia studzienek odczynniki nalezy

dodawac bezposrednio po zakoriczeniu etapédw wymywania.

e Przed rozpoczeciem oznaczenia nalezy pozostawié odczynniki, aby osiggnety temperature
pokojowag (212 - 262C). Temperatura wptywa na odczyt absorbancji, natomiast nie ma wptywu

na wyniki oznaczen prébek pacjentéw.

e Nigdy nie pipetowac¢ ustami i unika¢ kontaktu odczynnikéw i probek ze skérg i btonami

Sluzowymi.

e Nie pali¢, nie jes¢, nie pic¢ i nie stosowaé kosmetykdw w miejscach, gdzie stosuje sie probki i

odczynniki zestawu.

e Przy postugiwaniu sie prébkami i odczynnikami stosowac jednorazowe rekawiczki lateksowe.
Zanieczyszczenie odczynnikdow lub probek drobnoustrojami moze prowadzi¢ do uzyskania

fatszywych wynikow.

e Prdébkami i odczynnikami nalezy postugiwaé sie zgodnie z procedurami okreslonymi w
odpowiednich  krajowych wytycznych i regulacjach dotyczacych bezpieczenstwa

biologicznego.
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e Nie stosowac¢ odczynnikéw po uptywie terminu waznosci podanego na etykietach zestawu.

e Nalezy przestrzega¢ wszystkich objetosci podanych w protokole. Optymalne wyniki

oznaczenia mozna uzyskac tylko przy stosowaniu kalibrowanych pipet.

e Nie miesza¢ i nie stosowac elementéw zestawdw o réznych numerach serii. Zaleca sie nie
wymienianie zagtebien z réznych ptytek nawet w obrebie tej samej serii. Zestawy mogg by¢
transportowane lub przechowywane w réznych warunkach i charakterystyki wigzania ptytek

moga sie nieznacznie rdéznic.

e Substancje chemiczne i przygotowane lub stosowane nalezy traktowac odczynniki jak
niebezpieczne odpadki, zgodnie z krajowymi wytycznymi lub regulacjami dotyczgacymi

bezpieczenstwa biologicznego.

e Informacje dotyczace niebezpiecznych substancji zawartych w zestawie mozna znalez¢ w

Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpiecznej. Karty Charakterystyki Substancji

Elementy Zestawu

1. Mikrostudzienki, 12x8 (odtamywane) paski, 96 studzienek;
Studzienki optaszczone nieaktywnym antygenem wirusa Epstein Barr

(dodatkowo 1 ramka i 1 folia do przykrycia ptytki)

2. Rozcienczalnik Prébki*, 1 fiolka, 100 mL, gotowy do uzycia;

Z6tty kolor, pH 7,2 +/- 0,2
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3. Kontrola Wysoka*, 1 fiolka, 1 mL, gotowa do uzycia

Kolor z6tty, czerwona nakretka

4. Kontrola Niska*, 1 fiolka, 2 mL, gotowa do uzycia

Kolor z6tty, z6tta nakretka

5. Kalibrator*, 1 fiolka, 2 mL, gotowa do uzycia

Kolor z6tty, czarna nakretka

6. Konjugat Enzymu*, 1 fiolka,20 mL, gotowy do uzycia;
Kolor czerwony

Przeciwciato ludzkiego IgG sprzezone z peroksydazg chrzanowg

7. Roztwor Substratu, 1 fiolka; 14 mL; gotowy do uzycia

Tetrametylbenzydyna (TMB)

8. Roztwor Stopujgcy, 1 fiolka, 14 mL, gotowy do uzycia,
Zawiera 0,2 mol/L H,SO4

Unikac¢ kontaktu z R-rem Stopujgcym. Moze powodowac podraznienia i poparzenia skory.
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9. Roztwér Ptuczqcy*, 1 fiolka, 30 mL (stezony 20x dla 600ml), pH 6,5+/- 0,1

Patrz Przygotowanie Odczynnikéw

* Konserwanty nie zawierajg rteci

Materiaty Niezbedne, Nie Zawarte w Zestawie

e Skalibrowany czytnik ptytek (450/620+10 nm)

e Kalibrowane nastawne precyzyjne mikropipety.
e Inkubator37C

e Manualny lub automatyczny sprzet do ptukania
e Vortex lub mieszadto

e Dejonizowana lub (Swiezo) destylowana woda
e Stoper

e Bibuta.
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Warunki Przechowywania

Nieotwarte odczynniki, przechowywane w temperaturze 2 °C do 8 °C., zachowujg reaktywnos¢ do
uptywu terminu waznosci. Nie stosowac odczynnikéw po tej dacie.

Otwarte odczynniki muszg by¢ przechowywane w temperaturze 2 °C do 8 °C Studzienki muszg by¢
przechowywane w temperaturze 2 °C do 8 °C. Po otwarciu torebki foliowej nalezy uwaznie zamkng¢
ja szczelnie ponownie.

Otwarte zestawy zachowujg aktywnos$é przez 2 miesigce, jezeli sy przechowywane w wyzej opisanych

warunkach.
Przygotowanie Odczynnikéw
Doprowadzi¢ odczynniki i wymagang ilos¢ paskéw do temperatury pokojowej przed uzyciem

Roztwor Ptuczacy

Rozciericzyé Roztwor Ptuczaey 1+19 (np. 10 mL + 190 mL) swiezg i wolng od bakterii destylowana

wodg. Rozciericzony Roztwor Ptuczacy ma pH 7,2 +/- 0,2.

Zuzycie: ~ 5 mL na oznaczenie

Krysztaty w roztworze zanikajg poprzez ogrzanie do temperatury 37 C w kapieli wodnej. Upewnic sie,

ze krysztaty catkowicie sie rozpuscity przed uzyciem.

Rozcieiczony Roztwér Ptuczgcy jest stabilny przez 4 tygodnie w 2 °C do 8 °C.
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Utylizacja zestawu

Zestaw nalezy wyrzucac zgodnie z krajowymi przepisami prawnymi. Specjalne informacje dotyczace

niniejszego produktu zawarte sg w Karcie Charakterystyki Substancji Niebezpieczne;j.

Uszkodzone zestawy

W przypadku kazdego powaznego uszkodzenia zestawu testowego lub jego elementéw nalezy
poinformowacd o tym pisemnie DRG®, nie pdzniej niz jeden tydzien po otrzymaniu zestawu. Nie nalezy
w oznaczeniu stosowaé powaznie uszkodzonych pojedynczych elementow zestawu. Nalezy je
przechowywaé do momentu uzgodnienia ostatecznego rozwigzania. Nastepnie nalezy sie ich pozby¢

zgodnie z obowigzujgcymi przepisami prawnymi.

Materiat badany
W oznaczeniu mozna stosowacd prébki surowicy.
Nie uzywac prébek z silng hemoliza, zéttaczkowych ani lipemicznych.

Surowica:

Pobrac krew z zyty (np. przy uzyciu Sarstedt Monovette nr 02.1388.001), pozostawi¢ do wytworzenia
skrzepu i oddzieli¢ surowice przez wirowanie w temperaturze pokojowej. Nie wirowa¢ probek przed
wytworzeniem skrzepu. U pacjentdw otrzymujgcych leki przeciwkrzepliwe czas powstawania skrzepu

moze by¢ wydtuzony.
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Przechowywanie i preparatyka prébek

Probki nalezy zamkng¢ korkiem i mozna je przechowywac przed oznaczeniem przez maksymalnie 24
godziny w temperaturze 2 - 82C. Prébki przechowywane przez dtuzszy czas przed oznaczeniem nalezy
zamrozié, jednorazowo, w temperaturze - 202C. Rozmrozone prébki przed oznaczeniem nalezy

kilkakrotnie odwraocic

Rozcienczenie Probek
Przed oznaczeniem rozcienczy¢ kazdg préobke 1+100 za pomocg Rozciericzalnika Probek

Np. 10 ulL prébki + 1 mL Rozciericzalnika Prébki, dobrze wymieszaé, pozostawi¢ na 15 minut, dobrze

wymieszad.

Uwaga: Kontrole sg gotowe do uzycia i nie muszg by¢ rozcienczane.
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Procedura Oznaczenia

Ogdlne uwagi

Przed uzyciem wszystkie odczynniki i prébki nalezy pozostawié¢ do osiggniecia temperatury
pokojowej. Wszystkie odczynniki nalezy wymieszac bez wytwarzania piany.

Po rozpoczeciu oznaczenia wszystkie jego etapy nalezy wykonywac bez przerw.

Dla unikniecia zanieczyszczenia krzyzowego, nalezy stosowac nowe jednorazowe plastikowe

koncéwki pipet do pipetowania kazdego standardu, kontroli i prébki.

Absorbancja jest funkcjg czasu inkubacji i temperatury. Przed rozpoczeciem oznaczenia zaleca
sie przygotowanie wszystkich odczynnikow, zdjecie korkéw, umieszczenie wszystkich
potrzebnych zagtebien w statywie, itp. Dzieki temu kazdy etap pipetowania zajmie taka samg

ilos¢ czasu i nie bedzie pomiedzy nimi zadnych przerw.

Zgodnie z ogdlng zasadgy, reakcja enzymatyczna jest liniowo proporcjonalna do czasu i
temperatury.

Zamknac szczelnie fiolki po uzyciu odczynnika, aby unikng¢ zanieczyszczenia

Aby unikna¢ skazenia krzyzowego i fatszywie podwyzszonych wynikdéw pipetowaé prébki i

konjugat bez rozpryskiwania wprost do dna probdéwek

Podczas inkubacji przykry¢ ptytke folig aby zapobiec wyparowaniu.
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Procedura testu

Przed rozpoczeciem testu, rozcieiczy¢ Roztwér Ptuczacy, przygotowac probki, jak opisano w pkt 5.3,
wymiesza¢ dobrze przez pipetowaniem i ustali¢ plan dystrybucji i identyfikacji dostarczony w
zestawie dla wszystkich prébek i kontroli. Wybraé odpowiednia liczbe paskéw lub studzienek i

umiescic¢ je w ramce.

Prosze przeznaczy¢ co najmnie;j:

1 studzienke (np. A1) dla prébki slepej
1 studzienke (np. B1) dla Kontroli Niskiej
2 studzienki ( np. C1i D1) dla Kalibratora

1 studzienke (np. E1) dla Kontroli Wysokiej

Od uzytkownika zalezy czy kontrole i prébki bedg oznaczane w duplikacie.

1. Dodaé:
100 ulL Kontroli Niskiej do B1
100 ul Kalibratora doCliD1

100 ul Kontroli Wysokiej doE1

100 ul kazdej rozcienczonej prébki z nowa koncéwka do odpowiednich studzienek.
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Zostawic¢ A1l na $lepy substrat!

2. Przykry¢ studzienki folig. Inkubowa¢ 60 minut w 37 °C.
3. Energicznie wytrzgsngé zawartos¢ studzienek.

Ptukac studzienki 5 x Roztworem Ptuczgcym ( 300 ul na studzienke). Uderzy¢ ptytkg mocno

o papier pochtaniajacy aby usung¢ zalegajace kropelki.

Wazna uwaga: Na Czuto$é i precyzje oznaczenia ma wptyw poprawne wykonanie etapu

ptukania!
4. Doda¢ 100 mL Konjugatu Enzymu do wszystkich studzienek oprécz Al.
5. Inkubowac przez 30 minut w temperaturze pokojowej (20 °C do 25 °C).
Nie wystawia¢ na bezposrednie dziatanie promieni stonecznych.
6. Energicznie wytrzgsng¢ zawartosc studzienek

Ptukac studzienki 5 x Roztworem Ptuczgcym ( 300 ul na studzienke). Uderzy¢ ptytkg mocno

o papier pochtaniajacy aby usung¢ zalegajace kropelki.
7. Dodac 100 uL Roztworu Substratu do wszystkich studzienek.
8. Inkubowac doktadnie 15 minut w temperaturze pokojowej (20 °C do 25 °C) w ciemnosci.

9. Zatrzymac reakcje enzymatyczng poprzez dodanie 100 uL Roztworu Stopujacego do kazdej

studzienki.

Kolor niebieski jaki rozwingt sie podczas inkubacji zmienia sie na zétty
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Uwaga: Probki o wysokiej zawartosci parametru mogg powodowac ciemne precypitaty

chromogenu!

10. Odczytac gestos¢ optyczng przy 450/620 nm przy uzyciu czytnika ptytek w ciggu 30 minut od

dodania Roztworu Stopujgcego.

Pomiar
Wyzerowac czytnik ELISA wzgledem $lepego substratu w studzience Al.

Jezeli z powoddéw technicznych nie mozina wyzerowaé czytnika przy uzyciu slepego substratu w
studzience Al, nalezy odjg¢ wartos¢ absorbancji studzienki A1 od innych zmierzonych wartosci

absorbancji w celu uzyskania wiarygodnych wynikow!

Pomiar absorbancji wszystkich studzienek przy 450 nm i odnotowac wartosci dla kazdej kontroli i

probki w schemacie dystrybucji identyfikacji.

Zalecany jest podwdjny odczyt przy uzyciu fali referencyjnej 620 nm.

Obliczy¢ srednie wartosci absorbancji wszystkich duplikatow.
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Obliczenia
Srednia wartoé¢ absorbancji Kalibratora [Ca]
Obliczy¢ $rednig absorbancje dla dwdch pomiardw kalibratoréw (np. C1/D1)

Przyktad: (0,44 + 0,46) : 2=0,45=Ca

Wyniki w jednostkach DRG [DRG Units (DU)]

Srednia wartosci absorbancji x 10 = [DU]

Ca

Przyktad:
1,580x 10 =35 DU

0,45
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Kontrola Jakosci

Zaleca sie uzywac probek kontrolnych zgodnie z przepisami krajowymi i federalnymi. Stosowanie
probek kontrolnych jest zalecane w celu zapewnienia walidacji wynikéw dzien po dniu. Uzywacé
kontroli na poziomie zaréwno normalnym, jak i patologicznym.
Kontrole i odpowiednie wyniki QC sg zamieszczone w certyfikacie QC dodanym do zestawu.
Wartosci i zakresy kontroli podane w arkuszu QC zawsze odnoszg sie do biezgcej serii zestawu i

powinny by¢ wykorzystywane do bezposredniego poréwnania wynikéw.

Zaleca sie rowniez, aby korzystaé z krajowych lub miedzynarodowych programdéw oceny jakosci
w celu zapewnienia doktadnosci wynikow.
Nalezy uzy¢ odpowiednich metody statystycznych do analizy wartosci kontrolnych . Jezeli wyniki
testu nie pasujg do ustalonych dopuszczalnych zakresdw materiatéw kontrolnych wyniki

pacjentéw powinny by¢ traktowane jako niewazne.

W tym przypadku, nalezy sprawdzi¢ nastepujgce obszary techniczne: pipetowanie i urzgdzenia do
pomiaru czasu, fotometr, daty waznosci odczynnikdow, warunki przechowywania i inkubacji,
aspiracja i metody mycia.
Po sprawdzeniu wyzej wymienionych elementéw bez znalezienia przyczyny nalezy skontaktowac

sie z DRG.

DRG International Inc., U.S.A. Fax: (973) 564-7556 e-mail: corp@drg-international.com 15




DIRG ()

DRG"® Epstein-Barr Virus (EBV) - [VCA] IgG (EIA-3475)

Revised 24 Apr. 2012 rm (Vers. 8.1) R[.'Ol in the USA

Aspekty Prawne

Wiarygodnos$é Wynikéw

Test nalezy przeprowadzi¢ zgodnie z instrukcjami producenta. Ponadto uzytkownik powinien Scisle
stosowac sie do zasad dobrej praktyki laboratoryjnej (Good Laboratory Practice) lub innych
obowigzujgcych  norm  i/lub  przepisow  krajowych. Jest to  szczegdlnie wazne
przy stosowaniu odczynnikéw kontrolnych. Wazne jest, aby zawsze uzywac¢ w procedurze badania

odpowiednig ilo$¢ kontroli dla walidacji doktadnoscii precyzji testu.

Odpowiedzialnos¢

Wszelkie modyfikacje w zestawie i/lub wymiany, badZ mieszanie dowolnych odczynnikéw z
odczynnikami innej serii moze mieé¢ negatywny wptyw na wyniki i waznos¢ catego testu. Taka
modyfikacja i/lub zamiana uniewaznia whniosek o wymiane.
Roszczenia zgtoszone z powodu btednej interpretacji wynikéw laboratoryjnych klienta sg niewazne.
Niezaleznie od tego, w przypadku jakichkolwiek roszczen, odpowiedzialnos¢ producenta nie
przekracza wartosci zestawu testowego. Szkody wyrzgdzone w zestawie testowym podczas

transportu nie podlegajg odpowiedzialnosci producenta.
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Skrécona Instrukcja Uzycia

. temperatury pokojowej (18-25°C) przed uzyciem.

r Wszystkie odczynniki i probki powinny byé doprowadzone do

I| Pozostawié studzienke A1 dla substratu Slepego.
wialliLL ] Dodaé 100 uL Kontroli do odpowiednich studzienek.

'| Dodaé 100 uL prébek do odpowiednich studzienek.
(Uwaga: Zapoznac sie z punktem Przygotowanie Probek)

il
somim | Przykryé studzienki folia.
Unkubowac 60 minut w 37°C.
o -.H*-J, '\ Energicznie wytrzasnac zawartosé studzienek.
:| Plukac studzienki 5 razy przy pomocy Roztworu Pluczacego
s 14 (300 uL/studzienke).
L L B
”{}’{}”fﬁr? Mocno uderzyé studzienkami o papier pochlaniajacy, aby usunac
zalegajace kropelki.
l Dodaé 100 uL Konjugatu Enzymu do wszystkich studzienek.
|
L

30 min

@ Inkubowaé 30 minut w temperaturze pokojowej.
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\
I__\"i "l‘-.q'ﬂ \ Energicznie wytrzasnat zawartosé studzienek.
1 Przeplukacstudzienki 5 razy przy pomocy Roztworu Pluczacego
wiliLiL (300 ul/studzienke).

””i_r?fﬂn Mocne uderzyc studzienkami o papier pechlaniajacy, aby usunaé
zalegajace kropelki.

Dodaé 100 uL Roztworu Substratu do kazdej studzienki.

15 min
{@ Inkubowaé przez 15 minut w temperaturze pokojowe|.

Zatrzymac reakcje poprzez dodanie 100 uL Roztworu Stopujacego.

@ Odeczytaé absorbancjeprzy diugosci fali 450 nm.
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