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ISTRUZIONI PER L'USO

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

Per la determinazione semiquantitativa degli
anticorpi IgM anti-antigene del capside virale del
virus Epstein-Barr.

Solo per uso diagnostico in vitro

1. UTILIZZAZIONE
Metodo immunoenzimatico per la determinazione
semiquantitativa degli anticorpi di classe IgM anti-antigene
del capside virale del virus Epstein-Barr nel siero umano.

2. INTRODUZIONE
Il virus di Epstein-Barr (EBV) €& un herpesvirus che causa la
mononucleosi infettiva (IM). E inoltre associato al linfoma di
Burkitt, al carcinoma nasofaringeo e a sindromi linfoproliferative
negli immunodepressi. Il virus € diffuso in tutto il mondo e 1'80-
90% della popolazione risulta sieropositiva. La diagnosi di
laboratorio di IM viene tradizionalmente fatta rivelando la
presenza nel siero di anticorpi eterofili agglutinanti i globuli rossi
di cavallo, che si sviluppano nel corso della malattia. Tuttavia tali
anticorpi possono non essere presenti in soggetti con IM,
specialmente al di sotto di 14 anni ed inoltre, possono persistere
per oltre un anno dopo l'infezione. La sola ricerca di anticorpi
eterofili puo percio portare ad una diagnosi errata.
E' percid importante la ricerca di anticorpi diretti verso antigeni
virali. In particolare si rivela utile la ricerca di anticorpi diretti
verso il complesso antigenico denominato "Viral Capsid Antigen"
(VCA) e l'antigene nucleare (EBNA).
Nel corso di IM gli anticorpi IgM e 1gG anti-VCA compaiono
precocemente, mentre gli anticorpi IgG anti-EBNA si sviluppano
piu tardi. Percio la presenza di IgM anti-VCA in assenza di IgG
anti-EBNA indica infezione in corso, mentre la presenza di IgG
anti-VCA e anti-EBNA indirizza verso una diagnosi di infezione
pregressa.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Il test & basato sul principio ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). L'antigene viene legato alla fase solida.
Le immunoglobuline specifiche si legano all'antigene in seguito
ad incubazione con siero umano diluito. Dopo lavaggi per
eliminare le proteine che non hanno reagito, si effettua
lincubazione con il coniugato costituito da anticorpi monoclonali
anti-lgM umane coniugati con perossidasi di rafano. Si elimina il
coniugato che non si & legato e si aggiunge il substrato per la
perossidasi. Il colore blu che si sviluppa & proporzionale alla
concentrazione degli anticorpi specifici presenti nel siero in
esame.

Quando la reazione enzimatica & interrotta per aggiunta di una
soluzione di acido solforico, la colorazione diventa gialla. I
colore, proporzionale alla quantita di anticorpi specifici presenti
nel siero, puo essere letto in un lettore per micropiastre.
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4. PRECAUZIONI
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono
stati testati e trovati negativi con test approvati dal’FDA sia
per laricerca di HBsAg che per quella degli anticorpi anti-
HIV-1, anti-HIV-2 ed anti-HCV. Poiché nessun test
diagnostico puo offrire una completa garanzia sull'assenza
di agenti infettivi, qualunque materiale di origine umana
deve essere considerato potenzialmente infetto. Tutti i
reagenti e i campioni devono essere maneggiati secondo le
norme di sicurezza normalmente adottate in laboratorio.

Smaltimento dei residui: i campioni di siero e i reagenti usati
devono essere trattati come residui infetti, quindi smaltiti in
accordo alle disposizioni di legge vigenti.

Avvertenze per la sicurezza personale

1. Non pipettare con la bocca.

2. Usare guanti monouso e protezione per gli occhi nel
maneggiare i campioni e durante la prova.

3. Lavare accuratamente le mani una volta terminato il test.

4. In merito alle caratteristiche di sicurezza dei reagenti
contenuti nel kit consultare la Schede di Sicurezza
(disponibile su richiesta).

5. Le apparecchiature non monouso devono essere
sterilizzate dopo I'uso, ponendo preferibiimente in
autoclave per 1 h a 121°C; tutte le apparecchiature
monouso devono essere smaltite secondo le norme vigenti.

6. L'acido cloridrico 2M usato per lavare la vetreria sono
corrosivi; tali sostanze devono essere adoperate con
cautela. In caso di contatto con la pelle o gli occhi, lavare
abbondantemente con acqua.

7. Acidi neutralizzati ed altri rifiuti liquidi devono essere
disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno
dell'1%. Un'esposizione al sodio ipoclorito all'1% per 30
minuti dovrebbe essere sufficiente per garantire una
disinfezione efficace.

8. Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti
devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere
decontaminato, per esempio con sodio ipoclorito all'1%,
prima di proseguire il lavoro. Se & presente un acido, il sodio
ipoclorito non deve essere usato prima che la zona sia stata
asciugata.

Tutti i materiali utilizzati per decontaminare eventuali
versamenti accidentali, compresi guanti, devono essere
scartati come rifiuti potenzialmente infetti.

Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio
ipoclorito.

Avvertenze analitiche

1. LaD.O. del Cut-Off, dei controlli e dei campioni puo essere
leggermente diversa fra piastre diverse. Quindi, se si
utilizzano nella stessa seduta delle strips da piastre diverse,
anche se dello stesso lotto, & necessario ripetere la
determinazione del Cut-Off.
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10.

1.
12.
13.

14,

15.

16.

17.

18.

Prima dell'uso, portare tutti i reagenti a temperatura
ambiente (18-30°C). Riporre i reagenti alla temperatura di
conservazione raccomandata immediatamente dopo l'uso.
E' importante disporre di una corretta termostatazione
per l'incubazione delle strip. Controllare che il
termostato non scenda sotto i 35°C e non salga oltre i
39°C.

Aprire la busta contenente le strip dopo almeno mezz'ora a
temperatura ambiente.

Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza. Evitare
linquinamento microbico dei reagenti poiché cio riduce la
validita del prodotto e pud dare luogo a risultati errati.

Non modificare la Procedura, né sostituire i reagenti con
quelli di altri produttori o di altri lotti, a meno che non sia
specificamente riportato che il reagente € intercambiabile
fra lotti. Non ridurre i tempi di incubazione raccomandati.
Tutta la vetreria da utilizzare nel test deve essere lavata
accuratamente con acido cloridrico 2M e sciacquata con
acqua distillata o deionizzata.

Non esporre i reagenti a forte illuminazione né a vapori di
ipoclorito durante la conservazione e le fasi di incubazione.
Evitare che i pozzetti si secchino durante il test.

Evitare luso di congelatori auto sbrinanti per la
conservazione dei campioni.

Evitare la contaminazione incrociata fra reagenti. E
importante adoperare delle pipette "dedicate" per I'uso con
il substrato e con il coniugato.

Evitare di toccare il bordo del pozzetto con il coniugato.
Non soffiare sulle micropiastre.

| dosaggi immunoenzimatici possono talvolta presentare un
particolare effetto sul bordo ("edge effect"); si pud
minimizzare tale effetto aumentando l'umidita durante le
fasi di incubazione. Le piastre devono essere coperte con i
copripiastre ed incubate a 37°C o in bagnomaria usando
un sostegno per le piastre, o in incubatore. In alternativa, le
piastre si possono incubare in un analizzatore adatto. Per
ulteriori dettagli consultare I'apposito manuale operativo
dello strumento. Non si possono utilizzare incubatori a COx.
Prima di leggere la piastra, assicurarsi che il fondo della
piastra sia pulito ed asciutto e che non ci siano bolle d'aria
sulla superficie del liquido.

Puo essere fonte di errori I'uso di campioni fortemente
emolizzati, lipemici, itterici, di siero non completamente
coagulato o di campioni che presentano inquinamento
microbico.

Evitare la contaminazione dei pozzetti con la polvere da
guanti monouso.

L'utilizzo del kit con strumenti automatici deve essere
validato da parte dell'utilizzatore.

Leggere il Manuale Utente relativo a qualsiasi strumento
utilizzato, ed in particolare con riferimento ai seguenti punti:
- installazione e requisiti particolari

- principio operativo, istruzioni, precauzioni, rischi

- specifiche del produttore e performance dello strumento

- manutenzione e assistenza tecnica.

5. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI
REAGENTI

| reagenti sono sufficienti per 96 determinazioni

Portare i reagenti a temperatura ambiente prima dell’'uso.

T 341

MICROPIASTRA 12x8

(PF 93054-C)

Contenuto: 1 piastra da 96 pozzetti sensibilizzati con antigene
sintetico del capside virale.

Uso: Aprire l'involucro della piastra dalla parte opposta del
codice (EM seguito dal numero di lotto) che serve per la sua
identificazione; prendere il supporto e le strips necessarie.
Riporre le altre non utilizzate nella busta di polietilene con il gel
di silice; fare uscire I'aria e sigillare premendo sulla chiusura.

CONJ

(PF 93571)

Contenuto: anticorpi monoclonali anti-IlgM umane marcati con
perossidasi in tampone fosfato con fenolo 0.05% e Bronidox
0.02%. Liquido, pronto all'uso.

CONIUGATO 1x16 mL

CAL CALIBRATORI 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di
anticorpi IgM, in tampone fosfato 0.01 mol/L contenente BSA 1%
e sodio azide 0.09%.

Liquido, pronto all'uso.

Il titolo in unita arbitrarie, riportato in etichetta, & 20, 80, 160
AU/ml. Il calibratore 1 con 20 AU/ml corrisponde al Cut-Off.
Colore: il colore & proporzionale al titolo anticorpale.

CONTROL IgG -| 1gG CONTROLLO NEGATIVO 1x1.6mL

(PF93910)

INTERCAMBIABILE FRA LOTT]]

Contenuto: Siero umano, non contenente anticorpi IgM anti-
antigene del capside virale del virus Epstein-Barr, diluito in
tampone fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% e Sodio Azide 0.09%.
Liquido, pronto all'uso.

SAMPDIL 2]  DILUENTE 2 1x100mL
(PF93611)
| INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|

Contenuto: Soluzione proteica in tampone fosfato con Sodio
Azide 0.09% e colorante (metilarancio).

Uso: Da utilizzare per la diluizione dei campioni. Liquido, pronto
all'uso.

ISAMP SORBENT 10| SAMPLE SORBENT 10 1x7mL
(PF30253)

| INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|

Contenuto: Soluzione proteica in tampone fosfato con Sodio
Azide 0.09%, colorante (metilarancio) e anticorpi anti-IgG
umane.

Uso: Da utilizzare per la diluizione dei campioni (nel pozzetto).
Liquido, pronto all'uso.

ASH BUF 10x] TAMPONE DI LAVAGGIO 10x 1x100 mL

(PF93603)

[ INTERCAMBIABILE FRA LOTT]]

Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) concentrata 10
volte contenente Brij 0.5%.

Preparazione: Diluire il volume richiesto 1:10 con acqua distillata
o deionizzata per ottenere il tampone di lavaggio pronto all'uso.
Se sono presenti cristalli, discioglierli a 37°C prima di diluire.
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SUBS TMB SUBSTRATO 1x12 mL
(PF93619)
[INTERCAMBIABILE FRA LOTT]]

Contenuto: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL e H202 0.01%
stabilizzati in tampone citrato 0.05 mol/L (pH 3.8). Liquido, pronto
all'uso.

H2804 0.3 M| SOLUZIONE BLOCCANTE 1x16 mL (PF93602)
INTERCAMBIABILE FRA LOTT]
Contenuto: Soluzione di H2SO4 0.3 mol/L. Liquido, pronto all'uso.

PELLICOLA PROTETTIVA (2).
BUSTA DI POLIETILENE (1).

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO.

« Incubatore a 37-40°C

« Lettore di micropiastre (lunghezza d'onda 450 o 450/620 nm,
con linearita fino ad OD = 2.000)

o Lavatore di micropiastre (non indispensabile) capace di
dispensare volumi compresi tra 225-375 pl

« Acqua distillata o deionizzata

« Normale vetreria di laboratorio: cilindri, provette, ecc.

« Micropipette capaci di prelevare accuratamente 10, 100, 1000

pI di soluzione

Guanti monouso

Contaminuti

Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

Carta assorbente

6. MODALITA’ DI CONSERVAZIONE E STABILITA’
DEI REAGENTI
| reagenti devono essere conservati a 2-8°C.

La data di scadenza & stampata su ogni componente e sull’
etichetta esterna della confezione.

| reagenti hanno una stabilita limitata dopo apertura elo
preparazione:

MICROPIASTRA 8 settimane a 2-8°C in busta di
polietilene

CONIUGATO 8 settimane a 2-8°C

CALIBRATORI 8 settimane a 2-8°C

CONTROLLO NEGATIVO 8 settimane a 2-8°C

DILUENTE 2 fino alla scadenza a 2-8°C
SAMPLE SORBENT 10 fino alla scadenza a 2-8°C
SUBSTRATO fino alla scadenza a 2-8°C;

1 settimana a 15-30°C;

conservare al buio
TAMPONE DI LAVAGGIO 2 settimane a 2-8°C;

5 giorni a 15-30°C
SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2-8°C

7. TIPO DI CAMPIONI E CONSERVAZIONE
Il tipo di campione & rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per normale venipuntura e maneggiato come richiesto
nelle procedure standard di laboratorio.
Non sono conosciute le conseguenze dell’utilizzo di altri liquidi
biologici.
Il siero fresco pud essere mantenuto per 4 giorni a 2/8°C; per
periodi di conservazione maggiori, congelare a —20°C.
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Il campione pud subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti.
Evitare l'uso di congelatori auto sbrinanti per la conservazione
dei campioni. Dopo lo scongelamento agitare con cura il
campione prima del dosaggio.

L'inattivazione al calore puo fornire risultati erronei.

La qualita del campione pud essere seriamente influenzata dalla
contaminazione microbica che puo portare a risultati erronei.

8. PROCEDIMENTO
PREPARAZIONE
Prima dell'inizio del test, portare tutti i reagenti a temperatura
ambiente (18-30°C).

- Preparare le strip necessarie.

- Preparare il tampone di lavaggio diluendo il Wash Buffer 10x
(100 mL + 900 mL H20).

- Diluire i campioni 1:26 dispensando 40 pL di siero in 1 mL di
diluente.

ESECUZIONE DEL TEST

1. Distribuzione dei campioni;
Dispensare 50 pl di Sample Sorbent 10 per pozzetto e 50
I di campione diluito (& preferibile effettuare I'analisi in
duplicato).
Dispensare 100 pl di controllo negativo e 100 wl di ciascun
calibratore per pozzetto.
Il requisito minimo indispensabile & di 1 controllo negativo e
1 di ogni livello di calibrazione.
Lasciare un pozzetto della strip per il bianco (100 pL di
substrato).

2. Incubazione:
Incubare la piastra coperta con foglio adesivo a 37°C per
45 minuti.

3. Lavaggio:
Rimuovere il foglio adesivo, aspirare il contenuto di tutti i
pozzetti e lavare 4 volte riempiendo ciascun pozzetto con
300 pL di soluzione dilavaggio. Attendere 30 secondi prima
di ogni lavaggio.

4. Distribuzione del coniugato:
Dispensare 100 L di coniugato per ciascun pozzetto della
piastra.

5. Incubazione del coniugato:
Incubare la piastra coperta con foglio adesivo a 37°C per
45 minuti.

6. Lavaggio:
Rimuovere il foglio adesivo, aspirare il contenuto di tutti i
pozzetti e lavare 4 volte riempiendo ciascun pozzetto con
300 pL di soluzione dilavaggio. Attendere 30 secondi prima
di ogni lavaggio.

7. Distribuzione del substrato:
Dispensare 100 pL di substrato per ciascun pozzetto della
piastra.

8. Incubazione del substrato:
Incubare la piastra a temperatura ambiente per 15 minuti.

9. Arresto della reazione:
Dispensare 100 pL di soluzione bloccante seguendo lo
stesso ordine di aggiunta del punto 4.

10. Lettura:
Leggere le D.O. a 450 nm o 450/620 nm entro 30 min.
Rileggere a 405 nm se ci sono D.O. superiori a 2.000.
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9. SCHEMA DEL SAGGIO PER ENZY-WELL EPSTEIN-
BARR VCA IgM
STEP 1 Mettere 50 uL di Sample Sorbent 10 e 50 pL di
siero diluito. Mettere 100 pL di controllo negativo
e di ciascun calibratore nei pozzetti dello strip.
Agitare.

Incubart; 45 min.a 37°C
Lavare 4 volte (300 uL)

STEP 2 Mettere-1 00 L di coniugato per pozzetto
Incubart; 45 min.a 37°C
Lavare 4 volte (300 uL)

STEP 3 Mettere-1 00 pL di Substrato per pozzetto
Incubart;, 15 min. a ta.

STEP 4 Aggiungere 100 L di Stop Solution

Leggere la D.O. a 450 nm o 450/620 nm entro
30 min.

10. VALIDAZIONE DEL TEST
Togliere il valore del bianco (< 0.150) a tutte le altre letture.

Controllo negativo: Il rapporto tra la D.O. del controllo negativo e
la D.O. del cut-off (Calibratore 1) deve essere < 0.6.

Controllo positivo (Calibratore 3): deve avere una D.O. = 1.0
Controllo cut-off (Calibratore 1): la D.O. deve essere = 0.2.

Se uno dei risultati dei sieri di controllo non rientra nell'intervallo
di accettabilita, ripetere il test. Se il problema persiste contattare
il Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email:  scientificsupport@diesse.it

11. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
RISULTATI QUALITATIVI
Calcolare il rapporto fra il valore della D.O. del campione e quello
del Cut-Off (Index).
I campione sara giudicato:

POSITIVO: quando I'Index & > 1.2
DUBBIO: per tutti i valori 0.8 — 1.2
NEGATIVO: quando I'Index &€ < 0.8

In caso di risultato dubbio ripetere il test. Se il risultato rimane
dubbio, ripetere il prelievo.

RISULTATI SEMIQUANTITATIVI

Riportare in grafico le D.O. dei calibratori, sottratte dalla D.O. del
bianco, in funzione del titolo (AU/ml) di ciascun calibratore.
Ottenere il titolo corrispondente del campione in esame per
interpolazione.

Deve essere eseguita una curva standard per ogni seduta.
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Il campione sara giudicato:

POSITIVO: quando il risultato € > 24
DUBBIO: per tutti i valori compresi fra 16 e 24
NEGATIVO: quando il risultato & < 16

In caso di risultato dubbio ripetere il test. Se il risultato rimane
dubbio, ripetere il prelievo dopo 2 settimane circa.

12. LIMITAZIONI
Tuttii valori ottenuti necessitano di un'attenta interpretazione che
non prescinda da altri indicatori relativi allo stesso paziente.
Il test, infatti, non pud essere utilizzato da solo per una diagnosi
clinica ed il risultato ottenuto deve sempre essere valutato
insieme a dati provenienti dal’anamnesi del paziente e/o da altre
indagini diagnostiche.
L'interpretazione accurata di un'infezione da EBV si deve basare
sui risultati del VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG, EA IgG ed EA
IgM.
Le caratteristiche delle performances non sono state studiate in
pazienti affetti da carcinoma nasofaringeo, linfoma di Burkitt né
da altre linfadenopatie associate al’lEBV, ad esclusione della
mononucleosi correlata al’EBV.

13. SPECIFICITA’ ANALITICA
Sono stati testati 5 campioni (2 Negativi, 1 a Cut-Off e 2 Positivi)
ai quali sono stati aggiunti i seguenti interferenti:

Fattore Reumatoide (44 - 220 1U/ml)
Bilirubina (4.5- 45 mg/dI)

Trigliceridi (10— 250 mg/dl)
Emoglobina (5- 30 mg/ml)

La presenza nel siero in esame di sostanze interferenti sopra
riportate non altera il risultato del test.

14. CROSS-REATTIVI
59 campioni, positivi a Toxoplasma, Varicella, Cytomegalovirus,
Herpes simplex, Rosolia e ANA sono stati testati.
Non sono state rilevate reazioni crociate significative.

15. STUDI DI COMPARAZIONE
In una sperimentazione sono stati analizzati 485 campioni con il
kit Diesse e con un altro kit del commercio.
Di seguito sono schematizzati i dati della sperimentazione:

Riferimento
+ - Totale
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
Totale 70 415 485

Percent Positive Agreement (~Sensibilita Diagnostica):
98.6% Closw: 92.3 - 99.7

Percent Negative Agreement: (~Specificita Diagnostica):
99.3% Close: 97.9.-99.7
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16. PRECISIONE E RIPETIBILITA’

Alfinterno della Tra sedute Tra lotti
c seduta

Media Media Media

(ndex) | V% | (ndex) | ©V* | (index) | €V
1 04 12.5 04 125 04 -
2 0.5 14.0 0.5 14.0 0.4 15.0
3 0.3 - 0.3 0.0 0.3 -
4 0.9 7.8 0.9 12.2 0.9 6.7
5 0.9 33 0.9 144 0.9 111
6 1.3 6.9 1.2 75 1.2 -
7 1.9 74 1.9 8.4 1.8 33
8 2.3 6.1 2.7 9.3 25 6.0
9 33 39 35 8.3 34 44
10 2.3 5.2 2.5 10.8 2.3 2.6

17. GUIDA DEI PROBLEMI DI UTILIZZO

POSSIBLI FONTI AZIONI DA
PROBLEMA DI ERRORE INTRAPRENDERE
Uno o piu Controllare nuovamente

Seduta inva

(tutti negativi)

reagenti non sono
stati aggiunti

oppure sono stati
aggiunti in ordine

la procedura.
Controllare se qualche
reagente non ¢é stato
aggiunto.

errato Ripetere il test.
lida | Piastra non Controllare il codice sulla
reattiva busta della piastra (vedi

istruzioni per l'uso).

Controllare la presenza
di umidita nella piastra
inutilizzata. (Il gel di silice
deve essere giallo
pallido). Ripetere il test.

Inquinamento del

Prelevare una nuova

— substrato aliquota del substrato.
Seduta invalida - - -
S Lavaggio Assicurarsi del buon
(tutti positivi) . .
inadeguato funzionamento del
lavatore
Aspirazione Assicurarsi del buon
inadeguata dei funzionamento del
pozzetti lavatore
Errore del Controllare il
pipettamento funzionamento della
pipetta

Aggiunta dei
reagenti troppo

Evitare I'essiccamento
della piastra dopo il

Scarsa lenta lavaggio. Aggiungere i
precisione reattiviimmediatamente
Presenza di bolle | Evitare la formazione di
d'aria bolle d’aria durante il
pipettamento
Percorso ottico Controllare la fonte
non limpido luminosa per la presenza
di sporco. Pulire il fondo
della piastra con
fazzoletto di carta.
Tempo o Verificare il monitoraggio
temperatura di della temperatura ed |l
Insufficiente incubazione non | tempo di incubazione
sviluppo di corretto -
Substrato Controllare il
colore ) . .
aggiunto in funzionamento della
volume pipetta.
inadeguato

T 6/41

18. BIBLIOGRAFIA

1. A. Andersson, V. Vetter et al. Avidities of 19gG directed
against viral capsid antigen or early antigen: useful
markers for significant Epstein-Barr Virus serology. J.
Med. Virology 43: 238 (1994).

2. J. Middeldorp and P. Herbrink: Epstein Barr Virus
specific marker molecules for early diagnosis of
infectious mononucleosis. J. Virol. Methods 21: 133
(1988).

3. C. Valent Sumaya: Serological testing for Epstein Barr
Virus - developments in interpretation. J. Inf. Dis. 151:
984 (1985).

4. J. Luka, R.C. Chase and G. Pearson: A sensitive
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) against
the major EBV-associated antigens. I. Correlation
between ELISA and immunofluorescence titers using
purified antigens. J. Immunol. Methods 67: 145 (1984).

5. Van Grunsven WM, van Heerde EC, de Haard HJ,
Spaan WJ, Middeldorp JM: Gene mapping and
expression of two immunodominant Epstein-Barr virus
capsid proteins. J Virol. 1993 Jul;67(7):3908-16.

ol C€

DIESSE Diagnostica Senese
S.p.A.

Strada dei Laghi 39

53035 Monteriggioni (SIENA)
Italy

10-09/021 IFU 91056 - Ed. 28.06.2019


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Grunsven%20WM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7685403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=van%20Heerde%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7685403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=de%20Haard%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7685403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spaan%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7685403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Middeldorp%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7685403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7685403

nNirFrccr

INSTRUCTIONS FOR USE

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

For the semiquantitative determination of IlgM
antibodies anti- Epstein-Barr viral capsid antigen

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED USE
Immunoenzymatic method for the semiquantitative
determination of IgM class antibodies to Epstein-Barr viral
capsid antigen in human serum.

2. INTRODUCTION
Epstein Barr Virus (EBV) is a herpesvirus which causes
infectious mononucleosis (IM). It is also associated with Burkitt's
lymphoma, nasopharyngeal carcinoma and lymphatic
proliferative syndromes in immunodepressed patients. The virus
is widespread throughout the world and 80-90% of the population
is serum-positive.
The laboratory diagnosis of IM is traditionally performed by
detecting heterophile antibodies which develop in the serum
during the course of the infection, and which agglutinate horse
erythrocytes. However, these antibodies may not always be
present in patients affected by IM, particularly if below 14 years
of age; furthermore, they may also persist for over a year after
the infection. The determination of heterophile antibodies alone
may therefore lead to an erroneous diagnosis. It is therefore
important to determine the presence of antibodies towards the
viral antigens. In particular, the detection of antibodies directed
to the "Viral Capsid Antigen" (VCA) and the nuclear antigen
(EBNA) is particularly useful.
During the course of IM, the IgM- and IgG-class antibodies to
VCA appear early, while the 1gG to EBNA develop later during
the infection. The presence of IgM against VCA in the absence
of IgG against EBNA therefore indicates that there is a current
infection, while the presence of IgG against both VCA and EBNA
is indicative of a prior infection.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

The test is based on the ELISA technique (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). The antigen is bound to the solid phase.
The specific immunoglobulins are bound to the antigen through
incubation with dilute human serum. After washings to eliminate
the proteins which have not reacted, incubation is performed with
the conjugate, composed of anti-human IgM monoclonal
antibodies conjugated to horseradish peroxidase. The unbound
conjugate is eliminated, and the peroxidase substrate added.
The blue color which develops is proportional to the
concentration of specific antibodies present in the serum sample.
When the enzymatic reaction is interrupted by the addition of a
sulphuric acid solution, a yellow coloring develops. The color,
proportional to the quantity of specific antibodies present in the
serum, can be easily read using a microplate reader.
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4. WARNINGS AND PRECAUTIONS

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

This kit contains materials of human origin which have been
tested and gave a negative response by FDA-approved
methods for the presence of HBsAg and for anti-HIV-1, anti-
HIV-2 and anti-HCV antibodies. As no diagnostic test can
offer a complete guarantee regarding the absence of
infective agents, all material of human origin must be
handled as potentially infectious. All precautions normally
adopted in laboratory practice should be followed when
handling reagents and samples.

Waste disposal: serum samples and reagents once used
must be treated as infectious residuals and eliminated
according to law.

Health and Safety Information

1. Do not pipette by mouth.

2. Wear disposable gloves and eye protection while
handling specimens and performing the assay.

3. Wash hands thoroughly when finished.

4. Consult the relative Material Safety Data Sheet
(available on request) for all the information on safety
concerning the reagents contained in the kit.

5. Non-disposable apparatus should be sterilized after
use, the preferred method is to autoclave for 1 h at
121°C. All the disposable apparatus should be
eliminated according to law.

6. 2 M hydrochloric acid, used for washing glassware, is
corrosive and should be handled with appropriate care.
In case of contact with skin or eyes, wash thoroughly
with water.

7. Neutralized acids and other liquid waste should be
decontaminated by adding a sufficient volume of
sodium hypochlorite to obtain a final concentration of
at least 1%. A 30 minute exposure to 1% sodium
hypochlorite may be sufficient to ensure effective
decontamination.

8. Spillage of potentially infectious materials should be
removed immediately with adsorbent paper tissue and
the contaminated area swabbed with, for example, 1%
sodium hypochlorite before work is continued. Sodium
hypochlorite should not be used on acid-containing
spills unless the spill area is first wiped dry. Materials
used to clean spills, including gloves, should be
disposed of as potentially biohazardous waste. Do not
autoclave materials containing sodium hypochlorite.

Analytical Precautions

1. The OD of Cut-Off, controls and samples can be
slightly different among different plates. For such
reason if during the same run strips from different
plates are used, even if the lot is the same, it is
necessary to repeat the determination of the Cut-Off.

2. Allow all reagents to come to room temperature (18-
30°C) before use. Immediately after use return
reagents to the recommended storage temperature.
Working at a correct temperature is important for
the incubation of the strips. Check that the
thermostat does not go below 35°C or over 39°C.
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5.

Open the package containing the strips after 30
minutes at room temperature at least.

Do not use the reagents beyond the stated expiry date.
Microbiological contamination of reagents must be
avoided as this may reduce the life of the product and
cause erroneous results.

Do not modify the Test Procedure or substitute
reagents from other manufacturers or other lots unless
the reagent is stipulated as interchangeable. Do not
reduce any of the recommended incubation times.
Any glassware to be used with the reagents should be
thoroughly washed with 2M hydrochloric acid and then
rinsed with distilled water or deionized water.

Do not expose reagents to strong light or hypochlorite
fumes during storage or during incubation steps.

Do not allow wells to become dry during the test.

Do not keep the samples in auto-defrosting freezers.
Care shoulod be taken not to cross-contaminate
reagents. It is important that pipettes are dedicated for
exclusive use with the substrate and conjugate.

Care should be taken to avoid touching the rim of the
well with conjugate.

Do not "blow-out" from microplates.

Enzyme immunoassays can occasionally exhibit an
"edge effect” which must be minimized by increasing
the humidity during incubation steps. Plates must be
covered with their covers and incubated at 37°C either
in a water bath with a rack to support the plates, or in
an incubator. Alternatively, plates can be incubated in
an approved analyzer. See the appropriate Operating
Manual for further details. CO2 incubators must not be
used.

Ensure that the bottom of the plate is clean and dry,
and that no bubbles are present on the surface of the
liquid before reading the plate.

The use of strongly hemolyzed, lipemic, icteric
samples, of serum not completely coagulated or of
samples presenting microbial contamination may all
constitute sources of error.

Care should be taken to avoid contaminating the
microplate wells with disposable gloves powder.

The use of the kit with automated equipment has to be
validated by the user.

For each instrument used, read the Operating Manual,
in particular to obtain additional information on the
following points:

- installation and particular requisites

-operating principles, instructions, precautions and
risks

-manufacturer's  specifications and  instrument
performances

- technical servicing and maintenance

KIT COMPOSITION AND REAGENT

PREPARATION

Reagents are sufficient for 96 determinations.

- Bring to room temperature before use.
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MICROPLATE 12x8

(PF93054-C)

Content: 1 microplate (96 wells) coated with synthetic viral
capsid antigen.

Use: open the package at the opposite end from the code (EM
followed by the lot number) which is useful for identification
purposes, remove the support and strips required. Place the
unused strips in the polythene bag with the silica gel, expel the
air and seal by pressing the closure.

CONJUGATE 1x16 mL

(PF93571)

Content: anti-human IgM monoclonal antibodies, labeled with
peroxidase, in phosphate buffer containing phenol 0.05% and
Bronidox 0.02%. Liquid, ready for use.

CALIBRATOR 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Content: Diluted human serum, containing a known
concentration of IgM antibodies, in phosphate buffer 0.01 mol/L
with BSA 1% and Sodium Azide 0.09%.

Liquid, ready for use.

The titer in arbitrary units, reported on the label, is 20, 80, 160
AU/ml. Calibrator 1 containing 20 AU/ml corresponds to the cut-
off.

Colour: the colour is proportional to the relative antibody titer.

CONTROL IgG -| IgG NEGATIVE CONTROL 1x1.6 mL

(PF93910)

INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS

Content: Human serum, not containing anti-IgM antibodies anti-
Epstein-Barr viral capsid antigen, diluted in phosphate buffer
0.01 mol/L with BSA 1% and Sodium Azide 0.09%. Liquid, ready
for use.

SAMP DIL 2 DILUENT 2 1x100 mL

(PF93611)

INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS

Content: Proteic solution in phosphate buffer with Sodium Azide
0.09% and methyl orange as dye.

Use: To be used to dilute samples. Liquid, ready for use.

ISAMP SORBENT 10| SAMPLE SORBENT 10 1x7 mL
(PF30253)

INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

Content: Proteic solution in phosphate buffer with Sodium Azide
0.09%, methyl orange as dye and anti-human IgG antibodies.
Use: To be used to dilute samples (in the microwell). Liquid,
ready for use.

ASH BUF 10x| WASH BUFFER 10X 1x100 mL

(PF93603)

| INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

Content: Phosphate buffered saline (PBS), concentrated 10
times; contains Brij 0.5%.

Preparation: Dilute the required volume 1:10 with distilled or
deionized water in order to obtain the washing buffer ready for
use. If crystals are present, they should be dissolved at 37°C
before dilution.
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SUBS TMB| SUBSTRATE 1x12 mL (PF93619)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

Content: Tetramethylbenzidine 0.26 mg/mL and H202 0.01%
stabilized in citrate buffer 0.05 mol/L (pH 3.8). Liquid, ready for
use.

H2804 0.3 M| STOP SOLUTION 1x16 mL (PF93602)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Content: H2SO4 0.3 mol/L. Liquid, ready for use.

ADHESIVE FILMS (2).
POLYETHYLENE BAG (1).

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

« Incubator at 37-40°C

« Microplate reader (wave length 450 or 450/620 nm, with
linearity up to OD 2 2.000)

« Microplate washer (optional) able to dispense volumes in the
range 225-375

« Distilled or deionized water

« Normal laboratory glassware: cylinders, test-tubes etc.

« Micropipettes for the accurate collection of 10, 100, 1000 ul of

solution

Disposable gloves

Timer

Sodium Hypochlorite solution (5%)

Containers for collection of potentially infectious materials

Absorbent tissue

6. STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS
Reagents must be stored at 2-8°C.

The expiry date is printed on each component and on the
box label.

Reagents have a limited stability after opening andl/or
preparation:

MICROPLATE 8 weeks at 2-8°C in
polyethylene bag

CONJUGATE 8 weeks at 2-8°C

CALIBRATORS 8 weeks at 2-8°C

NEGATIVE CONTROL 8 weeks at 2-8°C

DILUENT 2 up to the expiry date at 2-8°C

SAMPLE SORBENT 10 up to the expiry date at 2-8°C
SUBSTRATE up to the expiry date at 2-8°C;
1 week at 15-30°C;
store in the dark
WASHING BUFFER 2 weeks at 2-8°C; 5 days at 15-
30°C
STOP SOLUTION up to the expiry date at 2-8°C

7. SPECIMEN COLLECTION AND STORAGE
The sample is composed of serum collected in the normal
manner from the vein and handled with all precautions dictated
by good laboratory practice.
Possible consequences, in case of use of other biological liquids,
are not known.
The fresh serum may be stored for 4 days at 2/8°C, or frozen for
longer periods at —20°C, and can be thawed a maximum of 3
times.
Do not keep the samples in auto-defrosting freezers. Defrosted
samples must be shaken carefully before use.
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Heat-inactivation can rise to erroneous results. The quality of the
sample can be seriously affected by microbial contamination
which leads to erroneous results.

8. ASSAY PROCEDURE
PREPARATION
Bring all the reagents to room temperature (18-30°C) before use.

- Prepare the required number of strips.

- Prepare the washing buffer by diluting the Wash Buffer 10x
(100 mL + 900 mL H20).

- Dilute samples 1:26 distributing 40 L of serum into 1 mL of
diluent.

PROCEDURE
1. Distribution of the samples:
Dispense 50 pL of Sample Sorbent 10 per well and 50
WL of diluted sample (duplicate testing is recommended).
Dispense 100 L of negative control and 100 L of each
calibrator per well.
The minimum requisite is 1 negative control and 1 control
for each calibration level.
Leave one well for the blank (100 L of substrate).
2. Incubation:
Incubate the plate covered with an adhesive protective
film for 45 minutes at 37°C.
3. Washing:
Remove the adhesive film, aspirate the contents of all
the wells and rinse 4 times, filling each well with 300
pL of washing solution. Wait 30 seconds between each
wash.
4. Distribution of the conjugate:
Dispense 100 pL of conjugate in each well.
5. Conjugate Incubation:
Incubate the plate covered with an adhesive protective
film for 45 minutes at 37°C.
6. Washing:
Remove the adhesive film, aspirate the contents of all
the wells and rinse 4 times, filling each well with 300 uL
of washing solution. Wait 30 seconds between each
wash.
7. Distribution of the substrate:
Dispense 100 pL of substrate in each well.
8. Substrate incubation:
Incubate the plate for 15 minutes at room temperature.
9. Interruption of the reaction:
Dispense 100 pL of stop solution, in the same order as
that followed for point 4.
10. Reading:
Read the O.D. at 450 nm or 450/620 nm within 30
minutes. Repeat the reading at 405 nm in case of O.D. >
2.000.

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE FOR ENZY-
WELL EPSTEIN-BARR VCA IgM
STEP 1 Place 50 pL of Sample Sorbent 10 and 50 L of
diluted sample. Place 100 uL of negative control
and of each calibrator in the wells of the strips.
Mix well.

Incubate for 45 min. at 37°C
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Wash 4 times (300 L)

STEP 2 Add 100 pL of conjugate to each well
Incubate for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 L)

STEP 3 Add 100 pL of Substrate to each well

Incubate for 15 min. at R.T.
STEP 4 Add 100 L of Stop Solution

Read the O.D. at 450 nm or 450/620 nm within
30 min

10. TEST VALIDATION
Subtract the value of the blank (< 0.150) from all the other
readings.

Negative control: the ratio between the negative control OD and
cut-off OD (Calibrator 1) must be < 0.6.

Positive control (Calibrator 3): the OD must be = 1.0

Cut-off control (Calibrator 1): the OD must be = 0.2.

Repeat the test, if one of the results of the control sera is not
within the acceptability range. If the problem persists contact
the Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email:  scientificsupport@diesse.it

11. INTERPRETATION OF THE RESULTS
QUALITATIVE RESULTS
Calculate the ratio between the OD value of the sample and that
of the Cut-off (Index).
The sample is considered:

POSITIVE: when the Index is > 1.2
DOUBTFUL: for all the values between 0.8 and 1.2
NEGATIVE: when the Index is < 0.8

If the result is doubtful, repeat the test. If it remains doubtful,
collect a new serum sample.

SEMIQUANTITATIVE RESULTS

Report on a graph the OD of the calibrators, after subtracting the
OD of the blank, for each calibrator titer (AU/ml).

The corresponding titer of the test sample can be obtained by
extrapolation.

A standard curve must be performed for each run.

The sample is considered:

POSITIVE: when the result is > 24
DOUBTFUL: for all the values between 16 and 24
NEGATIVE: when the result is < 16
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If the result is doubtful, repeat the test. If it remains doubtful,
collect a new serum sample about 2 weeks later.

12. LIMITATIONS
All the values obtained require a careful interpretation that must
consider other indicators relative to the patient.
The test, indeed, can not be used alone for a clinical diagnosis
and the test result should be evaluated together with the patient
history and other clinical diagnostic evaluation.
An accurate interpretation of an EBV infection must be based on
the results of VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG, EA IgG ed EA IgM
results.
Performance characteristics have not been evaluated in patients
affected by nasopharyngeal carcinoma, Burkitt's lymphoma or
other lymphadenopathies associated with EBV, apart from EBV-
related mononucleosis.

13. ANALITICAL SPECIFICITY
5 samples (2 Negative, 1 Cut-Off and 2 Positive) were spiked
with the following potentially interfering factors and then tested:

Rheumatoid factor (44-220 1U/ml)
Bilirubin (4.5-45 mg/dl)
Triglycerides (10-250 mg/dl)
Hemoglobin (5-30 mg/ml)

The presence in the serum sample of the interfering substances
described above does not affect the test result.

14. CROSS-REACTIONS
59 samples, positive to Toxoplasma, Varicella, Cytomegalovirus,
Herpes simplex, Rubella and ANA were tested.
No significant cross-reactions were found.

15. METHOD COMPARISON
In an experimentation 485 samples have been tested with
Diesse kit and with a competitor kit.

Data are summarized in the following table:

Reference
+ - Total
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
Total 70 415 485

Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity):
98.6% Closw: 92.3 - 99.7

Percent Negative Agreement: (~Diagnostic Specificity):
99.3% Clos: 97.9.-99.7
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16. PRECISION AND REPEATIBILITY
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Within-run Between-run Precision
Precision precision between batches
Sample Mean o Mean o Mean o
(ndex) | V% | (ndex) | V% | (ndexy | CV*
1 04 12.5 04 12.5 04 -
2 0.5 14.0 0.5 14.0 04 15.0
3 0.3 - 0.3 0.0 0.3 -
4 0.9 7.8 0.9 12.2 0.9 6.7
5 0.9 3.3 0.9 144 0.9 111
6 1.3 6.9 1.2 75 1.2 -
7 1.9 74 1.9 84 1.8 3.3
8 2.3 6.1 2.7 9.3 2.5 6.0
9 3.3 3.9 35 8.3 34 44
10 2.3 5.2 25 10.8 2.3 2.6

17. TROUBLESHOOTING

PROBLEM | POSSIBLE ERROR | TEST OR ACTION
One or more Recheck procedure.
reagents not added | Check for unused
or added inwrong | solutions.
sequence Repeat test.
Unreactive plate Check the code on the

Invali package containing
nvalid run

(all negative)

the plate (see
package insert).

Check for moisture in
unused plate. (Silica
gel desiccant must be
pale yellow). Repeat
test.

Contamination of

Collect new aliquot of

Invalid run substrate substrate.
(all positive) Inadequate washing | Ensure that plate
washer works well

Inadequate Ensure that plate
aspiration of wells | washer works well
Pipetting error Check pipette function

Poor precision | Addition of reagents | Avoid drying of the
too slow plate after washing

step. Add reagents

immediately

Presence of air- Avoid air-bubbles
bubbles formation during
pipetting.

Optical pathway not
clean

Check instrument light
source and detector
for dirt. Wipe bottom
of plate with soft

tissue.
Incorrect incubation | Check for temperature
Inadequate times or temperature | control and time
color monitoring
development Inadequate volume | Check pipette function

of substrate added
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GEBRAUCHSANWEISUNG

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

Zur semi-quantitativen Bestimmung von IgM-
Antikorpern gegen das virale Kapsid des
Epstein-Barr-Virus

Nur zur In-vitro-Diagnostik

19. ANWENDUNG
Immunenzymatisches Verfahren zur semi-quantitativen
Bestimmung von Antikorpern der IgM-Klasse gegen das
Viruskapsid des Epstein-Barr-Virus in Humanserum.

20. EINLEITUNG
Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein Herpesvirus, das die
infektiése Mononukleose (IM) verursacht. Es ist auch mit Burkitt-
Lymphom, Nasopharynxkarzinom und lymphoproliferativen
Syndromen bei immunsupprimierten Patienten assoziiert. Das
Virus ist auf der ganzen Welt verbreitet und 80-90% der
Bevoélkerung ist HIV-positiv. Die Labordiagnose des IM erfolgt
traditionell, indem im Serum heterophile  Antikorper
nachgewiesen werden, die die roten Blutkdrperchen des Pferdes
binden, die sich im Verlauf der Krankheit entwickeln. Diese
Antikorper kdnnen jedoch bei Patienten mit IM nicht vorhanden
sein, insbesondere unter 14 Jahren, und zusétzlich kdnnen sie
uber ein Jahr nach der Infektion bestehen bleiben. Die Suche
nach heterophilen Antikdrpern alleine kann daher zu einer
Fehldiagnose fiihren.
Die Suche nach Antikdrpern gegen virale Antigene ist daher
wichtig. Insbesondere ist es niitzlich, nach Antikérpern zu
suchen, die gegen den antigenen Komplex gerichtet sind, der als
"Viral Capsid Antigen" (VCA) und Nuclear Antigen (EBNA)
bezeichnet wird.
Wahrend des IM treten Anti-VCA-IgM- und IgG-Antikérper friih
auf, wéhrend sich Anti-EBNA-IgG-Antikdrper spater entwickeln.
Daher deutet das Vorhandensein von Anti-VCA-IgM in
Abwesenheit von Anti-EBNA-IgG auf eine fortlaufende Infektion
hin, wéhrend das Vorhandensein von Anti-VCA- und Anti-EBNA-
IgG auf die Diagnose einer friiheren Infektion hinweist.

21. PRINZIP DER METHODE
Der Test basiert auf dem ELISA-Prinzip (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). Das Antigen ist an die Festphase
gebunden. Spezifische Immunglobuline binden sich bei
Inkubation mit verdiinntem Humanserum an das Antigen. Nach
dem Waschen zur Entfernung der nicht reagierten Proteine wird
die Inkubation mit dem Konjugat durchgefiihrt, das aus
monoklonalen Anti-Human-lgM-Antikérpern besteht, die an
Meerrettichperoxidase konjugiert sind. Das ungebundene
Konjugat wird eliminiert und das Peroxidasesubstrat wird
zugegeben. Die blaue Farbe, die sich entwickelt, ist proportional
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zur Konzentration der im Testserum vorhandenen spezifischen
Antikérper.

Wenn die enzymatische Reaktion durch Zugabe einer
Schwefelsaureldsung unterbrochen wird, wird die Farbe gelb.
Die Farbe, proportional zur Menge der im Serum vorhandenen
spezifischen Antikorper, kann in einem Mikroplattenleser
abgelesen werden.

22. VORSICHTMARNAHMEN
NUR ZUR IN-VITRO-DISGNOSTIK

Dieses Kit enthélt Materialien menschlichen Ursprungs, die
von der FDA fiir HBsAg- und Anti-HIV-1-, Anti-HIV-2- und
Anti-HCV-Antikorper getestet und fiir negativ befunden
wurden. Da kein Diagnosetest eine vollstandige Garantie fiir
das Fehlen von Infektionserregern bieten kann, muss jedes
Material menschlichen Ursprungs als potenziell infiziert
angesehen werden. Alle Reagenzien und Proben miissen
gemadB den im Labor (iblichen Sicherheitsstandards
gehandhabt werden.

Entsorgung von Riickstidnden: Serumproben und
gebrauchte Reagenzien miissen als infizierte Riicksténde
behandelt und anschlieRend gemadR den geltenden
Gesetzen entsorgt werden.

Warnungen zur persdnlichen Sicherheit

9.  Nicht mit dem Mund pipettieren.

10. Beim Umgang mit Proben und wahrend des Tests
Einweghandschuhe und Augenschutz verwenden.

11. Waschen Sie lhre Hande nach dem Test griindlich

12. Informationen zu den Sicherheitsmerkmalen der im Kit
enthaltenen  Reagenzien finden Sie in  den
Sicherheitsdatenblattern (auf Anfrage erhéltlich).

13. Nicht-wegwerfbare Gerdte missen nach Gebrauch
sterilisiert werden, vorzugsweise in einem Autoklav fur 1
Stunde bei 121°C. Alle verfligbaren Gerate miissen gemaf
den geltenden Vorschriften entsorgt werden.

14. Die zum Waschen der Glaswaren verwendete 2M
Salzsdure ist atzend. Diese Substanzen missen mit
Vorsicht verwendet werden. Bei Berlihrung mit der Haut
oder den Augen griindlich mit Wasser abwaschen.

15. Neutralisierte Sauren und andere fllissige Abfalle missen
durch  Zugabe von Natriumhypochlorit in einem
ausreichenden Volumen desinfiziert werden, um eine
Endkonzentration von mindestens 1% zu erreichen. Eine
30-minltige Exposition mit 1% Natriumhypochlorit sollte
ausreichen, um  eine  wirksame  Desinfektion
sicherzustellen.

16. Verschiittungen mit potenziell infektidsem Material missen
sofort mit saugfahigem Papier entfernt und der belastete
Bereich dekontaminiert werden, z. B. mit 1%
Natriumhypochlorit, bevor die Arbeit fortgesetzt wird. Wenn
eine Saure vorhanden ist, sollte Natriumhypochlorit nicht
verwendet werden, bevor die Flache getrocknet ist.

Alle Materialien, die zur Dekontaminierung versehentlicher
Verschittungen verwendet werden, einschliefilich
Handschuhe, missen als potenziell infizierter Abfall
entsorgt werden. Autoklavieren Sie keine Materialien, die
Natriumhypochlorit enthalten.
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Analytische Warnungen

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.
31.

32.

33.

Die O.D. des Cut-Offs, der Kontrollen und der Proben kann
zwischen den verschiedenen Platten leicht abweichen.
Wenn also Streifen unterschiedlicher Platten in derselben
Sitzung verwendet werden, auch wenn dieselbe Charge
verwendet wird, muss die Abschneidebestimmung
wiederholt werden.

Bringen Sie alle Reagenzien vor Gebrauch auf
Raumtemperatur (18-30°C). Lagern Sie die Reagenzien
sofort nach  Gebrauch bei der empfohlenen
Lagertemperatur.

Fiir die Inkubation der Streifen ist eine korrekte
Temperaturkontrolle wichtig. Stellen Sie sicher, dass
der Thermostat nicht unter 35°C féllt und nicht iiber
39°C steigt.

Offnen Sie den Beutel mit den Streifen nach mindestens
einer halben Stunde bei Raumtemperatur.

Verwenden Sie keine Reagenzien nach dem Verfallsdatum.
Vermeiden Sie eine mikrobielle Verunreinigung der
Reagenzien, da dies die Giiltigkeit des Produkts herabsetzt
und zu fehlerhaften Ergebnissen fiihren kann.

Andern Sie das Verfahren nicht und ersetzen Sie die
Reagenzien nicht mit denen anderer Hersteller oder
anderer Chargen, es sei denn, es wird ausdrlicklich darauf
hingewiesen, dass das Reagenz zwischen Chargen
austauschbar ist. Reduzieren Sie nicht die empfohlenen
Inkubationszeiten.

Alle fiir den Test zu verwendenden Glaswaren mussen
grindlich mit 2M Salzsdure gewaschen und mit
destilliertem oder entionisiertem Wasser gespiilt werden.
Setzen Sie die Reagenzien wahrend der Lagerungs- und
Inkubationsphasen keiner starken Beleuchtung oder
Hypochlorit-Dampfen aus.

Verhindern Sie das Trocknen der Vertiefungen wahrend
des Tests.

Vermeiden Sie die Verwendung von Gefriergerdten mit
automatischer Abtauung zur Aufbewahrung der Proben.
Vermeiden Sie Kreuzkontaminationen zwischen den
Reagenzien. Es ist wichtig, "dedizierte" Pipetten fiir die
Verwendung mit dem Substrat und dem Konjugat zu
verwenden.

Berlihren Sie die Kante des Cockpits nicht mit dem
Konjugat

Blasen Sie nicht auf Mikrotiterplatten.

Enzymimmuntests koénnen manchmal eine besondere
Wirkung auf den Rand haben ("Randeffekt"). Dieser Effekt
kann durch Erhéhung der Luftfeuchtigkeit wahrend der
Inkubationsphasen minimiert werden. Die Platten sollten
mit den Plattenabdeckungen abgedeckt und bei 37°C oder
in einem Wasserbad mit einem Plattenhalter oder in einem
Inkubator inkubiert werden. Alternativ kdnnen die Platten in
einem geeigneten Analysegerat inkubiert werden. Weitere
Informationen  finden Sie in  der jeweiligen
Bedienungsanleitung des Gerats. CO2-Inkubatoren kénnen
nicht verwendet werden

Bevor Sie die Platte lesen, vergewissern Sie sich, dass der
Boden der Platte sauber und trocken ist und sich keine
Luftblasen auf der Oberflache der Fliissigkeit befinden.

Die Verwendung von stark hamolysiertem, lipamischem,
ikterischem Serum, das nicht vollstandig koaguliert ist, oder

DE 13/41

Proben, die eine mikrobielle Verschmutzung verursachen,
kann eine Fehlerquelle darstellen.

34. Vermeiden Sie die Kontamination der Schachte mit
Einweghandschuhstaub.

35. Die Verwendung des Kits mit automatischen Werkzeugen
muss vom Benutzer bestatigt werden.

36. Lesen Sie das Benutzerhandbuch fiir jedes verwendete
Instrument und insbesondere in Bezug auf die folgenden
Punkte:

- Installation und besondere Anforderungen

-Funktionsprinzip, Anweisungen, Vorsichtsmafnahmen
und Risiken

- Herstellerangaben und Gerateleistung

- Wartung und technische Untersttitzung.

23. ZUSAMMENSETZUNG DES  KITS UND
VORARBEITUNG DER REAGENZIEN
Die Reagenzien sind ausreichend fiir 96 Bestimmungen
Bringen Sie die Gebrauch auf
Raumtemperatur.

(PF93054-C)
Inhalt: 1 96-Well-Platte,
Viruskapsid-Antigen.
Verwendung: Offnen Sie das Gehduse der Platte auf der
gegeniberliegenden Seite des Codes (EM gefolgt von der
Chargennummer), der zur Identifizierung dient. Nimm die nétige
Unterstiitzung und Streifen. Legen Sie die anderen unbenutzten
mit Kieselgel in den Polyethylenbeutel. Losen Sie die Luft und
versiegeln Sie sie durch Driicken auf den Verschluss

Reagenzien vor

MIKROPLATTE 12x8

beschichtet mit synthetischem

CONJ
(PF93571)
Inhalt: humane anti-lgM-monoklonale Antikérper, markiert mit
Peroxidase in Phosphatpuffer mit Phenol 0.05% und Bronidox
0.02%. Flussig, gebrauchsfertig

KONJUGIERT 1x16 mL

cal KALIBRATOREN 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Inhalt: Humanserum mit bekannter Konzentration von IgM-
Antikdrpern in 0.01 mol / | Phosphatpuffer mit 1% BSA und
0.09% Natriumazid verdiinnt.

Flussig, gebrauchsfertig.

Der auf dem Etikett angegebene Titel in willklirlichen Einheiten
betragt 20, 80, 160 AU/ml. Der Kalibrator 1 mit 20 AU/ml
entspricht dem Cut-Off.

Farbe: Die Farbe ist proportional zum Antikorpertiter.

CONTROL IgG -| 1gG NEGATIVKONTROLL 1x1.6mL

(PF93910)

IAUSWECHSELBAR ZWISCHEN LOSEN|

Inhalt; Humanserum ohne Anti-lgM-Antikérper gegen das virale
Kapsid des Epstein-Barr-Virus, verdinnt in Phosphatpuffer 0.01
Moll mit BSA 1% und Natriumazid 0.09%. Flissig,
gebrauchsfertig.

SAMPDIL 2]  VERDUNNER 2 1x100mL
(PF93611)

IAUSWECHSELBAR ZWISCHEN LOSEN
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Inhalt: Proteic-Lésung in Phosphatpuffer mit Natriumazid 0.09%
und Farbstoff (Methylorange).

Verwendung: Zur Verdlnnung der Probe verwenden. Flissig,
gebrauchsfertig.

ISAMP SORBENT 10| SAMPLE SORBENT 10 1x7mL
(PF30253)

IAUSWECHSELBAR ZWISCHEN LOSEN|

Inhalt: Proteic-Lésung in Phosphatpuffer mit Natriumazid 0.09%,
Farbstoff (Methylorange) und Anti-Human-lgG-Antikdrpern.
Verwendung: Zur Verdinnung der Probe (in der Vertiefung)
verwenden. Flissig, gebrauchsfertig

WASH BUF 10X PUFFER WASCHEN 10x 1x100 mL (PF93603)
| AUSWECHSELBAR ZWISCHEN LOSEN|

Inhalt: Die gepufferte Salzlésung (PBS) wurde 10-fach
konzentriert und enthielt 0.5% Brij.

Verwendung: Verdiinnen Sie das erforderliche Volumen im
Verhaltnis 1:10 mit destilliertem oder entionisiertem Wasser, um
den gebrauchsfertigen Waschpuffer zu erhalten. Wenn Kristalle
vorhanden sind, ldsen Sie diese vor dem Verdiinnen bei 37°C.

SUBS TMB

(PF93619)

IAUSWECHSELBAR ZWISCHEN LOSEN|

Inhalt: Tetramethylbenzidin 0.26 mg/ml und 0.01% H202
stabilisiert in Citratpuffer 0.05 molll (pH 3.8). Flissig,
gebrauchsfertig

SUBSTRAT 1x12 mL

H2S04 0.3 M|BLOCKIERUNGSLOSUNG 1x16 mL (PF93602)
AUSWECHSELBAR ZWISCHEN LOSEN|
Inhalt: Lésung von H2S04 0.3 mol/l Fllssig, gebrauchsfertig

SCHUTZFILM (2).
POLYETHYLEN-UMSCHLAG (1).

ANDERE MATERIALIEN ERFORDERLICH, ABER NICHT

GELIEFERT

« Inkubator bei 37-40°C

« Mikroplattenleser (wellenlange 450 oder 450/620 nm, mit
Linearitat bis zu DO = 2.000)

« Mikroplattenwascher (nicht wesentlich), der Volumina
zwischen 225-375 pl ausgeben kann

« Destilliertes oder entionisiertes Wasser

« Normale Laborglaswaren: Zylinder, Reagenzgléser, usw.

« Mikropipetten, die 10, 100, 1000 pl Losung sorgfaltig auffagen

kénnen

Einweghandschuhe

Uhr

5% ige Natriumhypochloritlésung

Behalter fir die Sammlung potenziell infizierter Materialen

Saugfahiges Papier

24. LAGERUNG UND STABILITAT VON REAGENZIEN
Die Reagenzien miissen bei 2-8°C gelagert werden.

Das Verfallsdatum ist auf jeder Komponente und auf dem
auBeren Etikett der Verpackung aufgedruckt.

Reagenzien haben nach dem Offnen und / oder der
Zubereitung nur eine begrenzte Stabilitat:
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MIKROPLATTE 8 Wochen bei 2-8°C in einem

Polyethylenbeutel
CONJUGIERT 8 Wochen bei 2-8°C
KALIBRATOREN 8 Wochen bei 2-8°C
NEGATIVKONTROLL 8 Wochen bei 2-8°C
VERDUNNER 2 bis zum Verfall bei 2-8°C
SAMPLE SORBENT 10 bis zum Verfall bei 2-8°C
SUBSTRAT bis zum Verfall bei 2-8°C;

1 Woche bei 15-30°C;

Im Dunkeln bleiben
PUFFER WASCHEN 2 Wochen bei 2-8°C;

5 Tage bei 15-30°C
BLOCKIRUNGSLOSUNG bis zum Verfall bei 2-8°C

25. PROBENTYP UND LAGERUNG
Der Probentyp wird durch Serum dargestellt, das aus Blut
gewonnen wurde, das durch normale Venenpunktion
entnommen und gemal den Ublichen Laborverfahren behandelt
wurde.
Die Folgen der Verwendung anderer biologischer Fliissigkeiten
sind nicht bekannt.
Das frische Serum kann 4 Tage bei 2/8°C aufbewahrt werden.
fiir langere Lagerzeiten bei -20°C einfrieren
Die Probe kann bis zu 3 Auftauen durchmachen
Vermeiden Sie die Verwendung von Gefrierschranken zum
Abtauen. Nach dem Auftauen die Probe vor dem Dosieren
vorsichtig schiitteln.
Die Inaktivierung durch Hitze kann zu fehlerhaften Ergebnissen
fiihren.
Die Qualitat der Probe kann durch mikrobielle Kontamination
erheblich  beeintrachtigt werden, was zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren kann.

26. VERFAHREN
VORBEREITUNG
Bevor Sie mit dem Test beginnen, bringen Sie alle Reagenzien
auf Raumtemperatur
(18-30°C).

- Bereiten Sie die erforderlichen Streifen vor

- Bereiten Sie den Waschpuffer vor, indem Sie den 10fachen
Waschpuffer verdiinnen (100 mL + 900 mL H20).

- Verdiinnen Sie die Proben im Verhaltnis 1:26 und geben Sie
40 pl Serum in 1 ml Verdiinnungsmittel ab

DURCHFUHRUNG DES TESTS

11. Verteilung der Proben:
Geben Sie 50 ul Probensorbens 10 pro Vertiefung und 50
I verdinnte Probe ab (die Analyse sollte vorzugsweise
doppelt durchgefihrt werden).
Flgen Sie 100 ul der negativen Kontrolle und 100 pl jedes
Kalibrators pro Vertiefung hinzu.
Die Mindestanforderung ist 1 Negativkontrolle und 1 von
jeder Kalibrierungsstufe.
Belassen Sie eine Vertiefung des weilen Streifens (100 pl
Substrat).

12.  Inkubation:
Die mit Klebefolie bedeckte Platte 45 Minuten bei 37°C
inkubieren.
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13. Waschen:
Entfernen Sie die Klebefolie, saugen Sie den Inhalt aller
Wells ab und waschen Sie viermal, indem Sie jedes Well
mit 300 pl Waschlésung flillen. Warten Sie vor jedem
Waschvorgang 30 Sekunden.

14. Konjugiertverteilung:
100 pL Konjugat in jede Vertiefung der Platte geben.

5. Inkubation des Konjugiertes:
Die mit Klebefolie bedeckte Platte 45 Minuten bei 37°C
inkubieren.

6. Waschen:
Entfernen Sie die Klebefolie, saugen Sie den Inhalt aller
Vertiefungen ab und waschen Sie viermal, indem Sie jede
Vertiefung mit 300 pl Waschldsung fiillen. Warten Sie vor
jedem Waschvorgang 30 Sekunden.

7.  Substratverteilung:
Flgen Sie in jede Vertiefung der Platte 100 pl Substrat
hinzu.

8.  Substratinkubation:
Inkubieren Sie die Platte 15 Minuten bei Raumtemperatur.

9. Stoppen der Reaktion:
Geben Sie 100 pl Stopplosung in der gleichen Reihenfolge
wie in Punkt 4 hinzu.

10. Lesung:
Lesen Sie die O.D bei 450 nm oder 450/620 nm innerhalb
von 30 min. Lesen Sie erneut bei 405 nm, wenn es O.D.
Uber 2.000.

27. ASSAY-SCHEMA AUF ENZY-WELL-EPSTEIN-
BARR-VCA-IgM

STEP 1 Legen Sie 50 pl Probe Sorbent 10 und 50 pl
verdlnntes Serum hinzu. Legen Sie 100 pL der
Negativkontrolle und jeden Kalibrator in die
Vertiefungen des Streifens.
Schiitteln.
45 min inkubieren bei 37°C
4 mal waschen (300 L)

STEP 2 Flgen Sie 100 ul Konjugat pro Vertiefung hinzu
45 min inkubieren bei 37°C
4 mal waschen (300 L)

STEP 3 Flgen Sie 100 uL Substrat pro Vertiefung hinzu

15 min inkubieren bei Raumtemperatur

STEP 4 Fligen Sie 100 pl Stoppldsung hinzu

Lesen Sie die D.O. bei 450 nm oder 450/620 nm
innerhalb von 30 min.

28. VALIDIERUNG DES TESTS
Entfernen Sie den Blindwert (<0.150) von allen anderen
Messwerten.
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Negativkontroll: Die Beziehung zwischen dem O.D. der
negativen Kontrolle und der O.D. der Abschaltung (Kalibrator 1)
muss < 0.6 sein.

Positivkontroll (Kalibrator 3): muss ein O.D. =1.0

Cut-off Kontroll (Kalibrator 1): muss ein O.D. = 0.2.

Wenn eines der Ergebnisse der Kontrollseren nicht innerhalb
des akzeptablen Bereichs liegt, wiederholen Sie den Test. Wenn
das Problem weiterhin besteht, wenden Sie sich an den
wissenschaftlichen Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email:  scientificsupport@diesse.it

29. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
QUALITATIVE ERGEBNISSE
Berechnen Sie das Verhaltnis zwischen dem Wert des D.O. der
Probe und der des Cut-Off (Index).
Die Probe wird bewertet:

POSITIV: Wenn der Index > 1.2
ZWEIDEUTIG: Fr alle Werte 0.8 - 1.2
NEGATIV: Wenn der Index < 0.8

Im Zweifelsfall den Test wiederholen. Wenn das Ergebnis
zweifelhaft bleibt, wiederholen Sie die Sammlung.

SEMI-QUANTITATIVE ERGEBNISSE

Berichen Sie der O.D. der Kalibratoren, abgezogen von der O.D.
Weil3, abhéngig vom Titer (AU/ml) jedes Kalibrators.

Erhalten Sie den entsprechenden Titel des Testmusters durch
Interpolation.

Fur jede Sitzung muss eine Standardkurve erstellt werden.

Die Probe wird bewertet:

POSITIV: Wenn das Ergebnis > 24
ZWEIDEUTIG: Fir alle Werte zwischen 16 und 24
NEGATIV: Wenn das Ergebnis < 16

Im Zweifelsfall den Test wiederholen. Bleibt das Ergebnis
zweifelhaft, wiederholen Sie die Abholung nach ca. 2 Wochen.

30. BESCHRANKUNGEN
Alle ermittelten Werte erfordern eine sorgfaltige Interpretation,
die sich nicht aus anderen Indikatoren desselben Patienten
ergibt.
Der Test kann tatsachlich nicht alleine fir eine klinische
Diagnose verwendet werden, und das erhaltene Ergebnis muss
immer zusammen mit Daten aus der Anamnese des Patienten
und/oder anderen diagnostischen Untersuchungen ausgewertet
werden.
Die genaue Interpretation einer EBV-Infektion muss auf den
Ergebnissen von VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG, EA IgG und EA
IgM basieren.
Die Leistungseigenschaften wurden bei Patienten mit
Nasopharynxkarzinom, Burkitt-Lymphom oder anderen EBV-
assoziierten  Lymphadenopathien nicht untersucht, —mit
Ausnahme der EBV-bedingten Mononukleose.

31. ANALYTISCHE SPEZIFITAT
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Es wurden finf Proben getestet (2 Negative, 1 Cut-Off und 2
Positives), zu denen die folgenden Interferenten hinzugefligt
wurden:

Rheumafaktor (44 — 220 1U/ml)
Bilirubin (4.5- 45 mg/dl)
Triglyceride (10— 250 mg/dI)
Hamoglobin (5- 30 mg/ml)

Das Vorhandensein der oben aufgefiinrten Stdrsubstanzen im
Serum andert das Testergebnis nicht.

32. KREUZREAKTIV
Es wurden 59 Proben getestet, die fir Toxoplasma, Varicella,
Cytomegalovirus, Herpes simplex, Rosolia und ANA positiv
waren.
Es wurden keine signifikanten Kreuzreaktionen nachgewiesen.

33. VERGLEICHSTUDIE
In einer Studie wurden 485 Proben mit dem Diesse-Kit und
einem anderen im Handel erhaltlichen Kit analysiert.
Die experimentellen Daten sind unten gezeigt:
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Anhaltspunkt
+ - Total
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
Total 70 415 485

Percent Positive Agreement (~diagnostische Sensitivitat):
98.6% Close: 92.3 - 99.7

Percent Negative Agreement: (~diagnostische Spezifitat):
99.3% Clasy: 97.9.-99.7

34. PRAZISION UND WIEDERHOLBARKEIT

Uberpriifen Sie den
Unreaktive Platte Code auf dem Beutel
der Platte (siehe
Gebrauchsanweisung)
Uberpriifen Sie die
nicht verwendete
Platte auf
Feuchtigkeit. (Silikagel
muss hellgelb sein).
Wiederholen Sie den
Test.
Substratverschmutz | Nehmen Sie ein
ung neues Aliquot des
Ungiiltige Sitzung Substrats.
(alle positiv) Unzureichendes Stellen Sie sicher,
Waschen dass die
Waschmaschine
richtig funktioniert.
Unzureichendes Stellen Sie sicher,
Ansaugen der dass die
Brunnen Waschmaschine
richtig funktioniert.
Pipettierfehler Uberpriifen Sie den
Pipettenbetrieb
Reagenzien zu Trocknen Sie die
langsam hinzufligen | Platte nicht nach dem
Waschen. Fligen Sie
Schlechte die Reagenzien sofort
Prazision hinzu.
Vorhandensein von | Vermeiden Sie beim
Luftblasen Pipettieren die Bildung
von Luftblasen.
Optischer Pfad nicht | Uberpriifen Sie die
klar Lichtquelle auf
Verschmutzung.
Reinigen Sie die
Unterseite der Platte
mit einem
Papiertaschentuch.
Falsche Temperaturiiberwach
Inkubationszeit oder | ung und
Temperatur Inkubationszeit priifen
Unzureichende
Farbentwicklung | Substrat in Uberpriifen Sie den
unzureichendem Pipettenbetrieb.
Volumen
hinzugefiigt

. Zwischen Zwuiscehn
Probe er:.s'tzung IVISdi?zun en - dI..osen
edia edia edia

(Index) Cvi (Index) v (Index) v

1 04 125 0.4 12.5 0.4 -
2 0.5 14.0 0.5 14.0 0.4 15.0

3 0.3 - 0.3 0.0 0.3 -
4 0.9 7.8 0.9 12.2 0.9 6.7
5 0.9 3.3 0.9 14.4 0.9 111

6 1.3 6.9 1.2 75 1.2 -
7 1.9 74 1.9 8.4 1.8 3.3
8 2.3 6.1 2.7 9.3 2.5 6.0
9 3.3 3.9 3.5 8.3 3.4 44
10 2.3 5.2 2.5 10.8 2.3 2.6

35. PROBLEME BENUTZERHANDBUCH

MOGLICHE
PROBLEM FEHLERQUELLEN MASSNAHMEN
Ein oder mehrere Uberpriifen Sie den
Reagenzien wurden | Vorgang erneut.
nicht oder in Priifen Sie, ob kein
Ungliltige Sitzung | falscher Reagenz hinzugefugt
(alle negativ) Reihenfolge wurde. Wiederholen
hinzugefiigt Sie den Test.
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OAHTIEX XPHZHZ

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

Mo Tov NUITTOCOTIKG TTPOODIOPITHO TWV
avTiowpdrwy IgM KaTa Tou avTiyovou Tou
Kayidiou Tou 1ou Epstein-Barr

Moévo yia diayvwaTikR XpAon in vitro

1. XPHZIMOMNOIHZH
Avoooeviupiki  HEBOBOG  ylo  TOV  NUITTOOOTIKO
mMPoadIopIoTHO TwV avTICWHATWY TG KAGong IgM kata Tou
avriyovou Tou KawiSiou Tou I1ou Epstein-Barr oTtov
avBpwivo opo.

2. EIZArQrH
O 166 Epstein-Barr (EBV) civar évag 16¢ €pmrnTa TTOU TTPOKAAEI
v Aoiwdn povotupAvwan (IM). Zuvdéetar emiong ue 10
Apowya Tou Burkitt, pe 10 pivo-@apuyyikd Kapkivwpa kai e Tnv
Aepgo-umepmAagia  Twv  OoTOPwv  TIou  TAoYouv  amd
avogokataaTon. O 166 eival dladedopévog ae GAn Tnv udPOYEID
kai 10 80-90% Tou TTAnBucpoU eival opoBeTikd. H epyaatnpiakn
diayvwan g IM yiverar ouvABwg e TNV avixveuan eTepoQIAwy
avTIowpdTwy TToU avamTiooovTal aTov 0pd Katd Ty dIdpkeIa
NG Aoipwéng kai TpookoAoUvTal GTa EpUBPA QIPOTPAipIa TOU
iTrrou. MNap’ 6Aa autd TéToI0 AVTICWHATA PTTOPE] VA PNV €ival
mapévra oe aoBeveic e IM, €1dIkd KaTw Twv 14 €TV Kal,
emmAoy, UTTopoUv va Trapapeivouv TepIcodTEPO Ao Eval
XPOvo Letd TV Aoipwén. M’ autd Tov Adyo n avixveuon povo Twy
eTepO@IAWY avTiowpdTwy, utropei va odnynaoel ag AavBaopévn
diayvwan.
Eivar Aoimmév anpavTikdg o TpoadIopIoPoS TWV avTICWHATWY
evavtiov KWy avTiyovwy. Idiaitepa xpAoiun amodeikvueTal n
avixveuan g Tapoudiag avTiCWHATWY KATé@ ToU avTiyovikou
oupmAéyparog "Viral Capsid Antigen" (VCA) kai Tou TTupnvikou
avtiyévou (EBNA).
Kard v didpkeia Tou kUkAou Tn¢ IM ta avricwpara IgM kai IgG
avtl-VCA epgavifovtal mpdwpa, evw Ta avtiowuara IgG avri-
EBNA avamriogovrar apydtepa. ' autd Tov Adyo n mapouaia
Twv IgM avti-VCA, amoucia twv IgG avt-EBNA, eivar deiypa
Aoipwing ot e¢ENIEn, eviw n Tapouaia Twy IgG avti-VCA kai avTi-
EBNA obnyei ot d1ciyvwan piag mpoyevéaTepng Aoipweng.

3.  APXH THX MEGOAOY

To T1eoT Pagcifetar ot pébodo ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). To avtiyévo oTepewveTal aTn aTeped
eaon. O ouykekpIyéveg avooooPalpives auvdéovTal e TO
QvTIYOVO LETA aTrd ETTWACN PE ApaIWpEVO avBPWTTIVO 0pd.

Metd amd TAloEIg yia va amrouakpuvBouv o1 TTpwTeiveg TTou dev
avtédpacav yiveTal n Emwacn We 10 aufuyég, TToU aTTOTEAEITAl
amé povokhwva avBpwiva avriowuara avrl-lgM ouleuypévuv
pe uttepoteiddon pagavidwv. ATTopakpUveTal T0 OUCUYEG TTOU
dev ouvdéBnke kol TPOCTIBeTal TO UTAOTPWUA YO TNV
utrepoge1daan. To ptmAe xpwya Tou oxnuartidetal eivar avaioyo
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TTPOG TNV TUYKEVTPWOT TWV GUYKEKPIUEVWY QVTICWHATWY OTOV
opd uté e&éTaon.

Ortav n evfuuarikr avtidpaan dIOKATITETAI YE TV TTPOCBAKN
€v0Og d1aAUpaTOG BelikoU 0EEwg, 0 XPWUATIOOS YiveTal KIiTPIVOG.
To xpwya eival av@Aoyo TTPog TV TTOCOTNTA CUYKEKPIUEVWV
QVTICWHATWY TTOU UTTAPXOUV OTOV 0p0 KAl UTTOPET VOl QVIXVEUTEI
0€ Jia OUOKEUR avayvwaong yia JIKPOTTAGKEG.

4. TIPOOYAAZEIX

MONO TlA AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO.

Auto 1O KIT Trepiéxel UAIKG avBpwTivng TpoéAeuong Tou
€xouv mepaoel ad TEAT Kal £Xouv Bpebei apvnTikd, yia TRV
avixveuon 16go Tou HbsAg 600 kal Twv avTiowpdTwy anti-
HIV-1, anti-HIV-2 ka1 anti-HCV. Eme16i kavéva SiayvwaoTiko
T€0T 8Ev PTTOpPEi VO TPOa@Epel aTrOAUTN €yyUnan amouagiag
MOAUGHOTIKWYV  TrOpayOvVIWY,  OTOIodNTIOTE  UAIKO
avBpwrivng TpoéAeuang Tpémel va Bewpeital wg SuvnTika
MoAucopévo. Ta avTidpacTipia Kail T dEiypaTa TPETE VO TO
Xelpi{eaTe OAA GUPQWVA HE TOUG KOVOVIOUOUS ao@aAgiag
Tou ouvnOwg epappOlovTal OTO EPYATTipIO.

Ai6Beon  kardhomwv: Ta  deiydata  opoU  kai  Ta
avTidpacTNEI  TOU  XPNOIMoTIoINOnKav  TPEmeEl  va
avTipeTWTi{ovTal W¢ HoAuoHéva KATAAOITTO KOl ETTOPEVWG
va SiaTifevtal gUpQwva pe TIG SIATAEEIS TwV ITXUOVTWV
VOHWV.

0dnyigg yia TRV TTPOOWTTIKA 0TQAAEIA

1. Mnv kdvete avappoenan pe 1o GTéA.

2. Xpnaipotoigite yavria piag xprAong Kai TpooTareleTe Ta
pdmia étav xelpileoTe Ta deiypara kal kard v dIGPKEIR TNG
dokIpAG.

3. T\évere oxohaaTiké Ta XEpIa aQoU TEAEIWTEI TO TEDT.

4. Ocov agopd Ta XOPOKTNPIOTIKA —ACQAAEias Twv
avTIdPACTNPIWY TTOU TIEPIEXOVTAI OTO KIT GUPBOUAEUEDTE TO
AeAtio Aogakeiog (d10Béaipo KatoTIv aITUaTog).

5. O1 ouokeuég mou dev eival piag xprong TpEmel va
QTTOQTEIPWVOVTAI PETA ATTO TNV XPACT, TOTTOBETWVTAG TEG OE
KAiBavo yia pia wpa atoug 121°C; dAeg 01 GUOKEUES piag
XpAong Tpémel va  amoppimTovial GUPGWVA  UE  TOUG
IoYUovTEG KOvOVIoUOUG.

6. To udpoxAwpikd ofl 2M Tou XpnaoipoToiEital yia Tov
KaBapiopd Twv UdAIvwy UNKWY €ival IaBpWTIKG; TETOIES
ougieg TPETEl va  XpnaldotololvTal e TTPOCOXK|. Z€
TiepimTwon emaeig pe 1o dépua A Ta pamia, TAOvETE pe
apBovo vepo.

7. Oudetepotroinpéva ogea kal GAAa uypd atméBAnTa TpéTel val
amoAupaivovTal Tpoabétovrag uToxAwpIwdeg vaTplo, 1600
600 xpelaleTal wate n TEAIKA Ouykévipwaon va eival
TouAdyioTov 1%. H ékBean aTo umroxAwpiwdeg vaTpio 1%
yia 30 Aetrtd Ba TpETTel va ival apkeT yia va eyyunBei pia
OTTOTEAEGUATIKY) ATTOAUpAVON.

8. Tuydv xuuéva uhikd Tou Ba propoloav va gival JoAuguEva
mpémel va kabBapilovTal apécwg e aTToppo@nTIKG XapTi Kal
N upoAuopévn TIEPIOXA TIPETTEl va  aTTOAUaivETal, yia
mapadelypa  pe  umoxAwpiwdeg varpio 1%, TPV va
ouveyioete TNV epyacia. Ze TeEPITTWON TrApouaiag evog
o¢tog, 10 uToXAwpIwdEG VATplo  dev  TIpEmEl v
XPNOILOTIOIEITAN TIPIV Va EXEI OTEYVWOEI N TIEPIOXT). MpéTel
OAa 1a UAIKG, kaBwg kai yavTia, Tou xpnaigotoInenkav yia
va amolupavBolvTuxév xupéva uypd amd atiynua, va
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amoppimrovtal w¢ duvnTika poAuopéva amépAnta. Mnv
Balete aTov KAiBavo UNIKG TToU TTEPIEXOUV UTTOXAWPIWOES
VaTpIo.

AvoAuTikég odnyieg

1. To D.O. tou Cut-Off, Twv eAéyxwv kar Twv deiyudrwv
ptopei va gival eha@pwg SIAQOPETIKO avAPETa OTIG

d1apopeg TAGkes. Emopévwg, av atnv idia diadikaoia
XPNOIMOTTOI0UVTI TAIVIES ATTO DIAQOPETIKES TTAGKES, aKdua
kair Tng idiag Taptidag, ival amapaitTo va emavaAngBei
o poadiopiapde Tou Cut-Off,

2. Mpiv amd ™y xpAon, eépete Aa Ta avridpacThpIa O€
Beppokpaaia mepiBaArovrog (18-30°C).
EmavaromoBetioTe Ta avidpacTApia OTn GUVIOTWWEVN
Beppokpaaia diathpnong auéowg WeTa Tn xpnon. Eiva
onupavTiké va umdpxel €éva owaTd oloTnUa
BeppoaTaTiKoU EAEYXOU VIO THV ETWACT TWV TAIVIWY.
EAéyxete TOV BEpPOOTATN WOTE VA PNV KOTERQIVEI
KaTw améd Toug 35°C Kkai mévw atré Toug 39°C.

3. Avoiyete TNV oakoUAd TTOU TTEPIEXEI TIC TAIViEG TOUAAYIOTOV
petd amé piof wpa g€ Bepuokpaaia TePIBAAAOVTOG.

4, Mnv xpnolgotoicite T avmidpacThpia YeTd amod Tnv
nuepopnvia Méng. Amogelyete v HikpoPiakh udAuvon
TWV avTIOPACTNPiWY KABATI PEIWVEI TNV EYKUPOTNTA TOU
TPOIGVIOG  Kal  pmopei  va  TpokaAéael  AavBaouéva
amoteAéouara.

5. Mnv 1potromroleite Tnv Aladikacia, oUTe avTIKATAOTEITE Ta
avridpacThpia pe ekeiva GAMwv Trapaywywyv i aGMwv
TapTIOWY, EKTOS AV UTTAPXEI CUYKEKPIPEVN UTTOBEIEN OTI TO
avTidpaaTApio eival evalagiuo petagy maptidwv. Mnv
PEIWVETE TOV XPOVO TNG ETTWAONG TTOU OUVICTATA.

6. OAa ta uaAiva uNiKG TToU XpnaigotroloUvIal OTO TEGT
mpémel va TAévovTal oXOAaoTIKA pe udpoxAwpIkd o¢l 2M
Kal va EETTAEVOVTAI E ATTETTAYUEVO A ATTIOVIOHEVO VEPOD.

7. Mnv ekBéteTe Ta avTIdPACTAPIA T€ ITXUPO QWTIONS OUTE O€
uttoxAwpIWdeIS aTyols, kard Tnv diatpnon kal Katd Ta
0T001a eTTWaon.

8.  Amogelyete TV ERpavan Twv KuyeAidwy Kard v dIdpkeIa
TOU TEQT.

9. Amogelyete TNV XPAOT WUKTWV QUTOUATNG OTTOWUENG yia
v dlathpnon Twv delypdTwy.

10. Amogelyete TNV OlacTaupoUuevn WoAuvan WeTatl Twv
avmidpaotnpiwv. Eival onuavtikd va XpnoIUoTIOIEiTE
MIKPOTTITIETEG TTOU TTPOOPICOVTAl YIO TNV OUYKEKPIUEVN
XPAON He To UTTOOTPWHA KAl TO GULUYEG.

11. Amo@eUyeTe va ayyieTe To Tepiypappa TG KIWeAidag ye 1o
OUCuYEG.

12. Mnv @uodre Tavw OTIG UIKPOTTAAIKEG.

13. O avoooevqupikég Oooohoyiec pmopolv  kdmmote  va
TOPOUCIACOUV VO OUYKEKPIUEVO — Qaivouevo  aTo
mepiypappa  ("edge effect”), 10 omoio pmopei va
ehayioTomroinBei  aug@vovrag v uypacia Katd Tnv
emwaacn. Or TAAKeG TTPETTEl va KOAUTITOVTOI WE TO €18IKO
kGAhuppa kai va emwadoviar atoug 37°C | oe (eaTo
udaTOAOUTPO, XPNOIPOTIOILVTAG éva GTAPIYHA YIa TIG
TAGKEG, 1) TN ouokeun emwaong. EvaAAakTIkd, or TTAGKeS
ptropoUv va emwaaTtolv o€ évav katdAAnAo avaAim. MNa
TEPIOOOTEPEG  AeTITOPEPEIEG, OUPPBOUAEUETTE TO €IDIKG
gyxelpidio Aeimoupyiag NG OUCKEURS. Mnv xpnaipoTTolgite
OUOKEUEG ETTWaang Tou Aeitoupyouv e CO2,
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14. Mpiv améd v av@yvwon g TAdkag, Befaiwbeite 6,11 o
muBpévag g eival kaBapdg kai oTeyvog Kal Ot Bev
UTTAPXOUV GUOTAIDES 0épa TNV ETTIGAVEID TOU UYPOU.

15. H xpAon éviova aigoAupéviy, AUTTQIMIKWY, IKTEPIKWY
OElyHaTWY KaBWwG Kal delyudTwy Twy OTToiWwv 0 0pdg Oev
éxel TACEl evieAwg A delyuaTwy TIoU  Trapouaiadouy
pikpoBiakn éAuvan pmropei va mpokaAéael AGOn.

16. Amo@elyete TNV pOAUvOn Twv KuweAidwy amd myv okdvn
TWV YavTIWV Wiag xpnong.

17. H xpAon Tou KIT e autopara péoa TTPETEN va ETTIKUPWOET
a6 TAEUpAg Tou XpAoTN.

18. AiaBdote 10 Eyxeipibio XpAotn doov agopd 10 kGOE
XPNO1HOTIOI0UUEVO EPYOAEio Kal €181KA GTOV APOPA Td EEAG
onueia:

- eykaTaaTaon Kai €I0IKEG TTPOUTTOBETEIS

- AEITOUPYIKI apxr, 0dnyieg, TPOQPUAAEEIS, Kivouvol

- €I10IKEC TTANPOPOPIEC TOU KATAOKEUAOTY| Kal aTTod0oan TG
OUOKEURAS

- GUVTAPNOT KAl TEXVIKA UTTOTTAPIEN.

5. IYNOEIH TOY KIT KAl MPOETOIMAZIA TQN
ANTIAPAZTHPIQN
Ta avmidpaaThpia apkolv yia 96 TpoadiopiguoUs

Oépere 10 avmidpaoTipla g€ Beppokpacio mepIBaAAovrog
IV a1 TNV XpAoN.

MT PLATE | MIKPOTAAKA 12x8

(PF93054-C)

Mepiexduevo: 1 TAdka a6 96 kuyeAideg euaiaBnTotroinuéveg Ue
OUVBETIKG avTiydvo Tou 100 Kayidiou

XpAon: Avoite TNV guokeuaaia TG TTAGKAg aTmod TNV avTiBeTn
TAEUpa Tou kwdikoU (EM peta tov omoio Bpioketal o apiBuog
TapTidag) Tou efUTINPETEl OTNV avayvwpion TG, TapTe 10
oTAPIYMA Kal TIG TaIVieg TTou XpeidovTal. EmavarotmoBeTioTe Tig
GMeg  mou  dev  xpnolgotroifbnkav oty gakoUAa
moAuaiBuAeviou pe TTUpITIKA YEAN (silica gel); apaipéaTe TOV
aépa kal oepayioTe TECOVTAG OTO anpeio KAEITipaToG.

TYZYTES 1x16 mL

(PF93571)

Mepiexbpevo: avBpwiva UovokAwvIKG avriowyara avti-igM
papkapiopéva We utepoteIddon ot QuOQOoPIKG PUBUICTIKG
d1GAupa Tou epmepiéxel @aivoin 0.05% kai Bronidox 0.02%.
Yypo, £T0I0 yIa Xpron.

BAOMONOMHTHS 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Mepiexbuevo: AvBpWTTIVOG 0POG ME YVWOTA OUYKEVTPWON
avtiowpdtwy IgM, apaiwpévog oe QWoQopIKO PUBIOTIKS
S16hupa 0.01 mollL pe BSA 1% kai Aidio Narpiou 0.09%.
Yypog, £TOINOG yIa XpAaN.

O TiThog, o€ auBaipeTeg ovadES, TTOU avaypAPETal GTNV ETIKETA,
eivar 20-80-160 AU/ml. O BaBuovounmg 1 pe 20 AU/mI
avtigTolxei atov cut-off.

Xpwya: 10 Xpwpa eival avaloyo NG CUYKEVTPWONG Twv
QVTICWHATWV.

CONTROL IgG - | 1gG APNHTIKOX EAEMXOZ 1x1.6 mL

(PF93910)
[ENAAAAZIMO METAZY MAPTIAQN]
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Mepiex6uevo: AvBpwrivog opdg TTou dev EPTTEPIEXEI AVTIOWUATA
IgM avti-avtiyovou Tou Kawidiou Tou Ilou Epstein-Barr,
apaiwpévog ae Quaeopikd pubuioTikG didAupa 0.01 mol/L e
BSA 1% kai AZidio Natpiou 0.09%. Yypdg, éToiog yia xpAon.

SAMP DIL 2| AIAAYTIKO 2 1x100 mL

(PF93611)

| ENAAAAZIMO METAZY NAPTIAQN|

Mepiexouevo: Mpwrteivikd Sidhupa pe woPopIKd PUBUIOTA e
ACidio Natpiou 0.09% kal XpwaTIKA oudia (TTOPTOKAAI TOu
peBUAiou).

Xpron: Na xpnoIUOTTOIETal IO THV apaiwan Twv OEIYHATwWY.
Yypd, 1010 yia XpAon.

ISAMP SORBENT 10| SAMPLE SORBENT 10 1x7 mL
(PF30253)

[ENAAAAZIMO METAZY MAPTIAQN]

Mepiexouevo: Mpwreivikd diaAupa e uaPopIKG PUBUITTA LE
ACidlo Nartpiou 0.09%, xpwaTik ougia (TTopToKaAi TOU
peBuAiou) kar avBpwiva avTiowuara avi-IgG.

Xpfon: Na xpnoiyotoieital yia v apaiwan Twv delyudrwy
(omnv kuyeAida). Yypd, £To1po yia xpran.

[WASH BUF 10x | PYOMIZTIKO AIAAYMA MAYZHZ 10x
1x100 mL

(PF93603)

| ENAAMAZIMO METAZY NAPTIAQN|

Mepiexouevo: PubuiaTiké didhupa dAatog (PBS) ouykevTpwuévn
10 popég Tou eumepiExel Brij 0.5%.

MpoeToiyagia: Apdiwvete Tov amaitouyevo O6yko 1:10 e
OmeoTAyUEVO 1] aTmiovIoUévo vepd yia va gival 10140 TO
pubuioTiké  O1GAupa  TAUoONG yia  xprian. Av  umapyouv
kpUoTtahhol, dioAUoTe Toug o€ Beppokpaaia 37°C Tpiv T
apaiwan.

SUBS TMB | YMOZTPQMA 1x12 mL

(PF93619)

| ENAAAAZIMO METAZY NAPTIAQN|

Mepiexouevo: TerpapeBuhoPevlidivn 0.26 mg/mL kar H20:2
0.01% aTaBepotoinuéva ag pubuIaTIKO SIdAUPA KITPIKOU 0GEWS
0.05 mol/L (pH 3.8). Yypd, £To10 yia xpron.

AIAAYMA TIAPEMMOAIZHE (BLOCKING
SOLUTION) 1x16 mL

(PF93602)

| ENAAMAZIMO METAZY NAPTIAQN|

Mepiexouevo: AidAupa H2S04 0.3 mol/L. Yypo, £To1o yia xpran.

MPOXTATEYTIKH TAINIA (2).
ZAKOYAA MOAYAIOYAENIOY (1).

AAMO AMAPAITHTO YAIKO NOY OMQX AEN

LYMMNEPIAAMBANETAI.

o Emwaotig o€ 37-40°C

e ZUCKEUN avayvwong MIKPOTTAGKWY (uAkog kOparog 450 R
450/620 nm, pe ypappikotnta péxpl OD. = 2.000)

e 2UOKeUN TTAUONG JIKPOTTAOKWY (N atrapaitntn) Ye IkavoeTtnTa
XEIPITHOU OyKwV WETagU 225-375

o ATrooTaypévo fi OTTIOVIGUEVO VEPD

o 2UVnBiopévog uGAIVOg EOTTAIONOG epyaaTnpiou: KUAIVEPOI,
OOKIJOOTIKOT CWARVEG KATT.
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MikpoTITIETEG TTOU PTTOPOUV VO AVAPPOPACOUY WE OKPIBEIa
10, 100, 1000 pl diahuparog

Favria piag xpriong

XpovOeTpo

Alahupa uToxAwpiwdoug varpiou 5%

DAoyxeia yia v améppiyn duvnTiKA HOAUCHEVWY UAIKWV.
AtropponTikG XapTi

6. TPOMOZ AIATHPHZHZX KAI TTAOEPOTHTA TQN
ANTIAPAZTHPIQN
Ta avridpaaTtipia wpémel va diatnpolvtal oToug 2/8°C.

H nuepopnvia AREng eivar Tumrwpévn o€ KGBe ouoTATIKO
MEPOG Kal TFAVW OTNV ESWTEPIKN ETIKETA TG CUGKEUO OIS,

Ta avTidpacTApIa EXOUV TTEPIOPICHEVN GTABEPOTNTA PETA TO
Avolypa Kai/f TNV TPOETOIPATIQ:

MIKPOMAAKA 8 eBdopddeg aToug 2/8°C péoa
oTnv gakoUAa TToAuaiBuleviou
LYZYTEZ 8 eBdopadeg aToug 2/8°C
BAOMONOMHTHZ 8 ¢Boopadeg aToug 2-8°C
APNHTIKOZ EAEMX0Z 8 eBdopadeg aToug 2-8°C
AIAAYTIKO 2 pEXP! TNV Ajgn oToug 2-8°C
SAMPLE SORBENT 10 péEXP! TNV ARgn oToug 2-8°C
YMNOZTPQMA pEXP! TNV Ajén oToug 2-8°C;

1 ¢fdopdda aToug 15-30°C;
dlarnpeital 010 okoTAdI
PYOMIZTIKO  AIAAYMA 2 ¢Boopadeg atoug 2-8°C; 5

MAYZHZ nuépeg atoug 15-30°C
AIAAYMA pEXP! TNV Ajgn oToug 2-8°C
NAPEMIMOAIZHX

(BLOCKING SOLUTION)

7. EIAOX AEITMATQN KAI AIATHPHZH
To €idog deiyparog amoteAcital amd opd Tou TTPOEPXETAl aTTd
aipa Tou A@Bnke W Kavovikh QAEBOKEVINGN  Kal TTOU EXEl
mepdoel amd TG Oladikacieg Tou amairolvial améd Toug
KOBIEpWLEVOUG KavoVIOOUS £pyaaTnpiou.
Agv gival yVwOoTEG 01 ETITITWOEIG OTTO TV XPNOIUOTT0INCN GAAWY
BiohoyIKwv uypwv.
O opéokog opdg umopei va diarnenBei yia 4 nuépeg aToug
2/8°C; yia peyahlTtepn Xpovikr Tepiodo kaTayugte oToug —
20°C.
To deiyua pmopei va ammowuyBei 10 TTOAU 3 QOPES.
Amro@eUyeTe T XPAON Wuyeiwv pe autouatn amdyutn yia Ty
diamipnan Twv deryudrwy. Metd améd v amdyuln avakivioTe
70 d€iyUa g TTPOGOXA TIPIV TNV dOTOUETPNAN..
H amevepyormoinon oty Beppdtnra  umopeil  va  dwaoel
AavBaopéva amoteAéopara.
H moi6tnTa Tou deiyaTog ptmopei va emmpeaoTei oopapd amo
v YIKpoBIakA pdAuvon n omoia pmopei va odnynoel o€
AavBagopéva amoteAéapara.

8. AIAAIKAZIA
NPOETOIMAZIA
Mpiv v évapén Tou TeaT, GEPeTe OAA Ta avTidpacTApIa O€
Beppokpaaia mepiBarrovrog (18-30°C).

- EroipaoTe Tig amapaitnteg TaIvieg.

- EroiydoTe 10 puBpioTikd didhupa TAUONG apalwvovTag To
Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H20).
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- Apaiwote Ta deiypara 1:26 palovrag 40 pL opou og 1 mL
d10AuTIKOU.

AIEZATQIH TOY TEXT

1. Alavopn Twv delypdTwy:
BaAte 50 ul Sample Sorbent 10 kar 50 pl améd k&b
apaiwpévo deiyua (eivar TpoTiunTéo n avaAuon va
TTpaypartoTroleital €1§ 8ITTAODV).
Bahte 100 pl oapvnrikod eAéyxou kar 100 pl
BaBuovountA oty kaBe KuyweAida.
H eAayiomn amairoluevn moaoTnTa gival 1 apvntikdg
éNeyxog kal 1 Tou Kkd@Be emmédou Babuovounong.
ApnoTe dia kugelida TG Taiviag yia 1o TUPAS deiyua
(100 yL utooTpwATOG).

2. Emwaon;
Emwaote v TAGKa KaAuppévn e KoAAWOES UANO
aTtoug 37°C yia 45 Aetra.

3. MAuon:

Agaipéate 10 KOMwdEG @UANO, avopporaTe TO
TEPIEXOHEVO OAWV TwV KUWEAIDWY Kal TIAUVETE 4 POpPES
yediCovtag kaBe kuwehida pe 300 L diaAluarog
TAUoNG. Mepipévete 30 GeutepOAETIT TIPIV TNV KABE
TAUON.

4, Aiavopn Tou auuyoUlg:
BaAte 100 uL ouluyolug otnv kGBe kuwehida Tng
TAGKaG.

5. Emwaon Tou ouluyolg:
Enwaote v mAGKa KaAuppévn e KoAAWOES UANO
oT1oug 37°C yia 45 Aetra.

6. MAGon:
Agaipéate 10 KOMwdEG @UANO, avopporaTe TO
TIEPIEXOMEVO BAWV TWV KUWEAIBWY Kal TTAUVETE 4 POPEC
yediCovtag kaBe kuwehida pe 300 L diaAluarog
TAUoNG. Mepipévete 30 deutepOAeTITa TTPIV TNV KGOE
mAUON.

7. Alavopn} Tou UTTOGTPWUATOG:
BaAte 100 pL utoaTpwpaTog oTnv KABE KUWeNida TG
TAGKAG.

8. Emwaaon Tou uToaTpwuUaTog:
Emwaote mv mAdKa og Beppokpaaia mepIBalovTog
yia 15 Aetrra.

9. Mauon ¢ avtidpaong:
Bahkte 100 pL  dioAlpatog  TAPEPTIOBIONG
akohouBwvrag Tnv idla oeipd TPooBAKNG OTTWG
utrodeikvUel To onpeio 4.

10. Avayvwon:
AlaBaaote 1a D.O. ota 450 nm i 450/620 nm evtdg 30
Aemmwy.  ZavadiaBdaote ota 405 nm av uTTAPXOUV
D.0. dvw twv 2.000.

9. AIATPAMMA THX AOKIMHZ TIA ENZY-WELL
EPSTEIN-BARR VCA IgM
XTAAIO 19 TomoBetroTe 50 uL Sample Sorbent 10 kai 50 uL
apaiwpévou  opoU. TomoBetiote 100 pL
apvnrikoU  eAéyxou kar  BaBuovounty  aTIg
KuweAideg Tng Taviag. AvakivioTe.

Emwaaorte 45 Aetrtd otoug 37°C

MAUveTe 4 Qopég (300 L)
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XTAAIO 20 TomoBetote 100 pL ouluyoug oTnv KaBe
KuyeAida

EmmwdaTe 45 Aerrté aToug 37°C
MAUvete 4 Qopég (300 L)

XTAAIO 39 TomoBerAaTe 100 uL YmooTpwparog atnv Kabe
KuyeAida

Emwdaore 15 Aemrd  oe  Bepuokpaaia
TEPIBAMOVTOG.

XTAAIO 40 TMpoagBéate 100 uL AiaAuuarog Mavong

AiaBaote 10 D.O. ota 450 nm R/ 450/620 nm
evT¢ 30 AeTITOv.

10. EFTKYPOTHTA TOY TEXT
Ag@aipéaTe TV TIPA Tou TUPAOU deiypatog (< 0.150) oe OAeg TIG
AAMEC avayvwaoelg.

Apvntikog €heyxoc: H oxéon petatl tou D.O. Tou apvnrikol
eMéyxou kai Tou D.O. tou cut-off (BaBuovoun 1) mpémel va
eivar < 0.6.

Oetikd¢ EAeyyoc (BaBuovountA 3): pémel va €xel éva D.0.= 1.0.
‘EAeyxoc cut-off (BaBuovountn 1): 1o D.O. mpémel va ivar = 0.2.

Av éva amd 1o amoteAéopata Twv opwv  eAéyxou dev
mepIAapBaveral yéoa ata amodektd 6pia, eTavaAdBeTe To TEOT.
Av 10 TTpOBANUa €EaKoAOUBET va UTTAPXEI ETTIKOIVWVATTE WE TO
TuAua EmoTtnuovikAg YmoaThpIgng.

TnA.: 0039 0577 319554
®a& 0039 0577 366605
email:  scientificsupport@diesse.it

11. EPMHNEIA TQN ANOTEAEZMATQN
MOIOTIKA ANOTEAEZMATA
YmohoyioTe v oxéon petagy g TipAg Tou OD Tou deiypaTog
kai ekeivou Tou Cut-Off (Index).
To deiyua Ba kpiBei:

OETIKO: é1av o Atiktng (Index) eival > 1.2
AMOIBOAQ: yia dAeg Tig Tipég 0.8-1.2
APNHTIKO: étav o Aciktng eival < 0.8

Ze TepimTwan apgiBéhou amoTeAETPATOC ETAVAAGPETE TO TEDT.
Av 1o amotéAeaua Tapapével apeifolo, emavardpete Tnv Aqyn.

HMINOXOTIKA ANOTEAEXMATA

Metagépete 10 ypagnua Twv D.O. twv BabBuovounTtwy, ou
¢xouv agaipeBei amd 10 D.O. TOU TUQAOU Oeiyupartog, o€
ouvaptnan e  Tov  Xapakmnpiopd  (AU/ml)  Ttou  kdBe
BaBuovopnth.

Bpiokete Tov avaloyo XapakTnpiopo Tou deiypatog uttd ¢Eraon
HETW TTaPEUPOARG.

Mpémer va dieayBei pia kaptuAn e Tov kabiepwpévo TPOTIo yia
kG6e diadikaaoia.

To deiypa Ba KpI6ei:
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OETIKO: 61av 10 amotéAeapa eival > 24,

AM®IBOAQ: yia dAeg TIg TIUEG TTOU KupaivovTal petagl 16 kai
24.

APNHTIKO: étav 1o amotéAeopa eivai < 16.

2¢e mepimTwaon ap@iBéAou amoTeAETPaTOC ETTAVAAABETE TO TEDT.
Av 10 amotéAeapa Trapapével au@iforo, emavaAapate v
alpoAnyia Weta amd 2 eBOouAdES TepiTTOU.

12. MEPIOPIZMOI
H k@B Tiur mou AfeBnke TTPETTEl val EpUNVEUETAl TIPOTEKTIKA
Xwpic va efaipolvral GMeg evdeiteic Tou agopolyv Tov 610
aobevn.
To Teart, mpdyuat, dev pmopei va xpnaidotoinBei yia yia
KAIVIKR  O1dyvwon Kal 10 OmotéAeopa TTpéTEl TTAvTa va
agioloyeital og guvoIaopo Pe dedopéva TTou TTpoEpyovTal amd
70 10TOpIKG TOU 0Bevoug Kai/f amd GANeG diayvwoTIKES
€PEUVEG.
H akpific didyvwon piag Aoipwing amd EBV mpémel va
Baailetar ota amoteAéauara Twv VCA IgG, VCA IgM, EBNA
IgG, EA IgG kai EA IgM
Ta xapakmpiaTikd G avahuang dev pehemBnkav ae aoBeveig
Tou £TaCYav OO PIVO-QAPUYYIKS KApKivwua, oo Apewya
Tou Burkitt, oUte amd dAAeg Aeppadevottdbeleg TTou guvdéovial
pe Tov EBV, k166 aTTO TNV OVOTTUPAVWO TTOU CUVOEETAI JUE TOV
EBV.

13. EZEIAIKEYMENH ANAAYZH
‘Exouv egetaaBei 5 deiypara (2 Apvnrikd, 1 oto Cut-Off kai 2
OeTIka) oTa otroia £xouv TPoaTeBei 01 akdAouBeg TTapepBaTIKES
ouoieg:

Peuparogidrig mapdyovrag (44-220 [U/ml)
XohepuBpivn (4.5-45 mg/dl)
TpiyAukepidia (10-250 mg/dl)
Aigoagaipivn (5-30 mg/ml)

H mapouadia Twv TpoavapepBEVIwy TTaPEURATIKWY  OUTIWY
aTov e¢eraopevo 0pd dev peTaBaMel 1o amoTéAeaa TOU TEQT.

14. AIAZTAYPOYMENEZ ANTIAPAZEIX
‘Exouv etetaoBei 59 deiyuara, BeTikd o€ Toxoplasma, Varicella,
Cytomegalovirus, Herpes simplex, Rubella, ANA.
Aev diamioTwlnkav onuavTikég S1a0TaupoUpEVEG avTIOPATEIC.

15. IYTKPITIKEZ MEAETEX
Kard tn diegaywyn evog melpapatog avaAiBnkav 485 deiypara
pe 1o KIT Diesse kai pe £va GO KIT Tou euTTopiou.
Mapakdrw éxouv akiaypapnBei Ta dedouEva Tou TIEIPANATOG:
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16. AKPIBEIA KAI EMTANAAHYIMOTHTA

Kara mv Merag6 MaTg{(J
Siadikaoia BIBIKATIGV TapTIdWV
Aciypa

Méon Méon Méon

TipA CV% TipA CV% TipA CV%

(Index) (Index) (Index)
1 04 125 04 125 04 -
2 05 14.0 05 14.0 04 15.0
3 0.3 - 0.3 0.0 0.3 -
4 0.9 7.8 0.9 122 0.9 6.7
5 0.9 33 0.9 144 0.9 111
6 1.3 6.9 1.2 75 1.2 -
7 1.9 74 1.9 84 1.8 3.3
8 23 6.1 27 9.3 25 6.0
9 3.3 39 35 8.3 34 44
10 2.3 5.2 25 10.8 2.3 2.6

17. OAHIOZ ENIAYZHZ NPOBAHMATQN XPHZHZ

Avagopd
+ - Zgvolo
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
ZivoAo 70 415 485

Percent Positive Agreement (~AlayvwaTikA euaigdnaia):
98.6% Clgss: 92.3 - 99.7

Percent Negative Agreement: (~AiayvwaTikn 181KOTNTA):
99.3% Clasy: 97.9.-99.7

MIGANH AITIA TPOMNOX
MPOBAHMA | ™ xa00YE ANTIMETQIEHE
Eva i EAéyEre Cava v
TEPICOOTEPQ diadikaaia.
avridpaatipia | EAEyEre av kdmolo
dev éxouv avTIdPaaTAPIO dev EXEI
TTpooTEDEi f TpooTEDEi.
éxouv TpoaTeBei | EmavaldBerte To TeaT.
pe AdBog aelpa
A Mn avridpwoa | EAEyEre Tov kwdIké Tavw
Kupn ; . .
S10B1kaoTal (6Aa TAGKa oy oaKgu)\a NG TAGKAG
. (BA. 0dnyieg yia v
apvnTiKa) .
xefion).
EAéy&re v mapouaia
uypaaiag atnv TAGKa
TMou dev
xenaipotoirenke. (H
TIUPITIKI YEAN TIPETTEN VO
eival KiTpIvo wypa).
EmavaAapere 10 Te0T.
MéAuvan Tou Mdpte éva Ao
Axupn UTTOOTPWUATOG | TTOGOGTOUTTOOTPWHATOG.
diadikacia (Aa | AveTrapkiig BeBaiwbeite 611
BeTikd) TAUon OUOKeUn TTAUONG
Aeitoupyei owotd
AvETTaPKAG BeBaiwbeite 611 N
avappoenan OUOKeUN TTAUONG
TV KUWEAidwv | AeiToupyei owaTtd
Nabog g EAEyre v Aermoupyia Tng
avappéeNoNg e | TITETOG
mméTa
AVETIOPKFC YnepBoAJ Ka Anocpepvaa m &Apavon
. apyn mpdabnkn | TG TAAKAG PETd TV
akpifela , )
TV mAUon. Mpoabéate Ta
avTidpaotnpiwv | avridpacTipia apéows.
Mapouaia AtrogelyeTe TNV

Quaahidwy aépa

onuioupyia uaahidwy
aépa kar@ Ty didpkela
G avappoenang e
méTa
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Mn diauyng
OTITIKR €VOEIEn

EAeyre Tnv owtivi Ty
yla TV TTapouaia
akaBapoiag. KabapioTe
oV TIUBPEva TNG TTAGKOG
e éva xapTouavinho.

NaBog xpdvog ) | EmBAETeTE TNV

Bepuokpaaia Beppokpaaia Kal Tov
AveTrapkig EMWacng XPOVO EMWaong
OXNHATIONGS To umoaTpwua | EAEyEre v AciToupyia Tng
XPWHATOG TT0U TTPOCTEDNKE | TITTIETAG,.

oToV OYKO devV

ETTAPKEI
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

Para la determinacién semicuantitativa de
anticuerpos IgM anti-antigeno de la capsida viral
del
Epstein-Barr virus

Soélo para el uso diagndstico in vitro

1. INDICACIONES
Método inmunoenzimatico para la determinacion
semicuantitativa de anticuerpos IgM anti-antigeno de la
capsida viral del Epstein-Barr virus en suero humano.

2. INTRODUCCION
El virus de Epstein-Barr (EBV) es un herpesvirus que causa la
mononucleosis infecciosa (IM). Estd ademas asociado al
linfoma de Burkitt, al carcinoma nasofaringe y a sindromes
linfatico-proliferativos en pacientes inmunodeprimidos. El virus
esta extendido por todo el mundo donde el 80-90% de la
poblacién es seropositiva.
El diagnéstico serolégico de IM se realiza tradicionalmente
mediante la deteccion de anticuerpos heterdfilos en suero
mediante la aglutinacién de eritrocitos de caballo, que se
desarrollan durante el curso de la enfermedad. Sin embargo
estos anticuerpos no siempre estdn presentes en sujetos
afectados por IM, en particular en pacientes menores de 14
afios, aunque también pueden persistir después de la infeccién
durante mas de un afio por lo que la determinacién de
anticuerpos heterdfilos puede a veces conducir a un diagndstico
erréneo.
Por dicho motivo es importante la bisqueda de anticuerpos
dirigidos contra antigenos virales. En particular, se apunta como
mas Uil la busqueda de anticuerpos dirigidos contra el complejo
antigénico llamado "Viral Capsid Antigen" (VCA) y el antigeno
nuclear (EBNA).
Durante el curso de IM los anticuerpos IgM e IgG anti-VCA
aparecen muy precozmente, mientras los anticuerpos IgG anti-
EBNA se desarrollan posteriormente. Por eso la presencia de
IgM anti-VCA en ausencia de IgG anti-EBNA indica que hay una
infeccién en curso, mientras que la presencia de 1gG anti-VCA e
anti-EBNA es indicativo de una de infeccion pasada.

3. PRINCIPIO DEL METODO

El test se basa en la técnica ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). El antigeno esta unido a la fase sélida.
Después de la incubacion con suero humano diluido las
inmunoglobulinas especificas se unen al antigeno.

Después de varios lavados para eliminar las proteinas que no
hayan reaccionado, tiene lugar la incubacién con el conjugado,
compuesto de anticuerpos monoclonales humanos IgM
conjugados con peroxidasa de rabano.
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El conjugado que no se haya unido se elimina y se afiade el
sustrato peroxidasa. El color azul que se desarrolla es
proporcional a la concentracién de anticuerpos especificos
presentes en la muestra de suero.

Cuando la reaccién enzimatica se interrumpe después de la
adicién de una solucion de &cido sulfurico, el color se vuelve
amarillo. El color, proporcional a la cantidad de anticuerpos
especificos presentes en el suero, se puede observar en un
lector para microplacas.

4. PRECAUCIONES
PARA USO EXCLUSIVO EN DIAGNOSTICO IN VITRO.

Este kit contiene materiales de origen humano que han sido
testados y han dado resultados negativos en métodos
aprobados por la FDA para la presencia de HbsAg y de los
anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-HCV. Dado que
ninguna prueba diagnéstica puede ofrecer una garantia
completa sobre la ausencia de agentes infecciosos,
cualquier material de origen humano debe ser considerado
potencialmente infeccioso. Todos los materiales de origen
humano deben manipularse segun las normas cominmente
adoptadas en la practica diaria de laboratorio.

Desecho de los residuos: las muestras de suero y los
reactivos se deben desechar como residuos
potencialmente infecciosos, de acuerdo con las
disposiciones normativas vigentes.

Advertencias para la sequridad personal

1. No pipetear por via oral.

Usar guantes desechables y proteccién para los ojos al
manipular las muestras y durante la prueba.

3. Lavarse bien las manos después de terminar el test.

4. Sobre las caracteristicas de seguridad de los reactivos
contenidos en el kit, consultar la Ficha de Seguridad
(disponible bajo solicitud).

5. Los aparatos no desechables se deben esterilizar después
su uso. El método preferido es autoclavar durante 1 h a
121°C,; todos los aparatos desechables se deben eliminar
seglin las normas vigentes.

6. El acido clorhidrico 2M usado para limpiar la cristaleria es
corrosivo; utilizar estos materiales con cuidado. En caso de
contacto con la piel u ojos, limpiar con mucha agua.

7. Los &cidos neutralizados y los demas residuos liquidos se
deben disinfectar afiadiendo hipoclorito de sodio en un
volumen suficiente para obtener una concentracién final por
lo menos del 1%. Se requiere una exposicién al hipoclorito
de sodio al 1% durante 30 minutos para garantizar una
desinfeccion eficaz.

8. El derrame de materiales potencialmente infecciosos se

debe eliminar inmediatamente con papel absorbente y el
area contaminada tendra que ser limpiada, por ejemplo con
hipoclorito de sodio al 1%, antes de se que se continte el
trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe utilizar en
derrames que contengan acido antes de que se limpie la
zona.
Todos los materiales utilizados para limpiar derrames,
incluidos los guantes, se deben desechar como residuos
potencialmente infecciosos. No autoclavar materiales que
contengan hipoclorito de sodio.
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Precauciones analiticas

1.

© o

10.

1.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

La D.O. del Cut-Off, de los controles y de las muestras
puede ser ligeramente diferente entre placas
diferentes. Por tanto, si se utilizan en la misma sesion
de tiras de placas diferentes, aunque sean del mismo
lote, es necesario repetir la determinacion del Cut-Off.
Poner todos los reactivos a temperatura ambiente (18-
30°C) antes de su uso. Inmediatamente después del
uso poner los reactivos a la temperatura de
conservacion recomendada. Es importante disponer
de una regulacion de termostato correcta para la
incubacion de las tiras. Compruebe que el
termostato no esté por debajo de 35°C o por
encima de 39°C..

Abrir el sobre que contiene las tiras al menos media
hora después a temperatura ambiente.

No usar los reactivos después de la fecha de
caducidad. La contaminacién microbioldgica de los
reactivos debe ser evitada, ya que puede acortar la
vida del producto y causar resultados erroneos.

No modificar el método, ni reemplazar los reactivos
con los de otros fabricantes o de otros lotes, a no ser
que esté especificamente indicado que el reactivo es
intercambiable. No reducir los tiempos de incubacion
recomendados.

Lavar con &cido hidroclérico 2M todos los materiales
de laboratorio que se utilizan en las pruebas y aclarar
con agua destilada o desionizada.

No exponer los reactivos a fuerte iluminacién ni a
humos de hipoclorito durante la conservacion o las
fases de incubacion.

Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.
Evitar el uso de congeladores autodescongelantes
para la conservacion de las muestras.

Evitar la contaminacidn cruzada entre reactivos. Es
importante usar pipetas exclusivas para el uso con el
sustrato y con el conjugado.

Evitar tocar el borde del pocillo con el conjugado.

No salpicar sobre las microplacas.

Las titulaciones inmunoenzimaticas de vez en cuando
pueden presentar un efecto particular llamado "edge
effect" (“efecto filo”) que debe reducirse al minimo
aumentando el valor de la humedad durante las fases
de la incubacion. Las placas se deben cubrir con sus
tapas y deben ser incubadas a 37°C en un bafio de
agua usando un soporte para placas o un incubador.
Como alternativa, se puede incubar las placas en un
analizador aprobado. Para mas informacion consultar
el manual de usuario del equipo. No utilizar
incubadores de CO:x.

Asegurarse de que el fondo de la placa esté limpio y
seco y de que no haya burbujas presentes en la
superficie del liquido antes de leer la placa.

Puede ser fuente de error el uso de muestras
altamente hemolizadas, lipémicas, ictéricas, de suero
no coagulado completamente o de muestras que
presentan contaminacion microbiana.

Evitar la contaminacién de los pocillos con el polvo de
guantes desechables.

El uso del kit con equipos automaticos debe ser
aprobado por el usuario.
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18. Leer el manual de usuario de cada equipo vy,
especialmente, si desea obtener informacion sobre los
puntos siguientes:

— instalacién y requisitos especificos

—  principios operativos, instrucciones,
precauciones Y riesgos

—  especificaciones del fabricante y rendimiento
del equipo

— mantenimiento y servicio técnico.

5. COMPONENTES DEL KIT Y PREPARACION DEL
REACTIVO
Reactivos suficientes para 96 determinaciones.

Poner los reactivos a temperatura ambiente antes de su
uso.

MICROPLACA 12x8

(PF93054-C)

Contenido: 1 placa de 96 pocillos sensibilizados con antigeno
antigeno de la capsida viral sintético.

Uso: Abrir el envase de la placa desde el lado opuesto del codigo
(EM seguido por el numero de lote) que sirve para su
identificacion; retirar el soporte y las tiras necesarias. Colocar las
tiras no utilizadas en la bolsa de plastico con el gel de silice;
extraer el aire y cerrar con fuerza.

CONJUGADO 1x16 mL

(PF93571)

Contenido: anticuerpos monoclonales anti-lgM humanos
marcados con peroxidasa, en tampon fosfato con fenol 0.05% y
Bronidox 0.02%. Liquido, listo para su uso.

CALIBRADOR 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Contenido: Suero humano diluido de concentracién conocida de
anticuerpos IgM, en tampén fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% y
Azida Sodica al 0.09%. Liquido, listo para su uso.

La titulacion en unidades arbitrarias, indicado en etiqueta, es 20-
80-160 AU/ml. El calibrador 1 con 20 AU/ml corresponde al cut-
off.

Color: el color es proporcional al titulo del anticuerpo.

ICONTROL IgG -
(PF93910)
INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Suero humano, libre de anticuerpos IgM anti-
antigeno de la capsida viral del Epstein-Barr virus, diluido en
tampon fosfato 0.01 mol/L, con BSA 1% y Azida Sddica al
0.09%.

Liquido, listo para su uso.

lgG CONTROL NEGATIVO 1x 1.6 mL

DILUYENTE 2 1x 100 mL

(PF93611)

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Solucion de proteinas en tampon fosfato con Azida
Sadica 0.09% con adicion de metilnaranja como colorante.
Uso: Para la dilucién de las muestras. Liquido, listo para su uso.
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ISAMP SORBENT 10 | SAMPLE SORBENT 10 1x7 mL
(PF30253)

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Solucion de proteinas en tampon fosfato con Azida
Sadica 0.09%, metilnaranja como colorante y anticuerpos anti-
IgG humanos.

Uso: Poner dentro de los pocillos para diluir las muestras.
Liquido, listo para su uso.

WASH BUF 10x | TAMPON DE LAVADO 10X 1x100 mL
(PF93603)

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Solucién salina tamponada (PBS) concentrada 10
veces; contiene Brij al 0.5%.

Preparacién: Diluir el volumen requerido 1:10 con agua destilada
o0 desionizada con el fin de obtener el tampon de lavado listo
para su uso. Si hay cristales presentes, disolverlos a 37°C antes
de diluir.

SUBS TMB| SUSTRATO 1x 12 mL

(PF93619)

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL y H202 0.01%
estabilizados en tampon citrato 0.05 mol/L (pH 3.8). Liquido, listo
para su uso.

SOLUCION BLOQUEANTE 1x16 mL

(PF93602)

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Solucion de H2S04 0.3 mol/L.
Liquido, listo para su uso.

CINTA ADHESIVA (2)
BOLSA DE PLASTICO (1)

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS
e Incubador a 37-40°C
e lector de Microplacas (longitud de onda 450 o
450/620 nm, con linealidades hasta OD = 2.000)
e lavador de microplacas (no indispensable) para
dispensar volumenes entre 225-375 ul
e Agua destilada o desionizada
o Material de laboratorio: cubetas, tubos de ensayo, efc.
Micropipetas de precision para extraer 10,100, 1000
WL de solucion
Guantes de un solo uso
Cronometro
Solucién de hipoclorito del sodio (5%)
Envases para la coleccion de materiales
potencialmente infecciosos
e  Papel absorbente

6. CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS
REACTIVOS
Los reactivos deben ser conservados a 2-8°C.

La fecha de caducidad esta impresa en cada uno de los
componentes y en la etiqueta exterior de la caja.
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Los reactivos tienen una estabilidad limitada después de la
apertura y/o de la preparacion.

MICROPLACA 8 semanas 2-8°C - bolsa de
plastico

CONJUGADO 8 semanas 2-8°C

CALIBRADORES 8 semanas 2-8°C

CONTROL NEGATIVO 8 semanas 2-8°C

DILUYENTE 2 hasta la fecha de caducidad a 2-
8°C

SAMPLE SORBENT 10 hasta la fecha de caducidad a 2-
8°C

SUSTRATO hasta la fecha de caducidad a 2-
8°C, 1 semana a 15-30°C en

) ambiente oscuro

TAMPON DE LAVADO 2 semanas 2-8°C; 5 dias 15-
30°C

SOLUCION hasta la fecha de caducidad a 2-

BLOQUEANTE 8°C

7. TIPO DE MUESTRA Y CONSERVACION
La muestra consta de suero extraido de la vena de forma comin
y debe manipularse siguiendo las precauciones dictadas por la
buena practica de laboratorio.
No se conocen las consecuencias del uso de ofros liquidos
bioldgicos.
El suero fresco se puede conservar a 2/8°C durante 4 dias; para
conservaciones mas largas congelar a —20°C.
La muestra se puede descongelar hasta un maximo de 3 veces.
No deben ser utilizados congeladores autodescongelantes para
la conservacion de la muestra. Después de descongelar, agitar
con cuidado antes de su uso.
La inactivacion por calor puede conducir a resultados erréneos.
La calidad de la muestra puede verse seriamente afectada por
la contaminacion microbiana que conduce a resultados
erréneos.

8. PROCEDIMIENTO
PREPARACION
Antes de empezar la prueba, llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente (18-30°C).

- Preparar el nimero requerido de tiras.

- Preparar el tamp6n de lavado diluyendo el Wash Buffer 10x
(100 mL + 900 mL H20).

- Diluir las muestras 1:26 poniendo 40 uL de suero en 1 mL
de diluyente.

REALIZACION DE LA PRUEBA
1. Distribucion de las muestras:
Distribuir 50 ul de Sample Sorbent 10 por pocillo y 50 ul de
muestra diluida (es preferible realizar el analisis por
duplicado).
Distribuir 100 ul de control negativo y 100 pl de cada
calibrador por pocillo.
El requisito minimo indispensable es de 1 control negativo,
y 1 de cada nivel de calibracién.
Dejar un pocillo de la tira para el blanco (100 pL de sustrato).
2. Incubacion:
Incubar la placa cubierta con hoja adhesiva a 37°C durante
45 minutos.
3. Lavado:
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Retirar la hoja adhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocillos y lavar 4 veces llenando cada pozo con 300 uL de
solucion de lavado. Esperar 30 segundos antes de cada
lavado.
4. Distribucion del conjugado:
Distribuir 100 uL de conjugado para cada pocillo de la placa.
5. Incubacién del conjugado:
Incubar la placa cubierta con hoja adhesiva a 37°C durante
45 minutos.
6. Lavado:
Retirar la hoja adhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocillos y lavar 4 veces llenando cada pozo con 300 uL de
solucion de lavado. Esperar 30 segundos antes de cada
lavado.
7. Distribucion del sustrato:
Distribuir 100 WL de sustrato para cada pocillo de la placa.
8. Incubacién del sustrato:
Incubar la placa a temperatura ambiente durante 15 minutos.
9. Parada de la reaccion:
Distribuir 100 L de solucion de bloqueo siguiendo el mismo
orden de afiadido que en el punto 4.
10. Lectura:
Leer las D.O. a 450 nm o 450/620 nm en 30 min. como
maximo Volver a leer a 405 nm si hay D.O. superiores a
2.000.

9. ESQUEMA DEL ENSAYO PARA ENZY-WELL
EPSTEIN-BARR VCA IgM
PASO 1 Poner 50 uL de Sample Sorbent 10 y 50 L dide
suero diluido. Echar 100 L de control negativo y
de cada calibrador en los pocillos de la tira.
Agitar.

Incubar 45 min. a 37°C

Lavar 4 veces (300 pL)

PASO 2 Poner 100 L de conjugado en cada pocillo
Incubar 45 min. a 37°C

Lavar 4 veces (300 pL)

PASO 3 Poner 100 L de Sustrato en cada pocillo

Incubar 15 min. a t.a.
PASO 4 Afadir 100 uL de Solucion Blogueante

Leer la D.O a 450 nm o 450/620 nm dentro de
30 min.

10. VALIDACION DEL TEST
Restar el valor del blanco (<0.150) a todas las otras lecturas.

Control negativo: La relacion entre la D.O. del control negativo y
la D.O. del cut-off (Calibrador 1) debe ser < 0.6.

Control positivo (Calibrador 3): la D.O. debe ser = 1.0

Control cut-off (Calibrador 1): la D.O. debe ser = 0.2.
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Si uno de los resultados de los sueros de control no entra en el
intervalo de aceptabilidad, repetir la prueba. Si el problema
persiste, contactar con el Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email:  scientificsupport@diesse.it

11. INTERPRETACION DEL TEST
TEST CUALITATIVO
Calcular la relacion entre el valor de D.O. de la muestra y el del
Cut-off (Index).
La muestra se considera:

POSITIVA: cuando el Index es > 1.2
DUDOSA: para todos los valores 0.8-1.2
NEGATIVA: cuando el Index es <0.8

Si el resultado es dudoso, repetir el test. Si el resultado continta
siendo dudoso, recoger una nueva muestra de sangre.

TEST SEMICUANTITATIVO

Poner en el grafico las D.O. de los calibradores, restando la D.O.
del blanco, en funcién del titulo (AU/ml) de cada un calibrador.
Obtener el titulo correspondiente de la muestra examinada por
interpolacion.

Hay que hacer una curva estandar por cada ciclo.

La muestra se considera:

POSITIVA: cuando el resultado es > 24
DUDOSA: para todos los valores de entre 16 y 24
NEGATIVA: cuando el resultado es < 16

Si el resultado es dudoso, repetir el test. Si el resultado continua
siendo dudoso, recoger una nueva muestra de sangre después
de mas 0 menos 2 semanas.

12. LIMITACIONES
Todos los valores obtenidos precisan una atenta interpretacion
que no prescinda de otros indicadores relativos al mismo
paciente.
Este test, de hecho, no debe ser la Unica prueba utilizada para
el diagndstico clinico. El resultado de la prueba se debe evaluar
junto con los datos clinicos y otros procedimientos de
diagnostico.
La intepretacion cuidadosa de una infeccion de EBV debe
basarse sobre los resultados del VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG,
EA IgG ed EA IgM.
Las caracteisticas de las performances no han sido estudiadas
en pacientes afectados por carcinoma nasofaringeo, linfoma de
Burkitt ni por otras linfadenopatias asociadas al EBV, excepto la
mononucleosis correlada al EBV.

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA
5 muestras (2 Negativos, 1 de Cut-Off y 2 Positivos) fueron
analizadas a las cuales se afadieron los interferentes
siguientes:

Factor reumatoide (44-220 |U/ml)
Bilirrubina (4.5-45 mg/dI)
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Triglicéridos (10-250 mg/dl)
Hemoglobina (5-30 mg/ml)

La presencia en el suero de las sustancias interferentes antes
mencionadas no afecta el resultado del test.

14. REACCIONES CRUZADAS
59 muestras, positivas en Toxoplasma, Varicella,
Cytomegalovirus, Herpes simplex, Rubella y ANA fueron
testadas.
No se detectaron reacciones cruzadas significativas.

15. ESTUDIOS DE COMPARACION
En una prueba, se analizaron 485 muestras con el kit Diesse y
con otro kit comercial.

A continuacién se muestran los datos de la prueba:
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Controlar la
presencia de
humedad en la
placa no utilizada.
(El gel de silice
debe ser amarillo
palido). Repetir el

Referencia
+ - Total
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
Total 70 415 485

Percent Positive Agreement (~Sensibilidad de Diagnostico):
98.6% Close: 92.3 — 99.7

Percent Negative Agreement: (~Especificidad de Diagnostico):
99.3% Clese: 97.9.-99.7

16. PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD

test.
Serie no valida Contaminacion Recoger una nueva
(todos positivos) | del sustrato alicuota de
sustrato.
Lavado Asegurarse del
inadecuado buen
funcionamiento del
lavador.
Aspiracion Asegurarse del
incompleta de los | buen
pocillos funcionamiento del
Escasa precision lavador.
Error de Controlar el
pipeteado funcionamiento de
la pipeta.
Adicién de los Evitar la sequedad
reactivos de la placa después

demasiado lenta | del lavado. Afadir
los reactivos
inmediatamente.
Presencia de Evitar la formacién
burbujas de burbujas
mientras se pipetea.
Sistema dptico no | Controlar la fuente
limpio de luz y el detector
para la presencia
de suciedad.
Limpiar el fondo de
la placa con papel

ENTRE
Muestra INTRA-ENSAYO ENSAYOS ENTRE LOTES

Media Media Media

(Index) CVih (Index) Cvh (Index) v
1 04 125 04 125 04 -
2 0.5 14.0 0.5 14.0 04 15.0
3 0.3 - 0.3 0.0 0.3 -
4 0.9 7.8 0.9 12.2 0.9 6.7
5 0.9 33 0.9 144 0.9 11.1
6 1.3 6.9 1.2 75 1.2 -
7 19 74 1.9 8.4 1.8 33
8 2.3 6.1 27 9.3 25 6.0
9 33 39 35 8.3 34 44
10 2.3 52 25 10.8 23 26

17. GUIA DE RESOLUCION DE PROBLEMAS

suave.
Tiempo o Verificar el control
temperatura de de la temperatura 'y
incubacion el tiempo de
Desarrollo escaso | incorrectos incubacion.
del color Volumen Controlar el

inadecuado de funcionamiento de
sustrato afiadido | la pipeta.

a laplaca

POSIBLES
PROBLEMA | FUENTESDE | ACCONESA
ERROR
Uno o0 mas Controlar de nuevo

reactivos no han | el procedimiento
sido afiadidos 0 | Controlar si no se
han sido afiadidos | ha afadido algtin
en secuencia reactivo

Serie no valida . .
erronea. Repetir la prueba.

(todos negativos) Placa no reactiva | Controlar el codigo

del envase de la
placa (ver
informacion

técnica).
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INSTRUCTIONS POUR L’UTILISATION

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

Pour la détermination semi-quantitative des
anticorps IgM anti-antigenes de la capside du
virus d’Epstein-Barr

Uniquement pour diagnostic in vitro.

1. UTILISATION
Méthode immunoenzymatique pour la détermination semi-
quantitative des anticorps de classe IgM anti-antigenes de
la capside du virus d’Epstein-Barr dans le sérum humain.

2. INTRODUCTION
Le virus d’Epstein Barr (EBV) fait parti du groupe Herpés viridae.
La mononucléose est la situation clinique la plus fréquente.
L’EBV est aussi associé au lymphome de Burkitt, au cancer du
rhinopharynx et a certains syndromes lymphoprolifératifs B, chez
le sujet immunodéprimé.
Les anticorps anti-EBV sont retrouvés dans tous les groupes de
la population. A I'age adulte, 80 a 90 % de la population possede
des anticorps dirigés contre EBV.
Le diagnostic sérologique de la MNI peut étre réalisé a I'aide de
deux types de réactions complémentaires : la recherche des
anticorps hétérophiles, en pratiquant la réaction de Paul Bunell
et Davidsohn (PBD) ou une des variantes sur lames. Toutefois,
ces anticorps ne sont pas toujours présents dans les sujets avec
MNI, particulierement s'il a moins de 14 ans et en outre, ils
peuvent rester dans le sérum plus d’un aprés l'infection. Le seule
recherche des anticorps hétérophiles peut porter a une
diagnostique erronée.
Pour cette raison la recherche des anticorps spécifiques anti-
EBV est importante. En particuliére, la recherche des anticorps
dirigés contre I'antigéne du capside viral (VCA) et I'antigéne
nucléaire (EBNA) peut étre trés utile.
Pendant la MNI, les anticorps IgG et IgM anti-VCA apparaissent
précocement, pendant que les IgG anti-EBNA se développent
plus tardivement. Donc la présence des IgM anti-VCA en
absence des IgG anti-EBNA indique une infection en cours,
pendant que la présence des IgG anti-VCA et anti-EBNA indique
le diagnostic d’une infection précédente.

3. PRINCIPE DE LA METHODE
Le test se base sur le principe ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). L'antigéne se lie a la phase solide.
En le faisant incuber avec du sérum humain dilué, les
immunoglobulines spécifiques se lient a l'antigéne. Aprés lavage
pour éliminer les protéines qui n'ont pas réagi, on effectue
lincubation avec le conjugué constitué d’anticorps monoclonaux
anti-lgM humaines conjugués avec du peroxyde de raifort.
Le conjugué non lié est éliminé et le substrat de la peroxydase
est ajouté.
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La couleur bleue qui se développe est proportionnelle a la
concentration des anticorps spécifiques présents dans le sérum
en examen.

Lorsque la réaction enzymatique est interrompue par ajout d'une
solution d'acide sulfurique, la coloration vire au jaune. La
couleur, proportionnelle a la quantité d'anticorps spécifiques
présents dans le sérum, peut étre lue dans un lecteur de
microplaques.

4. PRECAUTIONS
UNIQUEMENT POUR DIAGNOSTIC IN VITRO.

Ce coffret contient des matériaux d’origine humaine qui ont
été controlés et trouvés négatifs, tant pour la recherche de
HBsAg que pour la recherche des anticorps anti-VIH-1/VIH-
2 et anti-VHC. Etant donné qu'aucun test diagnostic ne peut
offrir une garantie absolue quant a l'absence d'agents
infectieux, tout matériau d'origine humaine doit étre
considéré comme étant potentiellement infecté. Tous les
réactifs et échantillons doivent étre maniés conformément
aux normes de sécurité normalement adoptées par les
laboratoires.

Mise au rebut des résidus : les échantillons de sérum et les
réactifs utilisés doivent étre traités comme des résidus
infectés. lls doivent donc étre éliminés conformément aux
réglementations légales en vigueur.

Avertissements pour la sécurité personnelle

17. Ne pas pipeter avec la bouche.

18. Utiliser des gants a jeter et des lunettes de protection lors
de la manipulation des échantillons et durant l'essai.

19. Se laver soigneusement les mains aprés avoir terminé le
test.

20. En ce qui concerne les caractéristiques de sécurité des
réactifs contenus dans le coffret, se référer aux Fiches de
Données de Sécurité (disponibles sur demande).

21.Tout matériel non jetable doit étre stérilisé aprés son
utilisation, de préférence en autoclave a 121 °C pendant 1
h. Tous les dispositifs a usage unique doivent étre éliminés
conformément & la réglementation en vigueur.

22. L’acide chlorhydrique 2M utilisé pour laver la verrerie est
corrosif, ces substances doivent étre utilisées avec
prudence. En cas de contact avec la peau ou les yeux, laver
abondamment a I'eau.

23. Les acides neutralisés et les déchets liquides doivent étre
décontaminés avec un volume suffisant de solution
d’hypochlorite de sodium pour que la concentration finale
soit de 1 % minimum. Une exposition a I'hypochlorite de
sodium a 1 % pendant 30 minutes devrait suffire pour
garantir une décontamination efficace.

24. En cas de renversement accidentel de matériaux
potentiellement infectés, essuyer immédiatement avec du
papier absorbant et décontaminer la zone contaminée
avec, par exemple, de I'hypochlorite de sodium (1 %), avant
de continuer le travail. En présence d’'un acide, veiller a bien
essuyer le plan de travail avant d'utiliser de I'hypochlorite
de sodium. Tout matériel (notamment les gants) utilisé pour
décontaminer les zones salies par déventuels
renversements accidentels, doit étre considéré comme
potentiellement infecté et éliminé. Ne pas mettre en
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autoclave de matériaux contenant de I'hypochlorite de
sodium.

Précautions analytiques

37. LaD.O. du Cut-Off, des contrdles et des échantillons peut
varier légerement d'une plaque a l'autre. Par conséquent, si
I'on utilise durant la méme session des barrettes provenant
de différentes plaques, méme si elles appartiennent au
méme lot, il faut répéter la détermination du Cut-Off.

38. Laisser les réactifs revenir a la température ambiante (18-
30°C) avant leur utilisation. Aussitdt aprés leur utilisation,
conserver les réactifs a la température de conservation
recommandée. Il est important de disposer d'une
thermostatation correcte pour l'incubation des
barrettes. Vérifier que le thermostat ne descend pas en-
dessous de 35°C et ne dépasse pas 39°C.

39. Ouvrir le sachet contenant les barrettes aprés au moins une
demi-heure a température ambiante.

40. Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de péremption.
Eviter toute contamination microbienne des réactifs car cela
réduit la validité du produit et peut donner des résultats
erronés.

41. Ne pas changer la Procédure, ni remplacer les réactifs par
des produits d'autres fabricants ou d'autres lots, sauf s'il est
spécifiquement indiqué que le réactif est interchangeable
d'un lot & l'autre. Ne pas réduire les temps d'incubation
recommandés.

42. Toute verrerie utilisée pour le test doit étre lavée
soigneusement avec de I'acide chlorhydrique 2M et rincée
a l'eau distillée ou déionisée.

43. N'exposer les réactifs ni a une forte lumiére, ni aux vapeurs
d’hypochlorure pendant leur conservation ou pendant les
phases d'incubation.

44. Eviter le desséchement des puits pendant le test.

45. Eviter I'utilisation de congélateurs auto-dégivrants pour
conserver les échantillons.

46. Eviter la contamination croisée entre les réactifs. Il est
important d'utiliser des pipettes "dédiées" pour l'utilisation
avec le substrat et avec le conjugué.

47. Eviter de toucher le bord du puits avec le conjugué.

48. Ne pas souffler sur les microplaques.

49. Les dosages immunoenzymatiques peuvent parfois
présenter un effet particulier sur le bord ("effet de bord") ;
on peut minimiser cet effet en augmentant 'humidité durant
les phases d'incubation. Les plaques doivent étre
recouvertes de leurs couvercles et incubées a 37°C ou au
bain-marie, en utilisant un support pour les plaques, ou
dans un incubateur. Sinon, les plaques peuvent étre
incubées dans un analyseur adéquat. Pour plus de détails,
consulter le manuel d'utilisation de l'instrument. Ne pas
utiliser d'incubateurs & COs.

50. Avant de lire la microplaque, veiller a ce que le fond de la
microplaque soit propre et sec et qu'il n’y ait aucune bulle
d’air a la surface du liquide.

51. Les échantillons fortement hémolysés, lipémiques,
ictériques, de sérum non complétement coagulé ou les
échantillons présentant une contamination microbienne
peuvent causer des résultats erronés.

52. Eviter la contamination des puits avec la poudre des gants
jetables.

53. Lutilisation du kit avec des instruments automatiques doit
étre validée par I'utilisateur.
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54. Lire le Manuel d'Utilisation des instruments utilisés, en
particulier les chapitres concernant :

- Linstallation et les précautions spécifiques.

- Le principe opérationnel, les instructions, les précautions et
les risques d'utilisation.

- Les spécifications du fabricant et les performances de
linstrument.

- La maintenance et le support technique.

5. COMPOSITION DU COFFRET ET PREPARATION
DES REACTIFS
Les réactifs suffisent pour 96 déterminations.

Laisser les réactifs revenir a la température ambiante avant
l'utilisation.

MT PLATE] MICROPLAQUE 12x8

(PF 93054-C)

Contenu : 1 plaque de 96 puits sensibilisés avec de I'antigene
synthétique de la capside du virus.

Utilisation : Ouvrir I'enveloppe de la plaque du coté opposé au
code (EM suivi du numéro de lot) qui est utilisé a des fins
d'identification ; prendre le support et les barrettes nécessaires.
Ranger les barrettes non utilisées dans le sachet en
polyéthyléne avec le gel de silice ; faire sortir l'air et fermer en
appuyant sur la fermeture.

CONJUGUE 1x16 mL

(PF93571)

Contenu : anticorps monoclonaux anti-lgM humaines marqués a
la peroxydase, dans un tampon phosphate contenant 0.05% de
phénol et 0.02% de Bronidox. Liquide prét a l'usage.

CALIBRATEUR 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Contenu : Sérum humain & concentration connue d'anticorps
IgM, dilué dans un tampon phosphate 0.01 mol/l a 1% de BSA
et 0.09% d'azoture de sodium.

Liquide prét a l'usage.

Le titre, reporté sur I'étiquette en unités arbitraires, est 20-80-160
AU/ml. Le calibrateur 1 contenant 20 AU/ml correspond au
contréle seuil.

Couleur : la couleur des sérums de contrle dépend de la
concentration en anticorps.

CONTROL IgG - CONTROLE NEGATIF IgG 1x1.6 mL

(PF93910)

LLOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Sérum humain, ne contenant pas d'anticorps IgM anti-
antigenes de la capside du virus d’Epstein-Barr, dilué dans un
tampon phosphate 0.01 mol/l contenant 1% de BSA et 0.09%
d'azoture de sodium. Liquide prét a l'usage.

DILUANT 2 1x100 mL

(PF 93611)

LLOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Solution protéique dans un tampon phosphate
contenant 0.09% d'azoture de sodium et un colorant (orange de
méthyle).

Utilisation : A utiliser pour la dilution des échantillons. Liquide
prét a l'usage.
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ISAMP SORBENT 10| SAMPLE SORBENT 10 1x7 mL
(PF30253)

LOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Solution protéique dans un tampon phosphate avec
0.09 % d'azoture de sodium, un colorant (orange de méthyle) et
des anticorps anti-lgG humaines.

Utilisation : A utiliser pour la dilution des échantillons (dans le
puits). Liquide prét a l'usage.

ASH BUF 10x, TAMPON DE LAVAGE 10x 1x100 mL

(PF93603)

LLOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Solution saline tamponnée (PBS) concentrée 10 fois
contenant 0.5% de Brij.

Préparation : Diluer le volume nécessaire 1:10 avec de l'eau
distillée ou déionisée pour obtenir le tampon de lavage prét a
I'emploi. Si des cristaux sont présents, les dissoudre a 37°C
avant la dilution.

SUBS TMB| SUBSTRAT 1x12 mL

(PF 93619)

LOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Tétraméthylbenzidine (0.26 mg/ml) et H202 (0.01%)
stabilisés dans un tampon citrate 0.05 mol/l (pH 3.8). Liquide prét
al'usage.

SOLUTION D'ARRET 1x16 mL

(PF 93602)
LOTS INTERCHANGEABLES|
Contenu : Solution de H2SO4 0.3 mol/l. Liquide prét a 'usage.

FEUILLES ADHESIVES (2)
SACHET EN POLYETHYLENE (1)

AUTRE MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

« Incubateur & 37-40°C

« Lecteur de microplaques (longueur d'onde 450 ou 450/620
nm, avec une linéarité jusqu'a OD = 2.000)

« Laveur de microplaques (recommandé) capable de fournir des
volumes de 225-375 pl

« Eau distillée ou déionisée

« Verrerie normale de laboratoire : cylindres, éprouvettes, efc.

o Micropipettes capables de prélever 10,100,000 pl de
solution

« Gants a usage unique

« Chronométre

« Solution d’hypochlorure de sodium (5 %)

« Récipients pour les matériaux potentiellement infectés

« Papier absorbant

6. MODAI,ITES DE CONSERVATION ET STABILITE
DES REACTIFS
Les réactifs doivent étre conservés a 2-8°C.

La date de péremption est imprimée sur chaque composant
et sur I'étiquette apposée sur 'emballage.

Les réactifs ont une stabilité limitée aprés ouverture et/ou
préparation:
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MICROPLAQUE 8 semaines a 2-8°C, sachet en
polythéne
CONJUGUE 8 semaines a 2-8°C
CALIBRATEURS 8 semaines a 2-8°C
CONTROLE NEGATIF 8 semaines & 2-8°C
DILUANT 2 jusqu'a péremption a 2-8°C
SAMPLE SORBENT 10 jusqu’a péremption a 2-8°C
SUBSTRAT jusqu’a péremption a 2-8°C;
1 semaine a 15-30°C;
dans l'obscurité
TAMPON DE LAVAGE 2 semaines a 2-8°C; 5 jours a
15-30°C
SOLUTION D'ARRET jusqu'a péremption a 2-8°C

7. TYPE D’ECHANTILLON ET CONSERVATION
L'échantillon est représenté par le sérum obtenu par du sang
prélevé par prise de sang normale et manipulé comme
recommandé dans les procédures standard de laboratoire.

Les conséquences de ['utilisation d'autres liquides biologiques
ne sont pas connues.

Le sérum frais peut étre conservé pendant 4 jours entre 2 et 8
°C ; pour des périodes de conservation plus longues, congeler a
-20°C.

L’échantillon peut subir jusqua un maximum de 3
décongélations.

Eviter l'utilisation de congélateurs auto-dégivrants pour
conserver les échantillons. Aprés décongélation, agiter avec soin
avant le dosage.

La non-activation a la chaleur peut provoquer des résultats
erronés.

La qualité de I'échantillon peut étre sérieusement influencée par
la contamination microbienne qui peut porter a des résultats
erronés.

8. PROCEDURE

PREPARATION
Avant le début du test, amener tous les réactifs a température
ambiante (18-30°C).

- Préparer le nombre nécessaire de barrettes.

- Préparer le tampon de lavage en diluant le tampon de lavage
10x (100 ml + 900 ml H20).

- Diluer les échantillons 1:26 en distribuant 40 ul de sérum dans
1 ml de diluant.

EXECUTION DU TEST

15. Distribution des échantillons :
Distribuer 50 pl de Sample Sorbent 10 par puits et 50 pl
d'échantillon dilué (il est préférable d'effectuer I'analyse en
double).
Distribuer 100 pl de contréle négatif et 100 ul de chaque
calibrateur par puits.
Le strict minimum est de 1 contrble négatif et 1 de chaque
niveau de calibrage.
Laisser un puits de la barrette pour le blanc (100 pl de
substrat).

16. Incubation :
Incuber la plaque recouverte d'une feuille adhésive a 37°C
pendant 45 minutes.

17. Lavage :
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Retirer la feuille adhésive, aspirer le contenu de tous les
puits et laver 4 fois en remplissant chaque puits avec 300 pl
de solution de lavage. Attendre 30 secondes avant chaque
lavage.
18. Distribution du conjugué :
Distribuer 100 pl de conjugué a chaque puits de la plaque.
19. Incubation du conjugué :
Incuber la plaque recouverte d'une feuille adhésive a 37°C
pendant 45 minutes.
20. Lavage :
Retirer la feuille adhésive, aspirer le contenu de tous les
puits et laver 4 fois en remplissant chaque puits avec 300 pl
de solution de lavage. Attendre 30 secondes avant chaque
lavage.
21. Distribution du substrat :
Distribuer 100 pl de substrat & chaque puits de la plaque.
22. Incubation du substrat :
Incuber la plaque a température ambiante pendant 15
minutes.
23. Arrét de la réaction :
Distribuer 100 pl de solution d'arrét en suivant l'ordre d'ajout
indiqué au point 4.
24, Lecture :
Lire les D.O. & 450 nm ou 450/620 nm dans un délai de 30
min. Relire a 405 nm s'il y a des D.O. supérieures a 2.000.

9. SCHEMA DE L'ESSAI POUR ENZY-WELL
EPSTEIN-BARR VCA IgM

PHASE 1 Mettre 50 pL de Sample Sorbent 10 et 50 uL de

sérum dilué. Mettre 100 pL de contrdle négatif et

de calibrateur dans les puits de la barrette. Agiter.

Incuber-45 min. & 37°C
Laver 4-fois (300 L)

PHASE 2 Mettre 1-00 WL de conjugué par puits
Incuber-45 min. & 37°C
Laver 4-fois (300 L)

PHASE 3 Mettre 1-00 ML de Substrat par puits
Incuber-15 min. a t.a.

PHASE 4 Ajouter 100 L de Solution d'Arrét

Lire la D.O. a 450 nm ou 450/620 nm dans un
délai de 30 min.

10. VALIDATION DU TEST
Retirer la valeur du blanc (< 0.150) de toutes les autres lectures.

Controle négatif : le rapport entre la D.O. du contrdle négatif et
la D.O. du cut-off (Calibrateur 1) doit étre < 0.6

Contrdle positif (Calibrateur 3): doit avoir une D.O. = 1.0
Contrdle cut-off (Calibrateur 1): la D.O. doit étre = 0.2.

Si 'un des résultats des sérums de contréle n'est pas compris
dans la plage d'acceptation, répéter le test. Si le probleme
persiste, contacter le Scientific Support.
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Tél.: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
e-mail :  scientificsupport@diesse.it

11. INTERPRETATION DES RESULTATS
RESULTATS QUALITATIFS
Calculer le rapport entre la valeur de la D.O. de I'échantillon et
celle du Cut-Off (Indice).
L'échantillon est considéré comme :

POSITIF : quand I'Indice est > 1.2
DOUTEUX : pour toutes les valeurs 0.8-1.2
NEGATIF : quand I'Indice est < 0.8

En cas de résultat incertain, refaire le test. Si le résultat reste
incertain, répéter le prélévement.

RESULTATS SEMI-QUANTITATIFS

Tracer la courbe des D.O. des calibrateurs, soustraites de la
D.O. du blanc, selon le titre (AU/ml) de chaque calibrateur.
Obtenir le titre correspondant de I'échantillon examiné par
interpolation.

Effectuer une courbe standard pour chaque session.

L'échantillon est considéré comme :

POSITIF : quand le résultat est > 24
DOUTEUX : pour toutes les valeurs comprises entre 16 et 24
NEGATIF : quand le résultat est < 16

En cas de résultat incertain, refaire le test. Si le résultat reste
incertain, répéter le prélevement aprés environ 2 semaines.

12. LIMITES DU TEST
Toutes les valeurs obtenues nécessitent une interprétation
prudente ne négligeant pas d'autres indicateurs relatifs au méme
patient.
En effet, les test ne peut étre utilisé seul pour un diagnostic
clinique et le résultat du test doit étre évalué conjointement avec
des données provenant de I'anamnése du patient et/ou d'autres
enquétes diagnostiques.
Une interprétation attentive d’une infection provoquée par 'lEBV
se base sur les résultats du VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG, EA
IgG et EA IgM.
Les caractéristiques de la performance n’ont pas été évaluées
dans les sujets atteints du lymphome de Burkitt, le cancer du
rhinopharynx ou dautres lympho-adénopathies associés a
I'EBV, a I'exclusion de la mononucléose associée a 'EBV.

13. SPECIFICITE DE L'ANALYSE
5 échantillons ont été testés (2 négatifs, 1 cut-off et 2 positifs),
auxquels les perturbateurs suivants ont été ajoutés :

Facteur rhumatoide (44-220 1U/ml)
Bilirubine (4.5-45 mg/dl)
Triglycérides (10-250 mg/dI)
Hémoglobine (5-30 mg/ml)

La présence dans le sérum examiné des perturbateurs
susmentionnés n'altére pas le résultat du test.
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14. REACTIONS CROISEES
59 échantillons positifs aux Toxoplasma, Varicella,
Cytomegalovirus, Herpes simplex, Rubella, ANA ont été testés.
Aucune réaction croisée significative n’a été relevée.

15. ETUDES DE COMPARAISON
Au cours d'un essai, 485 échantillons ont été analysés avec le
kit Diesse et avec un autre kit en vente dans le commerce.
Les données de I'essai sont schématisées ci-apres :
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Référence
+ - Total
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
Total 70 415 485

Percent Positive Agreement (~Sensibilité diagnostique) :
98.6% Close: 92.3 - 99.7

Percent Negative Agreement: (~Spécificité diagnostique) :
99.3% Close: 97.9.-99.7

Lavage S'assurer que le
insuffisant laveur fonctionne

correctement
Aspiration S'assurer que le
insuffisante des | laveur fonctionne
puits correctement
Erreur de S'assurer que la
pipetage pipette fonctionne

correctement
Ajout des réactifs | Eviter le

trop lent

dessechement de la
plaque aprés la
phase de lavage.
Ajouter

16. PRECISION ET REPRODUCTIBILITE

INTER-

Précision AN
insuffisante |rpm§d|atement les
réactifs.
Présence de Eviter la formation de
bulles d’air bulles d’air pendant
le pipetage.
Parcours optique | Contréler la source
pas propre lumineuse et la
présence
d'impuretés. Essuyer
le fond de la plaque
avec un mouchoir en
papier.
Temps ou Vérifier le contréle de
température la température et du
Développement | d’incubation non | temps d'incubation
insuffisant de la | correct
couleur Substrat ajouté | Controler le
en volume fonctionnement de la
inadéquat pipette.

Echantilo | 'NTRA-SEANCE SEANCES INTER-LOTS
n Moyenn | CV | Moyenn | CV | Moyenn | CV
e(index) | % | e(index) | % | e(index) | %
12. 12.
1 04 5 04 5 04
14, 14, 15.
2 05 0 05 0 04 0
3 03 - 03 0.0 03 -
4 09 [78] 09 || o9 |67
5 09 [33] o9 || oo |TH
6 1.3 69 1.2 75 1.2 -
7 1.9 74 1.9 8.4 1.8 3.3
8 23 6.1 27 9.3 25 6.0
9 33 39 35 8.3 34 44
10 23 |52 25 || 23 |26
17. RESOLUTION DES PROBLEMES
. CAUSES MESURES A
PROBLEME POSSIBLES PRENDRE
Absence d'unou | Contréler la
de plusieurs procédure.
réactifs, ou ajout | Contrdler si un réactif
des réactifs en n'a pas été ajouté.
ordre erroné Refaire le test.
Plague non Contréler le code
. réactive imprimé sur le sachet
Session non .
de la plaque (lire le
valable (tous , )
négatifs) mode d'emploi).
Controler s'il y a de
Ihumidité sur la
plaque inutilisée. (Le
gel de silice doit
présenter une
couleur jaune pale).
Refaire le test.
Session non Contamination du | Prélever une
valable (tous substrat nouvelle quantité de
positifs) substrat.
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZY-WELL
Epstein-Barr VCA IgM

Para a determinagao semiquantitativa dos
anticorpos IgM anti-antigeno capsideo do virus
de
Epstein-Barr

Somente para uso diagnostico in vitro

1. UTILIZAGAO
Método imunoenzimatico para a determinagédo
semiquantitativa dos anticorpos IgM anti-antigeno capsideo
do virus de Epstein-Barr no soro humano.

2. INTRODUGAO
O virus de Epstein-Barr (EBV) é virus herpético que causa a
mononucleose infecciosa (MI). Este virus é associado ao linfoma
de Burkitt, ao carcinoma nasofaringeo e a sindromes
linfoproliferativas nos imunedeficientes. O virus se encontra em
todo mundo, e 80-90% da populagdo é soropositivo.
A diagnose laboratorial de MI é geralmente feita por meio da
detecgdo, no soro, de anticorpos heterofilos aglutinantes os
glébulos vermelhos de cavalo. Porem, estes anticorpos, que
aparecem durante a doenga, podem nao ser presentes em
pacientes com MI, em particular nos mais jovem de 14 anos, €
podem permanecer por mais de um ano depois da infecgéo.
Portanto, a detecgdo exclusiva de anticorpos heterofilos pode
gerar uma diagnose errada.
Por este motivo € importante detectar anticorpos direcionados
contra os antigenos virais. E de particular utilidade a detecgao
de anticorpos contra o complexo antigénico nomeado “Viral
Capsid Antigen” (VCA) e o antigeno nucléico (EBNA).
Durante a MI, os anticorpos IgM e IgG contra VCA aparecem
sedo, enquanto os anticorpos IgG contra EBNA aparecem mais
tarde. Portanto, a presencga de IgM contra VCA em auséncia de
IgG contra ENBA é indicativa de infecgdo em curso, enquanto a
presenca de IgG contra VCA e de IgG contra EBNA sugere para
uma diagnose de infecgéo pregressa.

3. PRINCiPIO DO METODO

O teste € baseado na técnica ELISA (Ensaio de imunoabsorgao
enzimatica). O antigénio liga-se a fase solida. As
imunoglobulinas especificas s&o ligadas ao antigénio apds a
incubag&o com soro humano diluido. Ap6s as lavagens para
eliminar as proteinas que néo reagiram, a incubacéo é efetuada
com conjugado composto por anticorpos monoclonais anti-lgM
humanos conjugados com peroxidase de rabano. O conjugado
ndo aderido é eliminado e o substrato de peroxidase é
adicionado. A cor azul que se forma é proporcional a
concentragdo de anticorpos especificos presentes no soro
analisado.
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Quando a reagéo enzimatica é interrompida com a adi¢éo de
uma solugdo de acido sulfurico, o soro fica amarelo. A cor,
proporcional a quantidade de anticorpos especificos presentes
no soro, pode ser lida num leitor para microplacas.

4. PRECAUCOES
SOMENTE PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Este kit contém materiais de origem humana com os quais
foram testados de acordo com os testes aprovados pela
FDA e os resultados foram negativos para a presenga de
HBsAg, anticorpos anti-HIV-1, anti HIV-2 e anti-HCV. Visto
que nenhum teste de diagndstico pode oferecer uma
garantia completa em relagdo a auséncia de agentes
infecciosos, todos os materiais de origem humana precisam
ser considerados potencialmente infectados. Todos os
reagentes e as amostras devem ser manuseados conforme
as regras de segurancga definidas em cada laboratério.

Eliminagao de residuos: as amostras de soro e os reagentes
utilizados devem ser tratados como residuos infectados e,
portanto, devem ser eliminados de acordo com as
disposigoes de lei em vigor.

Adverténcias para a seguranca individual

1. Nao pipetar com a boca.

2. Usar luvas descartaveis e uma protegéo para os olhos
quando manusear as amostras e executar o ensaio.

3. Lavar muito bem as mé&os ao terminar o teste.

4, Em mérito as caracteristicas de seguranga dos
reagentes contidos no kit, consultar a Ficha de
Seguranga (Disponivel a pedido).

5. Aparelhos ndo descartaveis devem ser esterilizados
apds a utilizagdo. O método preferido é a autoclave por
1 hora a 121°C; todos os aparelhos descartaveis devem
ser eliminados de acordo com as normas vigentes.

6. O 4écido hidroclérico 2M usado na lavagem de recipientes
de vidros séo corrosivos e devem ser manuseados com
cuidado. Em caso de contato com a pele ou com os
olhos, lavar a area abundantemente com agua.

7. Os acidos neutralizados e os outros residuos liquidos
devem ser desinfectados adicionando um volume de
hipoclorito de sbdio suficiente para obter uma
concentragéo final pelo menos de 1%. A exposicéo ao
hipoclorito de sodio a 1% durante 30 minutos devera ser
suficiente para garantir uma desinfecgao eficaz.

8. Eventuais derramamentos de materiais potencialmente
infectados devem ser absorvidos imediatamente com
papel absorvente e a area afectada devera ser
descontaminada, por exemplo com hipoclorito de sodio a
1%, antes de continuar o trabalho. Se estiver presente
um acido, o hipoclorito de sodio ndo pode ser usado
antes de enxugar a area.

Todos os materiais usados para descontaminar
eventuais derramamentos acidentais, incluindo as luvas,
devem ser eliminados como lixo potencialmente
infeccioso.

N&o esterilizar na autoclave materiais contendo
hipoclorito de sédio.
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Adverténcias analiticas

1.

10.

1.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

A D.O. do Cut-Off, dos controlos e das amostras pode ser
ligeiramente diferente entre diversas placas. Entéo, caso
seja utilizado no mesmo ensaio as tiras de placas diversas,
até do mesmo lote, é necessario repetir a determinagéo do
Cut-Off.

Antes da utilizacdo, deixar que todos os reagentes
alcancem a temperatura ambiente (18-30°C). Recolocar
imediatamente os reagentes a temperatura recomendada
para armazenamento apés a utilizagéo.

E importante trabalhar a temperatura correta para a
incubagdo das tiras. Certificar-se de que o terméstato
nao fique abaixo de 35°C nem acima de 39°C.

Abrir 0 saco que contém as tiras pelo menos apds 30
minutos que estiver em temperatura ambiente.

N&o utilizar os reagentes além do prazo de validade. A
contaminagdo microbioldgica de reagentes deve ser
evitada, visto que podera reduzir a duragdo do produto e
provocar resultados errados.

N&o modificar o procedimento e ndo substituir os reagentes
por outros de outros fabricantes ou outros lotes de
reagente, a ndo ser que sejam classificados como
intermutaveis. Ndo reduzir o tempo de incubagdo
recomendado.

Qualquer recipiente de vidro a ser usado no teste deve ser
devidamente lavado com &cido hidroclérico 2M e depois
enxaguado com agua destilada ou agua deionizada.

N&o expor reagentes a luz intensa ou a vapores de
hipoclorito durante 0 armazenamento ou durante os passos
de incubagéo.

Né&o deixar que 0s pogos sequem durante o procedimento
de ensaio.

Evitar a utilizagdo de congeladores no frost para a
conservagao de amostras.

Evitar a contaminacdo cruzada entre reagentes. E
importante que as pipetas sejam dedicadas a uso exclusivo
com o substrato e o conjugado.

Evitar tocar a borda do pogo com o conjugado.

Né&o “soprar” nas microplacas.

Os ensaios de imunoenzimas podem exibir ocasionalmente
um "efeito de margem". E possivel minimizar tal efeito
aumentando a humidade durante as fases de incubago.
As placas devem ser cobertas com as suas tampas e
incubadas a 37°C, em banho-maria usando uma
sustentagdo para as placas, ou num incubador.
Alternativamente, as placas podem ser incubadas num
analisador aprovado. Para maiores informagdes, consultar
0 manual especifico operacional do instrumento. Os
incubadores de CO2ndo devem ser utilizados.

Antes de ler a placa, certificar-se de que a parte inferior da
placa estd limpa e seca e que ndo existem bolhas na
superficie do liquido.

A utilizagdo de amostras altamente hemolisadas, lipémicas,
ictéricas, soros coagulados de forma incompleta ou
amostras com contaminagdo bacteriana podem gerar
resultados errados.

Evitar a contaminagao dos pogos com o talco das luvas
descartaveis.

O uso do kit com instrumentos automaticos deve ser
validado pelo utilizador.
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18. Para cada instrumento utilizado, leia atentamente o Manual
de Utilizag&o do para obter informagdes adicionais sobre os
seguintes pontos:

— instalag&o e requisitos especiais

— principios de funcionamento,
precaucgdes e riscos

— especificagbes do fabricante e desempenho dos
instrumentos

— manuteng&o e assisténcia técnica

instrucdes,

5. COMPOSICAO DO KIT E PREPARAGAO DOS
REAGENTES
Os reagentes s&o suficientes para 96 determinagdes.

Deixar os reagentes em temperatura ambiente antes da
utilizagao.

MICROPLACA 12x8

(PF93054-C)

Conteldo: 1 placa de 96 pogos sensibilizados com antigénio
capsideo do virus sintético

Utilizagdo: Abrir a embalagem da placa a partir do lado oposto
ao codigo (EM seguido do nimero do lote), que é Util para fins
de identificagdo, retirar o suporte e as tiras necessarias.
Recolocar as outras ndo utilizadas no saco de polietileno com o
gel de silica esvaziar o ar e fechar o pacote premindo o fecho.

CONJUGADO 1x16 mL

(PF93571)

Conteldo: anticorpos monoclonais anti-lgM humanas marcados
com peroxidase, numa solugdo tampdo de fosfato contendo
fenol 0.05% e Bronidox 0.02%. Liquido, pronto a usar.

CALIBRADOR 3x1.6 mL

(PF91871 — PF30077 — PF92072)

Conteudo: Soro humano diluido com uma concentragéo
conhecida de anticorpos IgM, em tampéo de fosfato 0.01 mol/L
com BSA 1% e Azida de Sodio 0.09%. Liquido, pronto a usar.
A titulagdo em unidades arbitrarias, indicada no rotolo , é de 20,
80, 160 AU/ml. O calibrador que contém 20 AU/ml corresponde
ao directo.

Cor: a cor dos calibradores é proporcional ao respectivo titulo
dos anticorpos.

CONTROL IgG -| 19gG CONTROLO NEGATIVO 1x1.6 mL

(PF93910)

Conteudo: Soro humano, isento de anticorpos IgM anti- antigeno
capsideo do virus de Epstein-Barr diluido em tampéo de fosfato
0.01 mol/L contendo BSA 1% e Azida de Sodio 0.09%. Liquido,
pronto a usar.

SAMP DIL 2 |DILUENTE 2 1x 100 mL (PF93611)
INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]|

Conteldo: Solugéo proteica em tampao fosfatado com Azida de
S6dio a 0.09% e metil-orange como corante.

Utilizaco: Para diluigdo das amostras. Liquido, pronto a usar.

ISAMP SORBENT 10|
(PF30253)
INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]

SAMPLE SORBENT 10 1x7 mL
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Conteldo: Solug&o proteica em tamp&o de fosfato com Azida de
Sodio 0.09%, corante (metil-orange) e anticorpos anti-lgG
humanas.

Uso: Usar para a diluigo das amostras (no pogo). Liquido,
pronto a usar.

ASH BUF 10X TAMPAO DE LAVAGEM 10X 1x100 mL

(PF93603)

INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]

Conteldo: Solug&o salina tamponada (PBS), concentrada 10
vezes, que contém Brij 0.5%.

Preparagéo: Diluir o volume necessario na proporgéo de 1:10
com agua destilada ou deionizada para obter o tamp&o de
lavagem pronto a ser usado. Se houver cristais, estes devem ser
dissolvidos a 37°C antes da dilui¢&o.

SUBS TMB| SUBSTRATO 1x12 mL

(PF93619)

INTERMUTAVEL ENTRE LOTES)|

Conteldo: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL e H202 0.01%
estabilizados num tamp&do de citrato 0.05 mollL (pH 3.8).
Liquido, pronto a usar.

H2S04 0.3 M SOLUGAO DE PARAGEM 1x16 mL

(PF93602)

INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]|

Conteudo: Solugdo de H2S04 0.3 mol/L. Liquido, pronto para o
uso.

Liquido, pronto a usar.

PELICULAS ADESIVAS (2).
SACO DE POLIETILENO (1).

OUTROS MATERIAIS NECESSARIOS, MAS QUE NAO
FORAM FORNECIDOS.
— Incubador a 37-40°C
— Leitor de microplacas (comprimento de onda 450 ou
450/620 nm, com linearidade até OD >= 2.000)
—  Sistema de lavagem de microplacas (preferivel) capaz
de fornecer volumes entre 225-375 pl
—  Agua destilada ou deionizada
— Recipientes de vidro normais para laboratorio:
cilindros, provetas, etc.
—  Micropipetas capazes de recolher com precisdo 10,
100, 1000 pl de solugao
—  Luvas descartaveis
—  Temporizador
—  Solug&o de hipoclorito de sédio 5%
— Recipientes para recolha de materiais potencialmente
infectados
—  Papel absorvente

6. MODALIDADES DE ARMAZENAMENTO E
ESTABILIDADE DOS REAGENTES
Os reagentes devem ser conservados a 2-8°C.

0 prazo de validade esta impresso em cada componente e
no rétulo externo da embalagem.

Os reagentes tém uma estabilidade limitada apés abertura
el/ou preparagio:
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MICROPLACA 8 semanas a 2-8°C em saco de
polietileno

CONJUGADO 8 semanas a 2-8°C

CALIBRADORES 8 semanas a 2-8°C

CONTROLO NEGATIVO 8 semanas a 2-8°C

DILUENTE 2 até ao prazo de validade a 2-8°C

SAMPLE SORBENT 10 até ao prazo de validade a 2-8°C

SUBSTRATO até ao prazo de validade a 2-8°C; 1
semana a 15-30°C; guardar ao
abrigo da luz

TAMPAO DE LAVAGEM 2 semanas a 2-8°C, 5 dias a 15-
30°C

SOLUGCAO DE PARAGEM  até ao prazo de validade a 2-8°C

7. TIPO DE AMOSTRAS E CONSERVAGAO
O tipo de amostra é representado por soro, obtido de sangue
recolhido das veias e manuseado de acordo com o0s
procedimentos standard de laboratério.
Né&o sdo conhecidas as consequéncias provocadas pelo uso de
outros liquidos biol6gicos.
O soro fresco pode ser conservado durante 4 dias entre 2 e 8°C;
para periodos de conservagdo mais prolongados, congelar a —
20°C.
A amostra pode ser descongelada até um maximo de 3 vezes.
Evitar o uso de congeladores no frost para a conservagéo das
amostras. Depois de descongelar, misturar cuidadosamente
antes do teste.
A inativagdo de calor pode levar a resultados errados. A
qualidade das amostras pode ser gravemente influenciada pela
contaminagao bacteriana, que pode gerar resultados errados.

8. PROCEDIMENTO
PREPARACAOQ
Antes de iniciar o teste, deixar que todos os reagentes alcancem
a temperatura ambiente (18-30°C).

—  Preparar a quantidade necessaria de tiras

—  Preparar o tamp&o de lavagem diluindo-o tamp&o de
de lavagem 10x (100 mL + 900 mL H20).

—  Diluir as amostras 1:26 distribuindo 40 L de soro em
1 mL de diluente.

EXECUCAQ DO TESTE

1. Distribuicdo das amostras:
Distribuir 50 ul de Sample Sorbent 10 por pogo e 50 ul de
amostra diluida (& preferivel efetuar uma andlise dupla).
Distribuir 100 pl de controlo negativo e 100 pl de cada
calibrador por pogo.
O requisito minimo indispensavel é 1 controlo negativo e 1
de cada nivel de calibragao.
Deixar um pogo da tira para o branco (100 uL de substrato).

2. Incubagéo:
Incubar a placa coberta com folha adesiva a 37°C por 45
minutos.

3. Lavagem:
Remover a folha adesiva, aspirar o contelido de todos os
pogos ¢ lavar 4 vezes, enchendo cada pogo com 300 uL de
solugéo de lavagem. Aguardar 30 segundos antes de cada
lavagem.

4. Distribui¢do do conjugado:

Distribuir 100 pL de conjugado para cada pogo da placa.

Incubagéo do conjugado:

o
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Incubar a placa coberta com folha adesiva a 37°C por 45
minutos.

6. Lavagem:
Remover a folha adesiva, aspirar o contetido de todos os
pogos e lavar 4 vezes, enchendo cada pogo com 300 uL de
solugéo de lavagem. Aguardar 30 segundos antes de cada
lavagem.

7. Distribuigdo do substrato:
Distribuir 100 L de substrato para cada pogo da placa.

8. Incubagao do substrato:
Incubar a placa em temperatura ambiente por 15 minutos.

9. Parada da reagao:
Distribuir 100 pL de solugéo de paragem seguindo a mesma
ordem de adi¢do do ponto 4.

10. Leitura:
Ler as D.O. a 450 nm ou 450/620 nm no prazo de 30 min.
Efetuar novamente a leitura a 405 nm em caso de D.O.
superiores a 2.000.

9. ESQUEMA DO ENSAIO PARA  ENZY-WELL
EPSTEIN-BARR VCA IgM
PASSO 1 Distribuir 50 uL de Sample Sorbent 10 e 50 uL
de soro diluido. Distribuir 100 puL de controlo
negativo e de cada calibrador nos pogos da tira.
Agitar.

Incubar durante 45 minutos a 37°C
Lavar 4 vezes (300 pL)

PASSO 2 Distribuir 100 pL de conjugado em cada pogo

Incubar durante 45 minutos a 37°C

Lavar 4 vezes (300 L)

PASSO 3 Distribuir 100 uL de substrato em cada pogo

Incubar durante 15 minutos em temperatura
ambiente.

PASSO 4 Adicionar 100 pL de Solugéo de Paragem.

Lera D.O. a 450 nm ou 450/620 nm dentro de
30 min.

10. VALIDAGAO DO TESTE
Tirar o valor do branco (< 0.150) de todas as outras leituras.

Controlo negativo: A relagdo entre a D.O. do controlo negativo e
aD.0. do cut-off (Calibrador 1) deve ser < 0.6.

Controlo positivo (Calibrador 3): a D.O. deve ser = 1.0

Controlo cut-off (Calibrador 1): a D.O. deve ser = 0.2.

Se um dos resultados dos soros de controlo estiver fora do
intervalo de aceitagdo, repetir o teste. Se o problema persistir,
contatar o Scientific Support.

Tel: 0039 0577 319554
Fax: 0039 0577 366605
email: scientificsupport@diesse.it
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11. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
TEST QUALITATIVO
Calcular a relagéo entre o valor DO da amostra e aquela do cut-
off (INDICE).
A amostra é considerada:

POSITIVA: quando o indice for > 1.2
INCERTA: per tutti i valori 0.8-1.2
NEGATIVA: quando I'Index ¢ < 0.8

Repetir o teste em caso de resultado incerto. Se o resultado
continua incerto, repetir a colheita.

TEST SEMIQUANTITATIVO

Transformar em grafico as OD dos calibradores, subtraidas da
OD do branco, em fung&o do titulo (AU/ml) de cada calibrador.
Obter o titulo correspondente da amostra em exame por
interpolagao.

Deve ser executada uma curva padréo para cada sessao.

A amostra é considerada:

POSITIVA: quando o resultado for > 24
INCERTA: para todos os valores incluidos entre 16 e 24
NEGATIVA: quando o resultado for < 16

Repetir o teste em caso de resultado incerto. Se o resultado
continua incerto, repetir a colheita ao fim de cerca de 2 semanas

12. LIMITAGOES
Todos os valores obtidos necessitam de uma interpretagéo
atenta independentemente dos outros indicadores relativos ao
mesmo paciente.
O teste, de fato, por si s ndo pode ser utilizado para um
diagnéstico clinico definitivo.
O resultado do teste deve ser sempre avaliado em conjunto com
os dados provenientes da anamnese do paciente e/ou com
outros procedimentos diagnésticos.
Uma interpretagéo exacta de uma infecgdo EBV deve basear-se
nos resultados de VCA IgG, VCA IgM, EBNA IgG, EA 1gG e EA
IgM.
As caracteristicas de desempenho ndo foram avaliadas em
pacientes afectados por carcinoma de nasofaringe, linfoma de
Burkitt ou outras linfadenopatias associadas a EBV, para além
de mononucleose relacionada com EBV.

13. ESPECIFICIDADE ANALITICA
Foram testadas 5 amostras (2 Negativos, 1 Cut-Off e 2
Positivos) as quais foram adicionados o0s seguintes
interferentes:

Fator Reumatoide (44-220 [U/ml)
Bilirrubina (4.5-45 mg/dl)
Triglicéridos (10-250 mg/dl)
Hemoglobina (5-30 mg/ml)

A presenca, no soro em analise, das substancias interferentes acima
referidas ndo altera o resultado do teste.
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14. REAGOES CRUZADAS
59 amostras, positvas em  Toxoplasma, Varicella,
Cytomegalovirus, Herpes simplex, Rubella e ANA foram
testadas.
Né&o foram detectadas reagdes cruzadas significativas.

15. ESTUDOS DE COMPARAGAO
Numa experimentacao foram analisadas 485 amostras com o kit
Diesse e com um outro kit do mercado.

Esquematizam-se, de seguida, os dados da experimentagéo:

Referéncia
+ - Total
+ 69 3 72
Diesse - 1 412 413
Total 70 415 485

Percent Positive Agreement (~Sensibilidade Diagndstica):
98.6% Clgss: 92.3 - 99.7

Percent Negative Agreement: (~Especificidade Diagndstica):
99.3% Clese: 97.9.-99.7
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Pouca precisdo

Lavagem Certificar-se de que
inadequada o0 aparelho de
lavagem esteja
funcionando direito
Aspiragdo Certificar-se de que
inadequada de | o aparelho de
poGos lavagem esteja
funcionando direito
Erro de Verificar o
pipetagem funcionamento da
pipeta
A adicéo de Evitar a secagem
reagente é muito | da placa apés a
lenta lavagem. Adicionar

0s reagentes
imediatamente

Presencga de

Evitar a formagéo

16. PRECISAO E REPETIBILIDADE

No Ensaio Entre Ensaios Entre Lotes
Amostra Média cv Média Média
(ndex) | % | (ndex) | V% | (ndex) | CV*
1 04 | 2| o4 | 125 | o4
5
2 0.5 13' 0.5 14.0 04 15.0
3 0.3 - 0.3 0.0 0.3 -
4 0.9 7.8 0.9 12.2 0.9 6.7
5 0.9 3.3 0.9 144 0.9 111
6 1.3 6.9 1.2 75 1.2 -
7 19 74 1.9 84 1.8 33
8 2.3 6.1 2.7 9.3 2.5 6.0
9 3.3 3.9 35 8.3 34 4.4
10 2.3 52 2.5 10.8 2.3 2.6

17. RESOLUGAO DE PROBLEMAS

POSSIVEIS

PROBLEMA FONTESDE | AGOESF SEREN
ERRO
Um ou mais Verificar o
reagentes ndo procedimento.

Ensaio invalido
(todos negativos)

foram
adicionados ou
estdo na
sequéncia
incorreta

Verificar se algum
reagente nao foi
utilizado. Repetir o
teste

Placa no reativa

Verificar o codigo
no saco da placa
(ver as instrucbes
de uso).

Verificar a
existéncia de
humidade na placa
nao utilizada. (O
gel de silica deve
estar amarelo).
Repetir o teste

Ensaio invalido
(todos positivos)

Contaminagéo
do substrato

Recolher nova

quota de substrato.

bolhas de bolhas de ar
durante a
pipetagem.

A passagem Verificar se existe

Opticando estda | sujidade na fonte

limpa de luz do
instrumento e do
detector. Limpar o
fundo da placa com
um lenco de papel.

Tempos ou Verificar o

temperatura de | monitoramento da

incubacao temperaturae o

inadequados tempo de

Desenvolvimento incubagéo
inadequado de cor | Volume Verificar a fungéo

inadequado do | de pipetagem

substrato

adicionado a

placa
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Contains sufficient for <n> tests
Contenido suficiente para <n> ensayos
Contenuto sufficiente per "n" saggi

Temperature limitation
Limite de temperatura
Limiti di temperatura

Consult Instructions for Use
Consulte las instrucciones de uso
Consultare le istruzioni per I'uso

Biological risks
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Rischio biologico

Catalogue number
NUmero de catalogo
Numero di catalogo

In Vitro Diagnostic Medical Device
Producto sanitario para diagnéstico in vitro
Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Batch code
Cadigo de lote
Codice del lotto

41/41

Utiliser jusque

Huepopnvia Mgng

Prazo de validade

Attention voir notice d'instructions

Mpogidotoinan, ouuBouAeuTEiTE TA GUVODG EVTUTIOL
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Fabricant
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Consulte as instrugdes de utilizagdo
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Référence du catalogue

Ap16ud¢ kataAdyou

Referéncia de catalogo

Dispositif médical de diagnostic in vitro

In Vitro AiayvwaTik6 latpoTexvoloyikd Tpoiov
Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
Code du lot

Ap16udg Mapridag
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