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ISTRUZIONI PER L’USO
ENZYWELL
CYTOMEGALOVIRUS IgG AVIDITY
91092 (Italiano)

1. UTILIZZAZIONE

METODO IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE DELL’AVIDITA DEGLI ANTICORPI
19gG ANTI CYTOMEGALOVIRUS PRESENTI NEL SIERO UMANO. DA UTILIZZARE COME AUSILIO
ALLA DIAGNOSI DELL’INFEZIONE DA CYTOMEGALOVIRUS.

2. INTRODUZIONE

Il cytomegalovirus € un herpes virus che si trasmette in stretto contatto interumano.

La maggior parte dei soggetti risulta infettata in modo asintomatico. Il virus, al contrario, @ molto pericoloso nei
pazienti immunodepressi nei quali pud provocare la morte. Le donne sieronegative che contraggono la malattia durante
la gravidanza la possono trasmettere al feto. Nel 95% dei casi questo avviene senza conseguenze ma nei neonati
sintomatici si puo avere ittero, epato-splenomegalia e ritardo psicomotorio. Per questo € molto importante conoscere lo
stato immunitario della paziente ed osservare I'eventuale sieroconversione.

Alcune volte non basta la sola individuazione di anticorpi IgM, poiché la presenza di questi anticorpi puo essere dovuta
a persistenza delle IgM o reinfezione asintomatica da cytomegalovirus, senza presentare rischi per il feto.

Per questo risulta utile dosare l'avidita degli anticorpi IgG in quanto € stato dimostrato che questa € bassa nella fase
acuta ed aumenta con il passare del tempo.

Per questo la presenza di anticorpi a bassa avidita & indice di infezione recente o in atto.

L'avidita delle 1gG nel siero puo essere dosata con questo kit ELISA.

3. PRINCIPIO DEL METODO

Il test & basato sul principio ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

L'antigene da cytomegalovirus parzialmente purificato ed inattivato viene legato alla fase solida. Per incubazione con
siero umano diluito le immunoglobuline specifiche si legano all'antigene. Il campione viene deposto in due pozzetti (o
in quattro per il test in duplicato) e lasciato in incubazione. Dopo lavaggio della fase solida, in un pozzetto viene posto
il Tampone dissociante mentre nell'altro soluzione di lavaggio. Il primo tampone provochera la dissociazione del
legame tra antigene ed anticorpo e questa sara proporzionale alla avidita degli anticorpi. Dopo lavaggi per eliminare le
proteine che non hanno reagito, si effettua lI'incubazione con il coniugato costituito da anticorpi monoclonali anti IgG
umane marcati con 1’enzima Perossidasi di rafano.

Si elimina il coniugato che non si ¢ legato e si aggiunge il substrato specifico per I’enzima.

Il colore che si sviluppa € proporzionale alla concentrazione degli anticorpi specifici presenti nel siero in esame rimasti
legati all'antigene legato alla fase solida. Il rapporto tra la densita ottica del pozzetto dove ¢ stato incubato il tampone
dissociante e quella dove & stato incubato il tampone di lavaggio & espresso in percentuale e costituisce la misura
dell'avidita del siero in esame verso l'antigene Cytomegalovirus.

4. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI REAGENTI
- | reagenti sono sufficienti per 24 determinazioni.
- Portare i reattivi a temperatura ambiente prima dell'uso.

MICROPIASTRA SENSIBILIZZATA CON CYTOMEGALOVIRUS 3 x 16 pozzetti

Uso: Aprire I'involucro delle strips dalla parte opposta al codice (C seguito dal numero di lotto) che serve per la sua
identificazione; prendere il supporto ed inserire i pozzetti necessari. Riporre gli altri non utilizzati nella busta di
politene con il gel di silice; fare uscire l'aria e sigillare premendo sulla chiusura.

CONJ CONJUGATE 1x12mL
Contenuto: una soluzione di anticorpi monoclonali anti 1gG umane marcati con perossidasi in tampone fosfato
contenente fenolo 0.05% e Bronidox 0.02%. Pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

ICONTROL LOW| CONTROLLO A BASSA AVIDITA 1x25mL
Contenuto: Siero umano contenente IgG anti CMV a bassa avidita in tampone fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% e sodio
azide 0.09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione.
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ICONTROL HIGH CONTROLLO AD ALTA AVIDITA 1x25mL
Contenuto: Siero umano contenente 1gG anti CMV ad alta avidita in tampone fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% e sodio
azide 0,09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

AVIDITY BUF TAMPONE AVIDITY 1x 10 mL

Contenuto: Urea in soluzione salina tamponata contenente fenolo (0.05%) e Bronidox (0.02%), pronto all'uso. Se sono
presenti cristalli, discioglierli a 37°C prima dell'uso.

TAMPONE DI LAVAGGIO 10X 1 x 100 mL [INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|

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

Preparazione: Diluire 1:10 con acqua distillata per ottenere il tampone di lavaggio pronto all'uso. Se sono presenti
cristalli, discioglierli a 37°C prima di diluire.

SAMP DIL 2 DILUENTE 2 (PF93611) 1 x 100 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Da utilizzare per la diluizione dei campioni.
Contenuto: Soluzione proteica in tampone fosfato con sodio azide 0.09% piu colorante (metilarancio).

SUBS TMB| SUBSTRATE 1 x 12 mL Pronto all'uso INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Contenuto: Tetrametilbenzidina ed H20- stabilizzati in tampone citrato pH 3.8.

H.SO4 0.3 M| STOP SOLUTION 1 x 16 mL |INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Soluzione di H,SO4 0.3 mol/L pronta all'uso.

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

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO.

- Incubatore a 37°C

- Lettore di micropiastre (lunghezza d'onda 450 nm 0 450/620 nm, con linearita fino ad OD > 2,000)
- Lavatore di micropiastre (non indispensabile) capace di dispensare volumi nel range 225-375 pl
- Acqua distillata o deionizzata

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

- Micropipette e puntali capaci di prelevare accuratamente 10, 100, 1000 pl di soluzione

- Guanti mono-uso

- Contaminuti

- Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

- Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

- Carta assorbente

S. 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 e/o preparazione

REAGENTE CONDIZIONI

MICROPIASTRA 5 settimane 2/8°C busta di polietilene

SIERI DI CONTROLLO 5 settimane 2/8°C

CONIUGATO 5 settimane 2/8°C

SUBSTRATO fino alla scadenza a 2/8°C; 1 settimana a 15/30°C; conservare al buio
DILUENTE CAMPIONI fino alla scadenza a 2/8°C

TAMPONE DI LAVAGGIO p.uso 2 settimane 2/8°C, 5 gg 15/30 °C

TAMPONEAVIDITY fino alla scadenza a 2/8°C

SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2/8°C

6. PRECAUZIONI ED AVVERTENZE

SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO
Questo kit contiene materiali di origine umana che sono stati testati e trovati negativi con test approvati

dalP’FDA sia per la ricerca di HbsAg che per quella degli anticorpi anti-HIV-1, anti-HIV-2 ed anti-HCV..
Poiché nessun test diagnostico pud offrire una completa garanzia sull'assenza di agenti infettivi, qualunque
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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.

2.

Non pipettare con la bocca. Usare guanti monouso e protezione per gli occhi nel maneggiare i campioni e durante
la prova. Lavare accuratamente le mani una volta terminato il test.
| seguenti reagenti contengono concentrazioni basse di sostanze dannose o irritanti:

a) Il tampone di lavaggio contiene detergenti

b) Il coniugato contiene fenolo

c) Il substrato é acido

d) I controlli contengono come conservante sodio azide 0.09% che, con piombo e rame puo formare depositi

altamente esplosivi di metallo azidi.
Se un reagente viene a contatto con la pelle o con gli occhi, lavare abbondantemente con acqua.
Le apparecchiature non disposable devono essere sterilizzate dopo I'uso, ponendo preferibilmente in autoclave per
1 ha121°C; i disposables devono essere autoclavati o inceneriti.
L'acido solforico contenuto nello Stop Solution e I'acido cloridrico 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.
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.
Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere pulito, per esempio con sodio ipoclorito all'1%, prima di proseguire il
lavoro. Se é presente un acido, il sodio ipoclorito non deve essere usato prima che la zona sia stata asciugata. Tutti
i materiali utilizzati per pulire eventuali versamenti accidentali, compresi guanti, devono essere scartati come rifiuti
potenzialmente infetti. Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio ipoclorito.

Avvertenze analitiche

1.

o

© oo~

10.

11.

12.
13.

Prima dell'uso, portare tutti i reagenti ed i campioni 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 I'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 I'inquinamento 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 da 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 la contaminazione incrociata fra reagenti. E' importante adoperare delle pipette "dedicate” per l'uso.
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 I'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 CO.
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, siero non completamente coagulato, o campioni
che presentano inquinamento microbico.
L’utilizzo del kit su strumenti automatici deve essere validato da parte dell’utilizzatore.
Leggere il manuale operativo relativo a qualsiasi strumento utilizzato, ed in particolare con riferimento ai seguenti
punti:

- installazione e requisiti particolari

- principio operativo, istruzioni, precauzioni, rischi
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- specifiche del produttore e performance dello strumento
- manutenzione e assistenza tecnica.

7. TIPO DI CAMPIONE E CONSERVAZIONE

Il tipo di campione & rappresentato da siero ottenuto per normale venipuntura e maneggiato con appropriati
accorgimenti come richiesto nelle procedure standard di laboratorio. Il siero fresco pud essere mantenuto per 4 giorni a
2/8°C per periodi maggiori a —20°C e pu0 subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti. Evitare 1’uso di congelatori
auto sbrinanti per la conservazione dei campioni. | campioni scongelati devono essere agitati con cura prima del
dosaggio. L’inattivazione al calore pud fornire risultati erronei. La qualitd del campione pud essere seriamente
influenzata dalla contaminazione microbica che pu0 portare a risultati erronei.

Campioni fortemente lipemici, itterici o inquinati non dovrebbero essere utilizzati.

Il test non & applicabile al plasma umano.

8. PROCEDIMENTO
- Preparare le strip necessarie
- Preparare il tampone di lavaggio diluendo il Wash Buffer 10x (100 ml + 900 ml H,0)

Lasciare un pozzetto vuoto per il bianco. Diluire i campioni 1:301 dispensando 5 pl di siero in 1,5 mL di diluente,
distribuire 100 pl di ciascun campione diluito in almeno due pozzetti, e 100 pl di Controllo Bassa Avidita e 100 pl di
Controllo Alta Avidita in duplicato. Si coprono i pozzetti con la pellicola protettiva e si pone ad incubare per 60' a
37°C. Dopo 4 lavaggi della durata di 30" ciascuno (300 uL), dispensare in un pozzetto sia dei campioni che dei
controlli il Wash Buffer e nell'altro il Tampone Avidity e incubare per 10" a 37°C. Aspirare il tampone ed eseguire 4
lavaggi della durata di 30". Si aggiungono 100 pl di coniugato per ciascun pozzetto e si pone di nuovo ad incubare 45' a
37°C, coprendo i pozzetti con la pellicola protettiva. Si lava di huovo la piastra per 4 volte come descritto sopra, quindi
si distribuisce il Substrato 100 ul/pozzetto, compreso il bianco. Dopo 15' a temperatura ambiente si blocca la reazione
enzimatica con 100 pl di Stop Solution. Si legge la DO a 450 nm o a 450/620 nm entro 30'.

9. SCHEMA DEL SAGGIO
STEP 1 Mettere 100 pl di siero diluito/controlli in doppio nei pozzetti dello strip.
Incubar-e 60 min. a 37°C
Lavare-4 volte (300 pL)
STEP 2 Per ciagcun campione/controllo distribuire in un pozzetto 100 pl di Wash Buffer e in un pozzetto 100 pl

di Tampone Avidity, incubare 10'a 37°C.
Lavare 4 volte (300 pL)

STEP 3 Mettere 100 pul di coniugato per pozzetto

Incubare 45 min. a 37°C

Lavare 4 volte

STEP 4 Mettere 100 ul di Substrato per pozzetto compreso il bianco

Incubare 15 min. at.a.
STEP 5 Aggiungere 100 pl di Stop Solution
Leggere I'0.D. a 450 nm entro 30 min.

10. VALIDAZIONE DEL TEST

La O.D. del Bianco deve essere < 0.150.

I controlli ad alta e bassa avidita nei pozzetti incubati con il Wash Buffer devono riportare un valore di O.D. > 0.500.
La percentuale di avidita del controllo bassa avidita deve essere minore del 35% e quello del controllo alta avidita deve
essere maggiore del 50%, calcolata secondo quanto riportato nel paragrafo "Interpretazione del Test".
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11. INTERPRETAZIONE DEL TEST
La percentuale di avidita dei campioni € espressa e calcolata facendo il rapporto tra le densita ottiche trovate nel
pozzetto con Tampone Avidity e quello con Wash Buffer sottratte entrambi del valore del bianco.

O.D. con Tampone Avidity — O.D. bianco
x 100 = % di avidita

0.D. con Wash Buffer — O.D. bianco

Quando questo rapporto € maggiore del 40%, indica la presenza di 1gG anti-CMV ad alta avidita; quando & minore del
30% indica la presenza di 1gG anti-CMV a bassa avidita. Quando la percentuale &€ compresa tra 30% e 40% siamo di
fronte a 1gG anti-CMV a media avidita (Borderline). In questo caso ’interpretazione del test ¢ dubbia.

Il calcolo puo essere effettuato solo su campioni che hanno una O.D. del pozzetto lavato con Wash Buffer > 0.400.

Avvertenza:
Se la O.D. del pozzetto di riferimento & superiore a 2.000 ripetere il test diluendo 1/1000.
Se la O.D. del pozzetto di riferimento & < 0.400 ripetere il test diluendo il campione 1/101.

Nel caso in cui il risultato sia a media avidita ripetere il test.
In ogni caso & consigliabile ripetere il test dopo 2-3 settimane in modo da valutare la eventuale variazione dell’avidita.

12. LIMITAZIONI DEL METODO

La presenza di IgG ad alta avidita (soprattutto in soggetti trapiantati), anche se non esclude assolutamente la possibilita
che vi sia stata una infezione recente, & fortemente indicativa di una infezione avvenuta almeno 5 mesi prima.

Al contrario la presenza di IgG a bassa avidita e fortemente indicativa di una infezione avvenuta nei 4 mesi precedenti.
Nel caso di neonati una bassa avidita non ¢ indice di una infezione acuta in atto.

Il risultato del test deve essere comunque valutato insieme a dati provenienti dalla storia del paziente e/o da altre
indagini diagnostiche.

13. SENSIBILITA’ E SPECIFICITA’ DIAGNOSTICA

In una sperimentazione esterna sono stati testati 100 sieri con due kit del commercio per la determinazione delle IgG e
delle IgM anti Cytomegalovirus. Di tutti i pazienti si conosceva il quadro clinico.

La % di avidita calcolata € stata correlata con lo stadio dell’infezione.

Dei 100 campioni analizzati 14 appartenevano a soggetti con infezione acuta, 15 appartenevano a pazienti provenienti
da reparti di trapiantati (7 con infezione acuta), il resto apparteneva a pazienti con infezioni pregresse.

La % di avidita nei 14 pazienti con infezione acuta variava da un minimo di 6 ad un massimo di 35-40 (infezioni
primarie avanzate), nelle infezioni pregresse ’avidita variava da un minimo di 50 ad un massimo di 100 (superiore o
uguale a 70 nel 61% dei casi). | soggetti trapiantati mostravano alti valori di avidita; il risultato era falsato dalla
somministrazione di gamma globuline che in questi pazienti viene comunemente effettuata.

14. PRECISIONE

Tab.1 Precisione nella prova (n=6)

Campione % media avidita D.S. CV%
Bassa Avidita 28 2 6
Alta Avidita 64 2 3

Tab.2 Precisione tra prove

Campione % media avidita D.S. CV%
S1 72 11 15
S2 31 1 2

S3 8 2 28
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PROBLEMA

POSSIBLI FONTI DI ERRORE

AZIONI DA INTRAPRENDERE

Seduta invalida (tutti negativi)

Uno o piu reagenti non sono stati
aggiunti oppure sono stati aggiunti
in ordine errato

Controllare nuovamente la procedura.
Controllare se qualche reagente non & stato
aggiunto.

Ripetere il test.

Piastra non reattiva

Controllare il codice sulla busta della piastra
(vedi informazioni tecniche punto 4 per il
codice corretto).

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

Ripetere il test.

Seduta invalida (tutti positivi)

Inguinamento del substrato

Prelevare una nuova aliquota del substrato.

Lavaggio inadeguato

Assicurarsi del buon funzionamento del
lavatore

Scarsa precisione

Aspirazione inadeguata dei pozzetti

Assicurarsi del buon funzionamento del

lavatore

Errore del pipettamento

Controllare il funzionamento della pipetta

Aggiunta dei reagenti troppo lenta

Evitare I’essiccamento della piastra dopo il
lavaggio. Aggiungere i reattivi
immediatamente.

Presenza di bolle d’aria

Evitare la formazione di bolle d’aria durante
il pipettamento

Percorso ottico non limpido

Controllare la fonte luminosa per la presenza
di sporco. Pulire il fondo della piastra con
fazzoletto di carta.

Insufficiente sviluppo di colore

Tempo o temperatura di incubazione
non corretto

Verificare il monitoraggio della temperatura
ed il tempo di incubazione

Seguire attentamente le istruzioni per 1’uso.

Substrato volume

inadeguato

aggiunto in

Controllare il funzionamento della pipetta.
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INSTRUCTIONS FOR USE

ENZYWELL
CYTOMEGALOVIRUS IgG AVIDITY

91092 (English)

1. INTENDED USE

IMMUNOENZYMATIC METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE AVIDITY OF IgG-CLASS
ANTIBODIES TO CYTOMEGALOVIRUS IN HUMAN SERUM, AS AN AID IN THE DIAGNOSIS OF
CYTOMEGALOVIRUS INFECTION.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Cytomegalovirus is a herpes virus transmitted by close human contact. No symptoms of infection are apparent in the
majority of cases. However, the virus is very dangerous and may be fatal in immunodepressed patients. Serum-negative
female patients who become infected during pregnancy may transmit the disease to the fetus. In 95% of cases this
occurs without symptoms, but some neonates may present jaundice, hepato-splenomegaly and retarded psycho-motorial
development. For this reason it is of great importance to determine the immunitary state of the patient and check for
serum conversion.

Sometimes it is not sufficient to test for IgM antibodies, as the presence of this class may be due to the persistence of
IgM or asymptomatic reinfection by Cytomegalovirus, without risk for the fetus.

For this reason it is useful to assay the avidity of the IgG antibodies, in as far as it has been demonstrated that avidity is
low in the acute phase of infection and increases over a period of time. The presence of low avidity antibodies is
therefore an indication of a recent or current infection. The avidity of 1gG antibodies in the serum can be assayed with
this ELISA kit.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

The test is based on the ELISA technique (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

The partially purified and inactivated Cytomegalovirus antigen is bound to the solid phase. The specific
immunoglobulins are bound to the antigen through incubation with dilute human serum. The sample is placed in two
wells (or in four wells if the test is performed in duplicate) and left to incubate.

After washing of the solid phase, the Avidity Buffer is placed in one well and the rinsing buffer in the other. The
avidity buffer will cause dissociation of the antigen/antibody bond, proportional to the avidity of the antibodies. After
washings to eliminate the proteins that have not reacted, incubation is performed with the conjugate composed of anti-
human 1gG monoclonal antibodies labelled with horse-radish peroxidase.

The unbound conjugate is eliminated and the peroxidase substrate specific for the enzyme is added.

The colour which develops is proportional to the concentration of specific antibodies present in the serum sample still
bound to the antigen on the solid phase. The ratio between the OD of the well containing the Avidity buffer and that
containing the Wash Buffer is expressed as a percentage and gives the degree of avidity of the serum sample for the
Cytomegalovirus antigen.

4. KIT CONTENTS AND REAGENT PREPARATION
- Reagents are sufficient for 48 determinations.
- Bring reagents to room temperature before use.

MICROPLATE COATED WITH CYTOMEGALOVIRUS 3x16 wells

Use: open the package at the opposite end from the code (C, followed by the lot number) which is useful for
identification purposes, remove the support and wells to be used from the foil package, and place the unused wells in
the polythene bag with the silica gel, expel the air and seal by pressing the closure.

CONJ|CONJUGATE 1x12 mL

Contents: anti-human IgG monoclonal antibodies labelled with Peroxidase, in phosphate buffer solution. Ready for use
without further dilution.
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EN 10/34

ICONTROL HIGH HIGH AVIDITY CONTROL 1x 2.5 mL
Contents: Human serum containing high avidity 1gG anti-CMV in Phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1% and
sodium azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.

ICONTROL LOW| LOW AVIDITY CONTROL 1 x2.5mL
Contents: Human serum containing low avidity 1gG anti-CMV in Phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1% and
sodium azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.

AVIDITY BUF AVIDITY BUFFER 1 x 10 mL

Contents: Urea in buffered saline solution containing phenol (0.05%) and Bronidox (0.02%), ready for use. If crystals
are present, they should be dissolved at 37°C before use.

WASH BUFFER 10X 1 x 100 mL [INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

Contents: Phosphate buffered saline, concentrated 10 times; contains Brij 0.5% wi/v.

Preparation: dilute 1:10 with distilled water in order to obtain the washing buffer ready for use. If crystals are present,
they should be dissolved at 37°C before dilution.

SAMP DIL 2 DILUENT 2 (PF93611) 1 x 100 mL |INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
To be used to diluite samples.
Contents: Proteic solution in phosphate buffer with sodium azide 0.09% containing methyl orange as dye.

SUBS TMB| SUBSTRATE 1 x 12 mL Ready for use |INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Contents: Tetramethylbenzidine and hydrogen peroxide stabilised in citrate buffer, pH 3.8.

H.SO4 0.3 M| STOP SOLUTION 1x16 mL |INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
H>S0. 0.3 mol/L, in solution ready for use.

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

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED.

- Incubator at 37°C

- Microplate reader, wavelength 450 nm or 450/620 nm, with OD linearity up to 2,000 (at least).
- Microplate washer (preferable) able to dispense volumes in the range 225-375 uL
- Distilled or deionized water

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

- Micropipettes for the accurate collection of 10, 100, 1000 pL solution

- Disposable gloves

- Timer

- Sodium Hypochlorite solution (5%)

- Containers for collection of potentially infectious materials

- Absorbent tissue.

5. 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 and/or preparation

REAGENT CONDITIONS

Microplate 5 weeks at 2/8°C, polythene bag

Control sera 5 weeks at 2/8°C

Conjugate 5 weeks at 2/8°C

Substrate up to the expiry date at 2/8°C, 1 week at 15-30°C; store in the dark
Sample Diluent up to the expiry date at 2/8°C

Wash Buffer 2 weeks at 2/8°C, 5 days at 15/30°C

Avidity Buffer up to the expiry date at 2/8°C

Stop Solution up to the expiry date at 2/8°C
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6. 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 material of human origin.

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. Wear disposable gloves and eye protection while handling specimens and performing the
assay. Wash hands thoroughly when finished.

2. The following reagents contain low concentrations of harmful or irritant substances:

a) The Wash Buffer contains detergents
b) The conjugate contains phenol
c) The substrate is acid
d) Calibrators contain Sodium Azide 0.09% as preservative which may react with copper and lead in plumbing
to form potentially explosive metal azides.
If any of the reagents come into contact with the skin or eyes, wash the area extensively with water.

3. Non-disposable apparatus should be sterilized after use. The preferred method is to autoclave for 1 h at 121°C;
disposables should be autoclaved or incinerated.

4. Sulphuric acid required for the Stop Soution and hydrochloric acid used for washing glassware are corrosive and
should be handled with appropriate care. If they come into contact with the skin or eyes, wash thoroughly with
water.

5. 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 1.0%. A 30 minute exposure to 1% sodium hypochlorite
may be necessary to ensure effective decontamination.

6. Spillage of potentially infectious materials should be removed immediately with adsorbent paper tissue and the
contaminated area swabbed with, for example, 1.0% 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. Allow all reagents and samples to come to room temperature (18-30°C) before use. Immediately after use return
reagents to the recommended storage temperature. It is important to work at the correct temperature. Check
that the thermostat does not go below 35°C or over 39°C. Open the envelope containing the strips after at least
% hr at room temperature.

2. 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.

3. 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.

4. Any glassware to be used with the reagents should be thoroughly washed with 2M hydrochloric acid and then
rinsed with distilled water or high quality deionized water.

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

6. Do not allow wells to become dry during the assay procedure.

7. Care must be taken not to cross-contaminate reagents. It is important that pipettes are dedicated for excusive use
with the various reagents.

8. Care should be taken to avoid touching or splashing the rim of the well with conjugate. Do not "blow-out" from
microplates.

9. 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 or float to support the plates if necessary, or in an incubator. Alternatively, plates can be incubated
in an approved analyzer. See the appropriate operating manual for further details. CO; incubators must not be used.

10. 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.

11. Use of highly hemolyzed samples, incompletely clotted sera, or samples with microbial contamination may give
rise to erroneous results.

12. The use of the kit with automated instruments must be validated by the user.
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13. For each instrument used, read the manufacturer's instructions manual carefully to obtain additional information on
the following points:
- installation and particular requisites
- operating principles, instructions, precautions and risks
- manufacturer's specifications and instrument performance
- servicing and maintenance

7. TYPE AND STORAGE OF SAMPLE

The sample is composed of serum collected in the normal manner from the vein and handled with all precautions
dictated by good laboratory practice. 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 carefully shaken before performing the test. Heat inactivation can lead to erroneous results. The
quality of the sample can be seriously affected by microbial contamination which leads to erroneous results.

Strongly lipemic, icteric or contaminated samples should be avoided.

The test cannot be performed on human plasma.

8. TEST PROCEDURE
Prepare the required number of strips.
- Prepare the washing buffer by diluting the Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H0).

Leave a well empty for the test blank. Dilute samples 1:301 distributing 5 pl of serum into 1.5 mL of diluent. Dispense
100 pL of each diluted sample in at least two wells, and 100 pl of High Avidity Control and 100 ul of Low Avidity
Control in duplicate. Wells are covered with protective film and incubated for 60 minutes at 37°C. After washing four
times for 30 seconds (300 pL), dispense Wash Buffer in one well of the serum samples and of the controls and Avidity
Buffer in the other, and incubate for 10" at 37°C. Aspirate the buffer and perform 4 washings for 30 seconds each. Add
100 pl of conjugate to each well and incubate again for 45 minutes at 37°C, covering the wells with the protective film.
The plate is washed again 4 times, as described above. Finally, the substrate is distributed, 100 pl/well., including the
blank. After 15 minutes at room temperature the enzymatic reaction is stopped with 100 pl of Stop Solution.

The adsorbance (O.D.) is read at 450 nm or at 450/620 nm within 30 min.

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE

STEP 1 Place 100 pl of diluted sample /controls in duplicate in the wells of the strips.
Incubate for 60 min. at 37°C
Wash 4 times (30 seconds each, 300 uL)

STEP 2 For each sample/control , place 100 ul of Wash Buffer in one well and 100 pl of Avidity buffer in the
other; incubate for 10" at 37°C

Wash f;Jur times (30 seconds each, 300 pL)
STEP 3 Add 10_0 pl of conjugate to each well
Incubat_e for 45 min. at 37°C
Wash 4 times
STEP 4 Add 10_0 pl of Substrate to each well including the blank
Incubat-e for 15 min. at R.T.
STEP 5 Add 10_0 pl of Stop Solution
Read at_)sorbance at 450 nm within 30 min
10. QUALITY CONTROL VALUES

The O.D. of the Blank must be < 0.150.
The high and low avidity controls in the wells incubated with the Wash Buffer must give an O.D. value > 0.500.
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The percentage of avidity of the low control must be less than 35%, and the high avidity control must be higher than
50%, calculated as reported at paragraph “Interpretation of the Results”.

11. INTERPRETATION OF THE RESULTS
The percentage of avidity of the samples is expressed and calculated using the ratio between the O.D. found in the well
containing Avidity buffer and the well with Wash Buffer, subtracting the value of the blank.

O.D. with Avidity Buffer — O.D. blank
x 100 = % of avidity

0.D. with Wash Buffer — O.D. blank

A ratio over 40% indicates the presence of high avidity anti-CMV 1gG; when it is lower than 30%, it indicates the
presence of low avidity anti-CMV IgG. If the percentage is between 30 and 40%, there is a medium degree of anti-
CMV IgG avidity (Borderline). In this case the interpretation of the test is doubtful.

The calculation can only be performed on samples which give an O.D. > 0.400 in the well washed with Wash Buffer.

Warning:
If the O.D. of the reference well is higher than 2.000 repeat the test diluting 1/1000.
If the O.D. of the reference well is < 0.400 repeat the test diluting the sample 1/101.

Repeat the test in case of a medium avidity result.
It is advisable to repeat the test after 2-3 weeks, in order to evaluate a possible variation of percentage of avidity.

12. LIMITATIONS OF THE TEST

The presence of high avidity 1gG (particularly in transplanted patients), even if it does not absolutely exclude the
possibility of a recent infection, is strongly indicative of an infection contracted 5 months earlier at least.

On the contrary, the presence of low avidity 1gG is strongly indicative of an infection contracted during the last 4
months.

In the case of newborn babies, low avidity is not a sign of an acute infection in progress.

The test result should be used in conjunction with information available from the evaluation of the case history or other
diagnostic procedures.

13. DIAGNOSTIC SENSITIVITY AND SPECIFICITY

In an external evaluation, 100 serum samples were tested with two commercial kits for the determination of anti-CMV
IgG and IgM. The clinical picture of all patients was known.

The % avidity calculated was correlated with the stage of infection. Of the 100 samples tested, 14 were from patients
with an acute infection, 15 from patients who had undergone transplant (7 of which with an acute infection), the rest
came from patients with a prior infection.

The percentage of avidity in the 14 patients with acute infections varied from a minimum of 6 to a maximum, of 35-40
(advanced primary infections); in the cases of previous infections the avidity varied from a minimum of 50 to a
maximum of 100 (> 70 in 61% of cases). The transplanted patients showed high avidity levels; the result was falsified
by the administration of gammaglobulins, which is often given in these patients).

14. PRECISION

Table 1 Precision “in run” (n=6)

Sample average % avidity S.D. CV%
Low avidity 28 2 6
High avidity 64 2 3
Table 2 Precision between runs

Sample average % avidity S.D. CV%
S1 72 11 15
S2 31 1 2

S3 8 2 28
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PROBLEM

POSSIBLE SOURCE

TEST OR ACTION

Invalid run (all negative)

One or more reagents not added or
added in wrong sequence

Recheck procedure
Check for unused solutions. Repeat test.

Unreactive plate

Check the code on the package containing
the plate (see package insert point 4 for
correct code).

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

Invalid run (all positive)

Contamination of substrate

Take new aliquot of substrate.

Inadequate washing

Ensure that wash apparatus works well

Poor precision

Incomplete washing of wells

Ensure that wash apparatus works well

Inadequate aspiration of wells

Ensure that wash apparatus works well

Pipetting error

Check pipette function

Reagent addition too slow

Avoid drying of the plate after washing step.
Add reagents immediately

Presence of bubbles

Avoid air bubbles during pipetting.

Optical pathway not clean

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

Inadequate Color development

Incorrect incubation times or

temperature

Check for temperature control and time
monitoring

Adhere to recommended instruction for use.

Inadequate volume of substrate

added to the plate

Check pipette function.
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OAHTIEE XPHEHZ
ENZYWELL
CYTOMEGALOVIRUS IgG AVIDITY
91092 (EAAMVIKG)
L YHOOAEIKNYOMENH XPHZH

ANOXOENZYMIKH MEOOAOX ITPOXAIOPIZMOY THX “AVIDITY” TQN ANTIZQMATON 1gG KATA
TOY KYTTAPOMETAAOIOY ZTON ANGPQITIINO OPO

2. EIZAT'QI'H

O KutTopopeyaloiog eivol Evag 10¢ £panto Tov PETAdIdETAL e GTEVT] OvOPMTIVY ETOQT.

To peyodidtepo m060oTd TOV 0TOUMY TPOCPAAAETOL LE OCVUTTOUATIKY popen]. O 10¢, avtifeta, eival oA enkivovvog
Y10 TOVG VIO AVOGOKOTOGTOAN aeBeveis, 6ToVg omoiovg uropel vo amofel Bavomeopog. Ot 0poapPVNTIKES YOVAIKES TTOV
npocPdAlovtar amd v acHévela KoTd TV SAPKELN TG EYKVUOGVVNG, LITOPOVV VO TV UETAOMGOLY GTo EUPpPuo. X1o
95% tov nepmtdce®V avTO YiveTol XmpIg GUVETELEG AALL GTO CUUTTOMATIKG vEOYVa umopel va TpokAndel iktepog,
NTOTO-CTANVOLEYOAlD Kot KaBvoTéPNoN o1V YuyokivnTikn aviamtuén. I' avutd tov Adyo €xet peydin onpaocio va givat
YVOOTH 1) 0VOGOAOYIKT KOTAGTOOT TNG 0.0BEVOUG Kol VoL TapoKoAovBEiTaL i EVOEYOLEVT] OPOUETOTPOTN].

e LEPIKEG MEPIMTAOCELS 1 aviyvevon HoOvo Tov avticopdtov IgM, dev eival apket, enedn 1 TOPOLGi AVTOV TOV
avticopdtov uropel va opeidetar og mapapévovio IgM 1 og acvuntopatik) enovoloiloén ond KuTTapopeyoroio,
X®pig va vhpyel Kivouvog yia to Epppuo.

I' avtd €xer onuocio o Tpoodlopiopdg tov Pabuov tng “avidity” (1oy0g deopod avtrydvov-aviicdpotog) tov 1gG
eme1dn €xet amodetyBel 0,t1 ot elvar xaunAn kotd Ty o&eio don evd av&avetat Le TNV TAPOS0 TOL YPOVOL.

' owt6 N mapovsio aviicopdtov 1gG e younin avidity eivar £végién tpoceatng 1 oe e£EMEN, AolpwEnc.

H “avidity” tov 1gG otov opd pnopei va tposdiopiotel pe awtod to kit ELISA.

3. APXH THX MEOOAQOY

To teot Paociletar otnv péBodo ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

To avtry6vo, anoteAoOeVo amd KUTTOPOUEYOAOTO HEPIKADG KEKOOOPUEVO Kol AdPOVOTOMUEVO, GUVIEETAL LLE T OTEPEQ
@aon. Méow endaong [Le apatdpévo avipdmvo 0pd, ot eIKEG avocosulpives cuvdéovtal e To avttyovo. To delypa
tonobeteitan og 600 KLWeAIdEG (1] O€ TEGGEPLS VIO TO TEST €15 SITAOVV) KOl OPNVETOL OTNV eXdAcT. Metd v £ékmAvon
mg oTePEAS Pdone, ot pia kKuyeAido Tomobeteitar To PLOGTIKO SdAvpHo SlOPIGHOV KOl otV GAAN dtdAvua
éxmloong. To TpdTo pLOUIoTIKO didhvpa Bo TPOKAAEGEL TOV JOYMPICHO TOL JEGHOD AVTLYOVOL KOl OVTICMOTOG KoL
avtdg o givar avaloyog g “avidity” tov aviicopdtov. Metd and eknAdoelc yio va amopakpuviodv ol TpOTeiveg Tov
dev avtédpacav, yivetar 1 endoaot pe to ovluyég, Tov amoteAsital omd avBpdrva povokAwviKd aviiodpata avtt 1gG
GECNUAGHEVA LE VTTEPOEEIBACT PUPAVIOWV.

Amopaxpivetat 1o ou{uyEG TOL eV OVTESPOOE KOl TPOGTIOETAL TO E151KO VITOGTPMLLO Vi TO EVIVLLO.

To ypodpa mov oynuotiletat givatl ovaAoyo mTpog TV GLYKEVIPOOT] TOV EWBIKOV AVTIGOUATOVY 0V Ppickovial 6Tov VId
e&étaon opd ovvdedepéva e To avtiydovo mov €xet ouvdebel pe v oteped @don. O Adyog petald TG OMTIKNG
TOKVOTNTOG TNG KLVYEAISaG otV omoiav €xel enmachel To AmoKOAANTIKO PpLOGTIKG dtdALIA KOt TG KUWEAIDAG otV
omoiav €yetl enwachel o pLOOTIKO SAAVIA EKTAVOTG, EIVOL EKPPACUEVOS GE EKATOGTLOI0 TOGOGTO KOl OMOTEAEL TOV
Babuo g “avidity* tov vo e€€tacn opov Evavtt Tov avtrydvov tov Kuttapopeyaioiov.

4. LYNOEYXH TOY KIT KAI TIPOETOIMAXYIA TON ANTIAPAYXTHPION
- Ta avtidpactiplo KoAdTTOLV 24 TECT.
- ®épte TO AVTIOPOCTIPLO 6€ Oeppokpacio TepLfailovtog Tpty od T Yp1on.

MIKPOITAAKIAIO EYAIZE®HTOIIOIHMENO ME KYTTAPOMEIAAOIO 3 X 16 kuyeAidec

Xpnon: Avoiéte 1o mepifinupo tov Towviov (Strips) omd v avtifetn mhgvpd mov avoypdeetor 0 kKmdwkog (C
akoAlovBovuevo omd tov aplud g mopTidns) TOL YPNOYELEL Yoo TNV TOLTOMOINGY NG, TAPTE TNV PdAcn Kot
tonofetnote 6ceg Tavieg ypetblovtal. BaAte mdA wiocw otn cokovAo omd molvalBvAévio, Tov TEPLEYEL YEAT TVPLTING,
TIG TOVIEG TTOV OEV YPNCLOTOWCATE, APAPESTE TOV 0EPa Kot oQpayiote TNV TELOVTOS TO E1O01KO GVOTNIO KAEIGTLLOTOG.
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CONJ| YZYTEZ 1x12mL

[epieyopevo: SAvpo avOpOTIVOV HOVOKA®VIKOV ovIIoONdTov avtl-1gG ceonuacpévov pe vrepoleddon, oe
PwoEopIKd puboTIKO didivua Tov TepEyel avorn 0,05% xai Bronidox 0,02%. "Etoyo yio yprion yopig emmiéov
StéAvon.

ICONTROL LOW| EAEI'XOSX XAMHAHE “AVIDITY” 1x 2.5 mL
Hepieyduevo: AvOpamvog opog pe 1gG avti-CMV yauning “avidity” oe pmopopikd pvbuiotikod didivpa 0.01 mol/L
pe BSA 1% ko alidto vatpiov 0,09%, vypog, £T00G Yia ypNom Y@pig emmAéov didAvo).

ICONTROL HIGH EAEI'XOX YWHAHE “AVIDITY” 1 x 2.5 mL
Mepieyduevo: AvBpdmvog opog pe 1gG avti-CMV vyming “avidity” oe poopopikd pupuotikd didivpa 0.01 mol/L pe
BSA 1% xat alido vatpiov 0,09%, vypodg, £totnog yio xprion xopis emmAéov dtdAvon.

AVIDITY BUF PY®GMIZTIKO AIAAYMA (BUFFER) “AVIDITY” 1 x 10 mL
Iepieyouevo: Ovpia o puOoTikd alatovyo ddivpa wov TepiEyet eovorn (0.05%) ko Bronidox (0.02%), étowun ya
xPNoN. Av TopatnpRoETe KPLOTAALOVG, S1AboTE TOVGg 6Tovg 37°C TPV amd Vv Ypnomn.

PYOMIZTIKO AIAAYMA EKIIAYSHE 1 x 100 mL [KOINO £E OAEX TIX IAPTIAEY]
Hepieyduevo: PuBuictikd adatodyo didivpa (PBS) cupmvkvepévo 10 popés, mov mepiéyet Brij 0.5% p/v.
Hpoetowacio: Apoawdote oe avaroyio 1:10 pe amoctoypévo vepd Y vo TOPACKELAGETE TO0 PLOUICTIKO dtdAvua
€kmloong EToYo Yo ypNon. AV GYNUATIGTOVV KPUGTOAAOL, d10AbGTE Tovug 6Tovg 37°C mpwv v apaimon.

AIAAYTHE 2 (PF93611) 1x 100 mL KOINOX XE OAEX TIX IAPTIAEY]

Xpnoonotleitat yio Ty apainon ToV SEIyHAT®V.

Mepiexdpevo: AAatouyo puBpiaTikd didAupa (PBS) pe Tpwreiveg,, alidio Tou vaTpiou Kal XPWOTIKI oudia
(TTopTOKQAI TOU pEBUAIOU).

SUBS TMB| YITOLTPOMA 1 x 12 mL 'Etowpo yiwo ypfion [ KOINO £E OAEX TIX IAPTIAEY]
Hepieyduevo: Terpapebouifeviidivn kar H202 otabepomompéva oe Kitpikd pubuotikd diakopa pe pH 3,8.

H2SO4 0.3 M| ATAAYMA IMTAPEMIIOAIZHY 1 x 16 mL |KOINO YE OAEX TIZ HAPTIAEZ|
Adivpo H2SO4 0.3 mol/L éroyto yio xprion.

IMPOXTATEYTIKH TAINIA (2).
YAKOYAA AIIO IIOAYAI®OYAENIO (1).

AAAO AITAPAITHTO AAAA MH XYNOAEYTIKO YAIKO.

- Enoactmpio og 37°C

- Avayvootng pikpomhaxidiov (uikog kopatog 450 1 450/620 nm, pe ypoupkotnta péypt O.I1. > 2,000)
- Yvokeun ékmivong pkporlokdiov (un aroapoitnt) wavotntog 225-375 UL

- Amoviopévo 1 amooTayrévo vepd

- Tévtwo piag xpnong

- Xpovopetpo

- AdAvpo vroyAmpiddovg vatpiov 5%

- Aoygia ylo TNV améppLyn TOV SUVNTIKA LOAVCUATIKOV DAMKOV.

- Amoppoopntikod yopti

- 2thvtapvT vVOAVog eE0TAMOILOG £pYOoTNPion: KOALVOPOL, SOKILAOTIKOL COANVES, K.A.T.
- Mikpomiméteg mov avappoeovv pe akpifeta dykovg 10, 100, 1000 pL dreddpotog

5. TPOIIOX AITIOOHKEYYXHY. KAI YXTAGEPOTHTA TON ANTIAPAXTHPIOQN
Ta ovridpooTiiplo TPETEL vo, amodnkevovTan 6tovg 2/8°C.
H npepopnvia Miéng sivar Tomopévn o€ KAOE 6T Kol 0TV EEMTEPIKI ETIKETO TNG CVGKELUGIOG.

Ta AvTidpootipro £0VV TEPLOPIoPEVY] SLAPKELY OTAOEPOTNTAS NETE TO AVOLYNO. KOV TNV TPOETOLNO.GIO

ANTIAPAXTHPIO YXYNOHKEX

MIKPOITAAKIAIO 5 eBdouadec otovg 2/8°C péca 6NV GOKOVLAN OO TOAVALOVAEVIO
OPOI EAEI'X0OY 5 ePdopddeg otovg 2/8°C

XYZYTEZ 5 ePdopddes otovg 2/8°C

YIIOZTPQMA péxpt t Anén tov oe 2/8°C, 1 gfdopdda oe 15/30°C 610 oKOTAd
ATAAYTHEZ AEITMATON péxpr ™ AMén tov og 2/8°C
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PY®OMIXETIKO AIAAYMA EKIIAYZHZ éroyo yio ypnomn 2 efdopddeg o 2/8°C, 5 nuépeg og 15/30 °C
PYOMIETIKO AIAAYMA (BUFFER) “AVIDITY”  péypt m Anén tov og 2/8°C.

ATAAYMA TTAPEMITIOAIZHXE péyxpt ™ Anén tov og 2/8°C

6. MNPOPYAAZEEIX

MONO I'TA ATATNQXETIKH XPHXZH IN VITRO.

Hpocoyn:

AvTi] | ovokevooio wEPLEEL VMKE avOpdmvng Tpofhevong mov £xovv mepacel amd Ereyyo kor £xovv Ppedei
apvnTIKG, 6g sykekpipéva amd v FDA teot, T660 600V agopd v aviyveven tov HbsAg 660 ko Yo Ta
ovtiocopate avti-HIV-1, avii-HIV-2 ko avti-HCV. Ezte161] kavéve d1ayveOoTIKO TEGT OEV TPOGYEPEL OTOAVTY
gyyONoN 0TOVGI0G ROAVGRATIKAOV TUPAyOVIOV, KGOe VAIKO avOpomivig mtpoérevong mpéner vo. Oecwpeitor ®g
OVVITIKG HOAVOROTIKG. XPGLUOTOLEITE OLO TO UVTIOPAGTI|PLY. KOL TO, OEIYROTA TAiPVOVTOS OAES TIC TPOPVAGEELG
oV TPoPfArémovrar amd TOVS KUVOVIGROUS AGPUAELNS TOV EPYacTNPiov.

Awygipion TOV KATAAOWTOV: TO SEiYPaTO TOV 0POV KOL 0 OVTLOPOCTNPLE TTOV YProiponon|dnkay mpémer vo.
OVTINETOTILOVTOL OC KOTOAOWTO SUVNTIKA MOAVGPROTIKE KOl VO amoppinTovTol ocONQOVE PE TIS LGYVOVGES
olatacerc.

Odnyiec Y10 TNV TPOCOTIKTY) GOC AGPEAELDL

7. Mnv kdvete oavoppoenon pe 1o otopa. Xpnolponmoteite yavtio piog ypnong Kot TPOSTATEVTIKA YLOALL OTav
xepileote ta delypata. [TAévetre moAD KoAd Ta yépia cog LeTd and Kabe avaivon.

8. H meprexticdmta tov mapakdto avidpactpiov o Prafepic i epediotikéc ovoieg, etvat xounin:

o) T0 pLOGTIKG AV EKTAVGNG TEPLEYEL OVGIES KAOAPIOHOD
B) To ovluyég TEpiEyel PavOAn
¥) 0 VIOSTPWLA Eivar OEVo
8) Ot Babpovountég mepiéxovv Alidio Natpiov (0,09%) to omoio pali pe tov xaAkod kot Tov porvpdo pmopei va
oYMNUOTIcEL IYLPA EKPNKTIKA alIdtKE INUaTe HETOANDVY.
Av évo avtidpactnplo £pbetl o€ eman pe To dEppa 1 e Ta paTia, Eemdovate e dpBovo vepo.

9. O1 ovokevég ov dev givar piag ypHong, TPETEL VO ATOGTELPOVOVTAL, KOTA TpoTiunon atov KAifavo, yi 1 h og
121°C, evd to vAKO piag xpnong Tpémet vo uaivel otov KAPavo 1 vo amoteppdveTaL.

10. To Beukod o0&V, mov mepiéyetar oto Stop Solution kat to VépoyYAwpKd 0&H OV ¥PNCIHOTOLEITAL Y0 TO EETAVUA TOV
véAvov gEomhiopon, glvatl SoPpeTikd Kot YU ovTd TPEMEL VO YPNCLLOTOOVVIAL LE TPOGOYN|. XE TEPINTOOT TOL
épBovv og emapn] L To dépua N Ue Ta paTio, EemAvvate pe dpBovo vepd.

11. E&ovdetepmpéva o&éa kat GAlo vypl omdPANTA TPENEL VO AMOAVIOIVOVTAL TTPOGHETOVTIS VITOYAMPLDOES VATP1O,
1060 660 ypeldletar GoTE N TEAIKN GLYKEVTPOOT Vva. glvat TovAdylotov 1%. Mo ékBeon o€ vToYA®PLDOEG VATPLO
1% ywo, 30 hemtd, vd Kovovikég GUVONKES, Eival apKeETH Yo va Yivel Lio OmOTEAEGUATIKY AmOADUAVON).

12. Tuybv youéva vypd, dvvntikd polvopotikd, mpénet va kabapiloviol apécmg e OmoppoeNTIKO YopTi Kot M
EMQEAVELD, VO amoAVpoiveTal, Yot TOPAdElyo e VITOYAOPI®OEG vatpo 1%, mpwv va cuveyicete v dladikacio
avéivong. Av ta vypd mepielyov €va o0&y, TOTE OTEYVMOOTE TOAD KOAG TNV EMIPAVELD TPV YPTCULOTOUCETE TO
vroYA@pLddes vatplo. Ola To VAKE, OV Ypnoipomomtnkay yuo va kabaptotodv TuyxdV YVREVA VYPAd, TPETEL VO
amoppinTovVTaL MG SVVNTIKA PLOAVGUATIKA amofAinta. Mnv Balete otov KAMPOVO VAIKE OV TEPIEYOVY VIOYA®PLDSES
varplo.

Odnyieg yio tnv avaivon

14. Tpw amod v xpnon eEPTe Ta avTdpacTipla Kot To detypata o Oeppokpacio nepiPdirovtog (18-30°C) BaAte xo
TAAL o ovTIOpaoTAPIL OTN CLVICT®WEVY Oeppokpacio amobfikevone, apéowc petd ) ypnon. H cwoti
Oeppokpacio €ivalr TOAD GNUOVTIIKOS TOPAYOVTOS YO TNV EMOOCT TOV TOOV. Beforwbeite 6,T1 o
0cppoctdTng dev katefaivel kAT 06 Tovg 35°C kan dev avefaivel Tave amd Tovg 39°C.

Avoikte tnv cokoOla pe Tig tovieg (Strip) agov v éyete agnost TOLAGyloTOV Uic ®pa oe Oepuokpacio
nep1fdAlovrog.

15. Mnv ypnGIHOTOLEITE TO OVTIOPASTAPLL HETE TNV Muepopnvio ANENG Tovg. Na amopehyete TV pikpoPloky polvvon
TOV avTOpacTpioVv Yotl avtd £XEl G ATOTEAECSO TNV UEIDOT TNG OTOTEAEGLOTIKOTNTOG TOV TPOIOVTOG Kot
pmopel vo 00Ny CEL GE ECOUALEVO OTOTEAEGLATOL.

16. Mnv oArdG&ete v OAN Alodikacio KOt PNV GVTIKOTOGTNOETE T AVTIOPOCTNPLO LE GALD SIOPOPETIKNG LAPKOG 1) 1
GALo 0O SL0POPETIKEG TAPTIOEG, EKTOC KOL OV TO AVTIOPUCTNPLO Elval KOWO Gg OAEG TIG TOPTideS. Mnv peidvere
TOV VTOOEIKVVOLEVO XPOVO ETMACG.

17. Olog 0 VaAIVOG €EOTMGOUOG TPETEL VO, ATOAVUOIVETOL TPOGEKTIKA e VIPOYAWPIKO 0EL 2M Kou vo Eemhévetan pe
OTOGTUYHEVO 1| LE OTIOVIGUEVO VEPO.

18. Mnv exbétete ta avTIdpooTpLo GE 16YVPO EOTIGUO 0VTE GE VIOYAMPLOELS OTHOVE, TOGO Katd TV amobnikevon
TOVG OGO KOl KATE TNV EXMOGCT TOVG.

19. Ouxvyelideg dev mpémet va, Egpaivovtat, KoTd TV SIUPKELD TOV TECT.
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20. No oamo@ebyete TV d106TAVPOVUEVT HOAVVOT] HETOED TOV avTIOpaoTNPi®V. XPNGULOTOLEITE TAVTOTE TIG EIOIKEG
TMETEG.

21. Mnv akovpmdte to xeilog tng Koweridag pe To cvluyéc. Mnv ucedte Tove oTo, KpoTAKidLoL.

22. Ot avocoevlupukée avaAdoelg unopel va mapovcstdoovy Kopd eopd ota dxpa éva edkd eowouevo ("edge
effect"), to omoio umopei va ghayiotonombel avavovtog tov Pabud vypaciog katd v enmoon. Ta mloxidia
MPEMEL VO KOAOTTTOVTOL pE TO €WKO kdAvppa kot va erwdlovtar otovg 37°C 1 og (eotd vdatdAoLTPO,
TOTOBETMOVTOG TO TAV®D GE £VO VTOGTNPLYLLA, | O GUCKELT EMMOCTS. ¢ EVOAOKTIKN AVon Ta TAakidw propel
VO ETOACTOVV G Evav KATAAANA0 avaddtn. [ tepiocdtepeg mAnpoeopiec, cupfovievteite To gyyelpidlo ypnong
NG GLOKELVTG. M1V ¥PNOLUOTOIELTE GLGKEVES EMMOOTG OV Agttovpyovv pe COo,

23. TIpwv amd v avdyvoon tov miaxdiov, Befarmbeite 6,11 0 TLOUEVaG ToL eivar kaBapog kot 6TeyvOS Kot O,TL dev
VILAPYOVY PLGOAIDEG AEPO GTNV EMPAVELL TOV VYPOD.

24. Ta delypoto Tov Topovctdlovy 1oyvpn apdivon, opoi pe atedn mén, N delypoto Tov TaPoVGIAlovy HIKpoPLok
poéAvvoT, UIopel vo, SOcovY AovOaCHEVE OTOTEAEGLLOTO.

25. H ypnomn evig KiT pe anToOpTEG GLOKEVES, TpEmeL va eEleyyOel Kot va emtkup@Bel and tov xpHot.

26. Awpaote pe Tpocoyn To YYEPISI0 ypNoNG KABE GVGKEVTG TOV XPNOYLOTOLEITE, Kot E01KE Ta €ENG onpeia:

- EYKOTAOTOON Ko EWIKEG TPOdLYpaPEC

- AELTOVPYIKT apyN, 0dNYiES, TPOPLAGEELS, Kivouvol

- TPOJLOYPAPES TOV KATACKEVOAGTN KO AELTOVPYIKES ATOOOGELS TG GUOKELNG
- GUVTIPNON KOl TEYVIKT VTOGTAPLEN

7. EIAOX AEITMATOX KAI ATIOOHKEYXH

To detypo amotedeital amd opd mov mpoépyetar amd aipla Tov Exel cVAAEXDel e EAePkn Ay kot €xel TepAoEL amd
oAeg TIg dwadikaoieg mov mpoPArémovtat amd Tovg PacIKoVg KOVOVIGHOVG TV gpyactnpiov. O vordg opodg uropel va
StnpnOei yio 4 nuépeg otovg 2/8°C, evd yia peyodvtepn ypovikn nepiodo katayvEte otovg —20°C. To deiypa pmopei
va amoyuyBel To ToAD 3 Popés. ATOQEDYETE TN YPNOT AVTO-OTOYVYOLEVOV YOYEIMV Y10 TI GUVTAPNGT] TOV JELYUATOV.
Metd and v andyvén kot Tpwv vo 1o piete oy Kuyelida, avakviote to kaAd.. H pcpoflokn porlvven umopel va
ennpedoetl o€ peydio Pabpo v motdtTa ToL SElYHOTOG, Kal Vo dDoel AovOacHEVE OTOTEAEGLOTO.

Aglypoto pe 1oyvpn apdALo, HE IKTEPO, MITAUUIKA 1] LOAVDGUEVE, OEV TPETEL VO YPTCLLOTOIOVVTAL.

To 10T dev pmopei va yivel Tdve o avOpomvo ThAGHO aipaTog.

8. ATAAIKAYIA
- IIpogtoydote Tig amapaitnteg Tovieg
- Ipogroydote to puOuoTikd didvpa Ekmiveng apawdvovtog to Wash Buffer 10x (100 ml + 900 ml H,0)

Aognote pio koyelida yia To TVPAO detypa. Apoidote to, deiypoto og avaroyio 1:301 powpdlovrac 5 ul opov ot 1,5
mL dwaAvtn, popdote 100 ul and kabe apoimpévo delypa oe 800 kuyehideg TovAdyiotov kot 100 ul Atadopatog
EXéyyov Xouning “Avidity” kot 100 gl Awwddpatog EAéyyov Yyning “Avidity” gig dumhovv. Kaddyte Tig kuyehideg
UE TPOOTOUTELTIKO KAAVUUA Kol enwdote Yo 60' og 37°C. Metd and 4 sknidoelg ddpkeag 30" 1 kéOe pia (300 pl),
pi&te og pio kvyelida, o0 TV deryudtov 660 kol Twv Stolvpdtev eléyyov, to Wash Buffer kot otnqv aAn to
PuBuioticd Adivpo “Avidity” kot enodote yio 10" og 37°C. Agaipéote 1o pubuiotikd didivpo pe avappdenon Kot
kavete 4 exknidoeig tov 30". Tlposbéote 100 pl svluyoic oe kGbe Kuyerida kot enwaote Kol Tl Yo 45" otovg 37°C,
oKenmalovtag Kot TAAM TG KUWEAdEG HE TO TPOoTaTELTIKO KAAvppo. Kdvete otn ocvvéyelo 4 ekmAvoels, Om®G
TEPLYPAPNKE TPOTYOVHEVA Kol oTr cuvExEwW Tpochéote to Ymootpopa 100 pl/kuyekida kabhg kol og gkeivn tov
TELOD deiypotog. Metd and 15' o Ogppoxpacio mepipdAlovtog, dukdyte tnv evlvopikn avtidpacn pe 100 pl Stop
Solution. Awfdote v O.I1. ota 450 nm 1} ota 450/620 nm péca og 30'.

9. AIATPAMMA THX ANAAYXHX

STEP 1 Bdadte 100 pl di apoarwpévov deilypatog /d1aidpotog ErEyyov €1g SmAovy 6TIG KOWEAISES TNG TOVING.

Enwdote 60 Aentd otovg 37°C

Kévete 4 exmivoeig (300 ul)

STEP 2 INo k60g detypo/ Stahvpa eléyyov, piEte otn pia koyeAdida 100 ul Wash Buffer ko otnv dAkn
koyelida 100 ul PuBuictikd Awdvpa Avidity, kot etmdote yio 10" otoug 37°C.

Kévete 4 exmivoeig (300 pl)

STEP 3 Pi&te 100 pl ovluyovg og kabe KuyeLida
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Enwdote 45 Aentd otovg 37°C

Kavete 4 exknlvoelg

STEP 4 Pi€te 100 pl Yrootphuatog og kabe pio kuyerida, copmepiapfavopuivng Kot Keiving Tov ToeAoD

Enwdote yia 15° o€ Oeppokpacio meptBariiovtog
STEP 5 IMpooHéote 100 pl Stop Solution
Awfdote v O.I1. ota 450 nm péoa og 30 Aemtd.

10. EI'KYPOTHTA TOY TEXT

H O.I1. tov tveAov deiypatog npémet va givar < 0.150.

Ot opoi gléyyov vymAng katr younAng avidity oTig KOWeAdeg mov £Y0VV ENMUOTEL e PLOUIOTIKO dtdAVpO EKTAVOTG
(Wash Buffer) npénet va €yovv O.I1. > 0.500.

To mocootd avidity Tov 0pod eréyyov yopunAng avidity mpémel vo gival pukpodtepo amd 35%, evd 10 mocootd avidity
oV 0pov EAEYYOL VyMANG avidity mpénel va gival peyodldtepo amd 50%, OGOV EXOVV VITOAOYICTEL OTMG TEPLYPAPETOL
otV evotnta «Epunveio 1oV anoteAespdtov g SoKILacio.

11. EPMHNEIA TON AITIOTEAEEMATON TOY TEXT

To mocootd avidity Tav detypdtov exepdletatl kot vroAoyiletol amd 1o AGY0 OTTIKNG TUKVOTNTOG TG KLWEAdAG L
puluiotikd ddivpa Avidity kot ¢ KvoyeAidag pe puBoTikd StiAvpa EKTALGNG, aEoL aealpedel 1 T TVEAOV
delyportog Kot amd T1g 600 avTéG TIHES.

O.I1. pvBuictikod drwAdpatog Avidity — O.I1. TvpAov
x 100 = % Avidity

O.I1. pvBuictikod draAdpatog ékmivong — O.I1. Tvpiov

Av avtdc 0 Aoyog givan peyodvtepog and 40%, vrodetkvoel mapovasio I1gG évavit CMV ne vynin avidity, evéd otov
glvon pikpotepog amd 30% vrodetkvoet Topovsio IgG évavit CMV pe yopunAn avidity. Otov 10 m0600t6 glvar petadd
30% kot 40%, vrodewvietar mapovsio IgG évavit CMV pérplag avidity (opiaxd). Ze avti v mepintoon, to
amotéleopa g dokaciog Oewpeital dSipopovpevo.

O vrohoyiopdg umopel va mpaypatoromBel povo ya deiypata mov £xovv O.I1. oty kvyeAida mov €yel ekmivbel pe
puBuotikd Stivpa ékmivong = 0.400.

[posidoroinon:

Av n O.IL g kvyehidag avoaeopds sivar peyaddtepn omd 2.000, emavaAdPete tn SoKoGio ApAIOVOVTOC KOTH
1/1000.

Av 1 O.I1. g koyelidog avagopds givar < 0.400, eravardPete T dokipacio apatdvovtag To deiypa katd 1/101.

Av 10 amotélecpo vTOdekVOEL péTpia avidity, emavoalafete ) dokuacio.
Y KGO TepinTmon, cuvicTdtal vo erovaldfete T dokipocio Hetd amd 2-3 efoopddes, dote vo ekTiunOel evdeyopevn
petafoin g avidity.

12. MNEPIOPIXMOI XTHN MEGOAO

H mopovoio 1gG vyning Aertovpyikng cvyyévelag (avidity) (e1dkd o dropa mov &yovv vroPAnbei e petapdoyevon),
mapd to yeyovdg O0tL dev amokAgiel Tpoceatn Aoipmén, amotelel woyvpn évdeiEn Aoipméng and Kvuttopoupeyoaroiod
TOVAQYIoTOV 5 pPfveg Tpwv. Avibétmg, M mapovcio 1gG younAng Aertovpyikng cvyyévelog amotehel oyvpn Evoelén
Aolpméng toug 4 TPonyouUEVOLG UVEC.

1o veoyvd pio yapnAn T g “avidity” dev givon deiypo o&eiag hoipnméng o eEEMEN.

To amotélespo TV 16T TPENEL WOTOGO Vo cuvekTiunOel pali pe ta dedopéva Tov TPoEPYovTal and TO 1I6TOPIKO TOL
acBevi /ot amd GAAEG S10YVOOTIKES AVOADGELS.

13. EYAIXOHYIA KAI AIATNQYTIKH EIAIKOTHTA

Katd ™ ddpketa eEmtepcod nepapatiopon, oveilvdnkav 100 opoi pe 800 kit g ayopds, Yo TOV TPOGIOPIGUO TV
19G kot twv IgM avti-Kuttapopeyaroiov. Ta kKAvikd copatdpoto OAOV TV achevdv Tav YVOoTd.

To 10600t % NG VIToAoyiopévng “avidity” cuoyetiotke pe v edon g Aoipwéng.

And tovg 100 opotc mov avarivdnkav, 14 tpoépyoviav omd acbeveic pe ofeia Aoipmén, 15 tpoépyovtav and acbeveig
nov elyav vroPAndei oe petapdoyevon (7 pe oela Aoipmén) Ko o1 vOAoUTol opol amd acheveig e mpoyevéoTepeg
roméerc.
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To mocootd % NG vroAoyiopévng “avidity” otovg 14 acheveic pe o&gio Aoinmén, kKopowotay and 6 To KATAOTEPO UEYPL
35-40 10 avdtepo (TpwTOYEVEIC AOWUDEEIS TPOYOPNUEVING HOPPNG), EVD OTIG TPOYEVESTEPES AoludEelg n “avidity”
Kopavotay amd S0 uéypt 100 (peyardtepn M ion pe 70 oto 61% tov nepmtdcenv). Ot acbeveic mov giyov vwofindel
oe petapdoyevon deyvav vyniég tywég “avidity”. To amotéheopo arloiddnke enedn giyov yopnyndei y-ceopivec,
Sdwdkacio ToAD kown o€ acbevelg avThg TG KATNYOPioG.

14.

AKPIBEIA

IMiv.1 Akpipsia katd Ty avaiven (N=6)

Agiypao % Méong “Avidity” D.S. CV%

Xoapnin “Avidity” 28 2 6

YwnAn “Avidity” 64 2 3

Miv.2 AkpiBeia peTagl avaAuoewv

Agiypao % Méong “Avidity” D.S. CV%

S1 72 11 15

S2 31 1 2

S3 8 2 28

15. OAHI'OX ENNIAYXHY IPOBAHMATOQN

NMPOBAHMA MIOANH AITIA TOY ZOAAMATOZX TI NPENEI NA KANETE
KUkAog avaAuong | Aev TrpooTéBnkav éva 1 TreplioadTepa | EAEYETE Kal TTAAI TNV OAn diadikaaia.

AKUpog (6Aa apvnTIKA)

avTIOpaCTAPIa 1 TIPOCTEBNKAV
AavBaopévn oeipd.

(022

EAEyETe pATTWG  Oev  éxel
KATTOI0 avTI®PACTHPIO.
EmavaAaBarte 10 TEQT.

TTPOCTEDEI

To mhaxidio dev avTidpd

EAéyEte TwWV KWOIKO OTOV QAKEAO TOU
mAakidiou (BA. odnyieg xpAong onueio 4
epi AavBaopévou KwdIKoU).

EMéy&te av vmapyovv ixvn vypoociag oto
mhaxidto mov dev avtidpd. ( H yéin moprriog
pEMEL va. el xpOUM KITPWVO  dYPA).
EnavoAdfote 10 1€0T..

KUkAog

avaAuong

AKUpOog (6Aa BETIKA)

M&Auvon Tou UTTOOTPWHATOG

Mdpte pia véa TTOOOTNTA UTTOOTPWHATOG

Avemapkng Ekmivon

BeBaiwbeite 6,11 n ouokeury EKTTAuONG
AeIToupyei cwoTd.

XaunAé eTTITTESO | AVETTAPKNG avappoéenon Twv | BeBaiwbeite 6,11 n ouokeury EKTTAUONG
aKpifelag KUWeAidwv AeIToupyei cwoTd
NAavBaopuévn avappoenaon EAEyETe TN AsiToupyia TnG TITTETAG.
Ta ovudpactipo tomobetovvran pe moAd | Na  atToQelyeTe TNV ERpavon Tou
apyd puhud TTAaKIBioU PETA TNV EKTTAUCT. [pocBioTe
apéowg Ta avTIdPaAcTrpIa
Ymdpxouv uaaAideg agpa Na  atmogelyete  TOV  OXNUATIOUO
QUOOAIdWY KaTd TNV avappoenan.
H oT1rTikr) d1adpopr) dev eivar diauyng EAéyEte av n  o@wtevp TNy gival
kaBapr|. KaBapiote 10 TTAGKI®IO pE €va
XOPTOUAVTIAG
AveTTapkng Aavboouévog o ypovog 1 n OBepuoxpacio | EAEyETE TOV BegppooTdTn kal Tov Xpovo
Bepuokpaaia ™G ENDAGNG ETTWACNG.

AkoAouBnaoTe maoTd TIG 00nYieg Xprong

H moodtnta TOU UTTOOTPWUATOG TTOU
£X€El TTPOOTEDED, Bev gival ApKeTH.

EAéyETe TN AciToupyia TNG TITTETOG
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZYWELL
CYTOMEGALOVIRUS IgG AVIDITY

91092 (Espafiol)

1. INDICACIONES
METODO INMUNOENZIMATICO PARA LA DETERMINACION DE LA AVIDEZ DE LOS
ANTICUERPOS IgG ANTI CYTOMEGALOVIRUS EN SUERO HUMANO.

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

El Citomegalovirus es un virus patdgeno humano que pertenece a la familia de los virus herpes y que se transmite por
contacto humano a través de los fluidos corporales.

En la mayoria de casos la infeccidon primaria transcurre sin sintomas clinicos aparentes. Sin embargo, en pacientes
inmunodeprimidos, el virus es causante de cuadros graves, que en algunos casos pueden llegar a ser mortales. Las
infecciones durante el embarazo pueden transmitirse via placentaria al feto. En el 95% de los casos esto sucede sin
consecuencias pero, en ocasiones, algunos neonatos pueden presentar ictericia, hepato-esplenomegalia y retraso psico-
motriz. Por esta razon es importante determinar el titulo de anticuerpos de la paciente para detectar un proceso de
seroconversion.

A veces la determinacién de anticuerpos IgM no es suficiente, ya que la presencia de dichos anticuerpos puede ser
debida a persistencia de las IgM o a una reinfeccion asintomatica por Citomegalovirus sin riesgo para el feto.

Por esta razdn es importante la titulacion de los anticuerpos IgG por avidez en cuanto se ha demostrado que ésta es baja
en la fase aguda y aumenta con el tiempo. Se ha demostrado que una baja titulacién de anticuerpos IgG por avidez es
indicativo de infeccidn reciente o actual.

La avidez de las 1gG en suero humano puede titularse con este kit ELISA.

3. PRINCIP10O DEL METODO

El test se basa en la técnica ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

El antigeno, constituido por cytomegalovirus parcialmente purificado e inactivo, estd unido a la fase solida (tiras con 8
pocillos). Después de la incubacion con suero humano diluido las inmunoglobulinas especificas se unen al antigeno.
La muestra se pone en dos pocillos (o en cuatro para la doble prueba) y s deja en incubacién.

Después del lavado de la fase sélida, se pone en un pocillo el Tampon desasociante, mientras en el otro se pone la
solucién de lavado. El primer tampon provoca la disociacion de la unién entre antigeno y anticuerpo, y ésta sera
proporcional a la avidez de los anticuerpos. Después de varios lavados para eliminar las proteinas que no han
reaccionado, tiene lugar la incubacién con el conjugado, compuesto de anticuerpos monoclonales humanos IgG
marcados con peroxidasa de rafano.

El conjugado que no se ha unido es eliminado y se afiade el substrato especifico por el enzima. El color que se
desarrolla es proporcional a la concentracion de anticuerpos especificos presentes en la muestra de suero, unidos al
antigeno unido a la fase sélida. La relacion entre la densidad Optica del pocillo donde se incub6 el tamp6n desasociante
y la de donde se incubd el tampdn de lavado estd expresa en porcentaje y constituye la medida de la avidez del suero
examinado hacia el antigeno Cytomegalovirus.

4. COMPONENTES DEL KIT Y PREPARACION DEL REACTIVO
- Reactivos suficientes para 24 determinaciones
- Poner los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.

MICROPLACA 3x16 pocillos recubiertos de antigenos Cytomegalovirus.

Uso: Abrir el envase de las tiras desde el lado opuesto al codigo (C seguido por el nimero de lote) que sirve para su
identificacion; retirar el soporte e insertar las tiras necesarias. Colocar las tiras no utilizadas en la bolsa de plastico con
el gel de silice, extraer el aire y cerrar fuertemente.

CONJ|CONJUGADO 1x12 mL
Contenido: anticuerpos monoclonales anti IgG humanos marcados con peroxidasa, en una solucion fosfato tamponada
que contiene fenol al 0.05% y Bronidox al 0.02%. Listo para su uso sin diluciones adicionales.

[CONTROL LOW CONTROL A BAJA AVIDEZ 1x2.5mL
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Contenido: Suero humano que contiene IgG anti CMV a baja avidez en una solucion fosfato tamponada 0.01 mol/L
con BSA 1% y &zida sddica 0.09%, liquido. Listo para su uso sin diluciones adicionales.

|CONTROL HIGH| CONTROL AALTAAVIDEZ 1x25mL
Contenido: Suero humano que contiene IgG anti CMV a alta avidez en una solucion fosfato tamponada 0.01 mol/L con
BSA 1% y azida sodica 0,09%, liquido. Listo para su uso sin diluciones adicionales

AVIDITY BUF TAMPON AVIDITY 1x 10 mL

Contenido: Urea en solucion salina tamponada que contiene fenol (0.05%) y Bronidox (0.02%), lista para su uso. Si
hay cristales presentes, disolverlos a 37°C antes de diluir.

TAMPON DE LAVADO 10X 1 x 100 mL [INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Solucion salina tamponada (PBS), concentrada 10 veces; contiene Brij al 0.5% p/v.

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

DILUYENTE 2 (PF93611) 1 x 100 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Para la dilucidn de las muestras de suero.

Contenido: Solucién de proteinas en tampén fosfato con &zida sédica 0.09% con adicién de metilnaranja como
conservante.

SUBS TMB|SUBSTRATO 1 x 12 mL Listo para su uso |INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Tetrametilbenzidina y peréxido de hidrégeno estabilizados en tamp6n citrato pH 3.8.

H.SO4 0.3 M| SOLUCION BLOQUEANTE  1x16 mL |INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Solucién de H.SO4 0.3 mol/L, lista para su uso.

CINTA ADHESIVA (2).
BOLSA DE PLASTICO (1).

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS.

- Incubador a 37°C

- Lector de Microplacas (longitud de onda 450 0 450/620 nm, con linealidades hasta OD > 2.000)
- Lavador de Microplacas (no indispensable) para dispensar volumenes entre 225-375 pl
- Agua Destilada o desionizada

- Guantes de un solo uso

- Cron6metro

- Solucion de hipoclorito de sodio (5%)

- Envases para la coleccion de materiales potencialmente infecciosos

- Papel absorbente.

- Micropipetas de precision para extraer 10, 100, 1000 pl de solucién

- Material de laboratorio: cubetas, cilindros..

5. CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS
Los reactivos deben ser conservados a 2/8°C. La fecha de caducidad estd impresa en cada componente y en la
etiqueta externa de la caja.

Los reactivos tienen una estabilidad limitada después de la abertura y/o de la preparacion

REACTIVO CONDICIONES

MICROPLACA 5 SEMANAS 2/8°C busta de plastico

SUERO DE CONTROL 5 SEMANAS 2/8°C

CONJUGADO 5 SEMANAS 2/8°C

SUBSTRATO hasta la caducidad a 2/8°C ; 1 semana a 15/30°C; en ambiente oscuro
DILUYENTE MUESTRAS hasta la fecha de caducidad a 2/8°C

TAMPON DE LAVADO listo para su uso 2 semanas 2/8°C 5 dias a 15/30 °C

TAMPON AVIDITY hasta la caducidad a 2/8°C

SOLUCION BLOQUEANTE hasta la caducidad a 2/8°C

6. PRECAUCIONES DE USO
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SOLAMENTE PARA USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO. CONSERVAR A 2-8°C

Cuidado:

Este kit contiene materiales de origen humano que han sido testados y dieron resultados negativos en las
pruebas aprobadas 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 diagndéstica puede ofrecer una completa garantia sobre la ausencia de agentes
infecciosos , cualquier material de origen humano debe ser considerado potencialmente infeccioso. Todos los
materiales de origen humano deben manipularse seglin las practicas de seguridad cominmente adoptadas en la
practica diaria de laboratorio.

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

Informaciones de Salud y Seguridad:

1. No pipetear por via oral. Usar los guantes de un solo uso y la proteccién para los ojos al manejar las muestras y
durante la prueba. Lavar las manos a fondo después de terminar el test.

2. Los reactivos siguientes contienen baja concentracion de sustancias dafiinas o irritantes:

a) El tampdn de lavado contiene detergentes
b) EIl conjugado contiene fenol
c) Elsubstrato es acido
d) Los controles contienen Azida Sédica (0.09%) como conservante que puede reaccionar con cobre y
plomo y formar &zidas metalicas potencialmente explosivas.
Si cualquier reactivo entra en contacto con la piel u ojos, lavar con mucha agua.

3. Los aparatos no desechables se deben esterilizar después su uso. ElI método preferido es autoclavar durante 1 h a
121°C; los materiales desechables deben ser autoclavados o incinerados.

4. El &cido sulfarico contenido en la Solucidn Bloqueante y el acido clorhidrico usado para limpiar la cristaleria son
corrosivos; utilizar estos materiales con cuidado. En caso de contacto con la piel u ojos, limpiar con mucha agua.

5. Los acidos neutralizados y otros residuos liquidos se deben disinfectar afiadiendo hipoclorito de sodio en un
volumen suficiente para obtener una concentracién final por lo menos del 1,0%. Se requiere una exposicion al
hipoclorito de sodio al 1% durante 30 minutos para garantizar una desinfeccién eficaz.

6. 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 1,0%, antes de se que se
continde el trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe utilizar en derrames que contengan acido antes de que la
zona sea limpiada . 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.

Precauciones analiticas

1. Poner todos los reactivos y las muestras 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 trabajar a la
temperatura correcta. Compruebe que el termostato no esté por debajo de 35°C 6 por encima de 39°C.Abrir
el envase que contiene las tiras después de por lo menos media hora a temperatura ambiente.

2. No usar los reactivos después de la fecha de caducidad. La contaminacion microbiolégica de los reactivos debe ser
evitada ya que ésta puede acortar la vida del producto y causar resultados erréneos.

3. 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.

4. 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 iluminacion ni a humos de hipoclorito durante la conservacion o las fases de

incubacion.

Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.

Evitar la contaminacién cruzada entre reactivos. Es importante usar pipetas exclusivas para cada reactivo.

Evitar de tocar el borde del pocillo con el conjugado. No salpicar sobre las microplacas.

Las titulaciones inmunoenzimaticas de vez en cuando pueden presentar un particular efecto 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. Alternativamente, incubar las placas en un analizador aprobado. Para méas informacién

consultar el manual de usuario del equipo. No utilizar incubadores de COx.

10. 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.

11. Puede ser fuente de error el uso de muestras altamente hemolizadas, suero no coagulado en su totalidad, 0 muestras
que presentan contaminacion microbiana.

12. El uso del kit con equipos automaticos debe ser convalidado por el usuario.

o

©oNo
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13. Leer el manual de usuario de cada equipo y en especial 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.

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. 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. Las
muestras no deben ser almacenadas en congeladores autodescongelantes. Después de descongelar, agitar con cuidado
antes de su uso. La inactivacion al calor puede dar resultados erréneos. La calidad de la muestra puede verse seriamente
afectada por la contaminacion microbiana que conduce a resultados erroneos. No utilizar muestras muy lipémicas,
ictéricas, hemolizadas o contaminadas.

El test no se puede aplicar a plasma humano.

8. PROCEDIMIENTO DEL TEST
Preparar el nimero requerido de tiras.
- Preparar el tamp6n de lavado diluyendo el Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H;0).

Dejar un pocillo libre para efectuar el blanco. Diluir las muestras 1:301 poniendo 5 pL de suero en 1.5 mL de diluyente,
dispensar 100 pL de cada muestra diluida por lo menos en dos pocillos, y 100 puL de Control Baja Avidez y 100 pL de
Control Alta Avidez en doble prueba. Cubrir los pocillos con la cinta protectora e incubar 60 minutos a 37°C. Despues
de 4 lavados, cada uno de 30" (300 pL), dispensar en un pocillo muestras y controles Solucién De Lavado y en el otro
el Tampon Avidez e incubar 10° a 37°C.

Aspirar el tampén y ejecutar 4 lavados, cada uno de 30". Afadir 100 pL de conjugado a cada pocillo e incubar de
nuevo 45 minutos a 37°C, cubriendo los pozos con la cinta protectora. Lavar la placa otra vez 4 veces, como se
describi6 anteriormente. Finalmente distribuir el Substrato, 100 pL/pozo, incluso el blanco.

Después de 15 minutos a temperatura ambiente parar la reaccion enzimatica con 100 pL de Solucién Blogueante.

Leer la (DO.) a 450 nm 0 450/620 nm dentro de 30 min.

9. ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO DEL TEST

STEP 1 Poner 100 uL de la muestra diluida/controles en doble prueba en los pocillos.
Incubar 60 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 pul)

STEP 2 Por cada muestra/control distribuir en un pocillo 100 puL de solucién de lavado y en un pocillo 100 pL
de tampon Avidez, incubar 10’ a 37°C.

- Lavar 4 veces (300 pl)
STEP 3 Afadir 100 pL de Conjugado a cada pocillo
Incubar_ 45 min. a 37°C.
- Lavar_ 4 veces
STEP 4 Afadir 100 pL de Substrato a cada pocillo incluso el blanco
Incubar_ 15 minutosa T.A
STEP 5 Afiadir 100 pL de Solucion Bloqueante
Leer Ia_DO a 450 nm dentro de 30 min

10. VALIDACION DEL TEST
El blanco de la O.D. debe ser <0.150.
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Los controles alta y baja avidez en los pocillos incubados con la solucién de lavado deben llevar un valor de
0.D. > 0.500.

El porcentaje de avidez en el control baja avidez debe ser menos del 35% y el del control alta avidez debe ser mayor del
50%, calculada segun lo indicado en el parrafo “Interpretacion de los Resultados”.

11. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
El porcentaje de avidez de las muestras se exprime y se calcula con la relacién entre las densidades Opticas encontradas
en el pocillo con Tampo6n Avidez y en el Tampdn de Lavado subtraidas del valor del blanco.

0.D. con Tampon Avidez — O.D. blanco
x 100 = % de avidez

O.D. con Tamp6n de Lavado — O.D. blanco

Cuando esta relacion es mayor del 40%, indica la presencia de IgG anti-CMV a alta avidez; cuando es menor del 30%
indica la presencia de 1gG anti-CMV a baja avidez. Cuando el porcentaje esta en el rango 30 y 40% tenemos IgG anti-
CMV a avidez media (Borderline). En este caso la interpretacion del test es dudosa.

El calculo puede efectuarse solamente sobre muestras que tienen una O.D. del pocillo lavado con Tampén de Lavado >
0.400.

Advertencia:
En caso de que la O.D. del pocillo de referencia es mas de 2.000, repetir la prueba diluyendo 1/1000.
En caso de que la O.D. del pocillo de referencia es < 0.400, repetir la prueba diluyendo la muestra 1/101.

Repetir la prueba en el caso de un resultado de media avidez.
En cualquier caso se aconseja repetir la prueba después de 2-3 semanas, con el fin de evaluar la eventual variacién de la
avidez.

12. LIMITACIONES

La presencia de IgG de alta avidez (sobretodo en pacientes transplantados), si bien no excluye la posibilidad de que
haya habido una infeccion reciente, es muy indicativa de que la infeccién se haya tenido por lo menos hace 5 meses.

En cambio, la presencia de IgG de baja avidez indica marcadamente que la infeccion ha ocurrido en los dltimos 4
meses.

En el caso de los recién nacidos una avidez baja no indica infeccion aguda en acto.

El resultado de la prueba tendria que ser evaluado conjuntamente con otros resultados procedentes de la historia del
paciente o de otros procedimientos de diagnostico.

13. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIAGNOSTICO

En una prueba clinica externa se analizaron 100 muestras, en paralelo con dos métodos comerciales para la
determinacion de las 1gG y de las IgM anti Cytomegalovirus. De cada paciente se conocia la historia clinica. El % de
avidez calculada se puso en correlacion con el estadio de la infeccion.

De las 100 muestras analizadas 14 pertenecian a pacientes con infeccién aguda, 15 pertenecian a pacientes procedentes
de departamentos de transplantados (7 con infeccién aguda), los demas pertenecian a pacientes con infecciones
anteriores.

El % de avidez en los 14 pacientes con infeccion aguda variaba de un minimo de 6 hasta un maximo de 35-40
(infecciones primarias avanzadas), en las infecciones anteriores la avidez variaba de un minimo de 50 hasta un méximo
de 100 (mayor o igual a 70 en el 61% de los casos). Los pacientes transplantados mostraban altos valores de avidez; el
resultado era falseado por el suminstro de gamaglobulinas que en estos pacientes se efectia cominmente.

14. REPRODUCIBILIDAD

Tab.1 Reproducibilidad intra-ensayo (n=6)

Muestra avidez % media S.D. CV%
Baja Avidez 28 2 6
Alta Avidez 64 2 3

Tab. 2 Reproducibilidad entre ensayos

Muestra avidez % media S.D. CV%
S1 72 11 15
S2 31 1 2

S3 8 2 28
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PROBLEMA

POSSIBLES
ERROR

FUENTES DE

PRUEBA U ACCIONES

Serie no valida (todos negativos)

Uno o mas reactivos no han sido
afadidos o han sido afiadidos en
secuencia errénea .

Controlar de nuevo el procedimiento
Controlar si hay reactivos que no se hayan
afiadido.

Repetir el test.

Placa no reactiva

Controlar el cddigo del envase de la placa
(ver punto 4 de la informacion técnica para
el codigo correcto).

Controlar la presencia de humedad en la
placa no utilizada. (El gel de silice debe ser
amarillo péalido) Repetir el test.

Serie no valida (todos positivos)

Contaminacioén del sustrato

Recoger una nueva alicuota de sustrato.

Lavado inadecuado

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Escasa precision

Aspiracion  inadecuada de los

pocillos

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Error de pipeteado

Controlar el funcionamiento de la pipeta

Adicion de los reactivos demasiado
lenta

Evitar la sequedad de la placa después del
lavado. Afadir los reactivos
inmediatamente.

Presencia de burbujas

Evitar la formacion de burbujas mientras se
pipetea

Sistema optico no limpio

Controlar la fuente de luz y el detector para
la presencia de suciedad . Limpiar el fondo
de la placa con papel suave.

Desarrollo escaso del color

Tiempo o temperatura de incubacion
incorrectos

Verificar el control de la temperatura y el
tiempo de incubacioén.

Seguir cuidadosamente las instrucciones.

Volumen inadecuado de substrato
afiadido a la placa

Controlar el funcionamiento de la pipeta.
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INSTRUCTIONS POUR L'EMPLOI

ENZYWELL
CYTOMEGALOVIRUS IgG AVIDITY

91092 (Francais)

1. UTILISATION
METHODE IMMUNOENZYMATIQUE POUR LA DETERMINATION DE L’AVIDITE DES ANTICORPS
19G ANTI-CYTOMEGALOVIRUS DANS LE SERUM HUMAIN.

2. INTERET CLINIQUE

Le cytomégalovirus est un virus herpétique qui se transmet dans les situations de rapports humains étroits. La plupart
des sujets atteints restent asymptomatiques. Le virus, au contraire, est trés dangereux pour les patients
immunodéprimés, chez lesquels le virus peut aboutir a la mort. Les femmes séronégatives qui contractent la maladie
pendant la grossesse, peuvent la transmettre au feetus.

Dans 95 % des cas, cela se produit sans autres conséquences, mais le nouveau-né peut présenter des symptomes,
comme l’ictére, I’hépatosplénomégalie ou un retard du développement psychomoteur. C'est la raison pour laquelle il est
trés important de connaitre 1’état immunitaire de la patiente et d'observer I’éventuelle séroconversion.

Quelquefois, il ne suffit pas de déterminer seulement les anticorps IgM, parce que la présence de ces anticorps peut étre
due a la persistance des IgM ou a la réinfection asymptomatique due au cytomégalovirus, sans représenter un risque
pour le feetus.

C'est la raison pour laquelle il est utile de doser I’avidité des anticorps IgG, puisqu’il a été démontré que ce paramétre
est bas pendant la phase aigué et qu'il augmente avec le temps. La présence d'anticorps a basse avidité indique donc une
infection récente ou en cours.

L’avidité des IgG dans le sérum peut étre dosée en utilisant ce kit ELISA.

3. PRINCIPE

Le test se base sur le principe ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

L’antigéne, constitué de Cytomégalovirus partiellement purifié et inactif, est lié a la phase solide (puits de la barrette
1x8). A travers I’incubation dans le sérum humain dilué, les immunoglobulines spécifiques se lient a 1’antigéne.
L’échantillon est versé dans deux puits (ou 4 si on effectue le test en double) et on le laisse incuber. Aprés un lavage de
la phase solide, on met le Tampon Avidité dans un puits et la solution de lavage dans 1’autre. Le premier tampon
entraine la dissociation du lien entre 1’antigéne et les anticorps et cette derniére sera proportionnelle a ’avidité des
anticorps. Aprés des lavages permettant d'éliminer les protéines qui ne se sont pas liées, on effectue I’incubation avec le
conjugué constitué d’anticorps monoclonaux anti-lgG humaines marqués a la peroxydase HRP.

Le conjugué qui ne s’est pas lié est éliminé et 1'on ajoute le substrat spécifique pour I’enzyme. La couleur qui apparait
dépend de la concentration en anticorps spécifiques dans le sérum examiné qui sont encore liés a I’antigéne sur la phase
solide. Le rapport entre la densité optique du puits ou I'on a incubé le tampon de lavage est exprimé en pourcentage et il
constitue la mesure de I’avidité du sérum examiné via-a-vis de I’antigéne du cytomégalovirus.

4, CONTENU DU KIT ET PREPARATION DES REACTIFS
- Le kit permet de réaliser 24 réactions.
- Porter les réactifs a température ambiante avant I'utilisation.

MICROPLAQUE 3 x 16 puits sensibilisés avec le Cytomégalovirus

Utilisation : Découper le sachet du cdté opposé au code (C, suivi par le numéro du lot) qui sert a son identification.
Sortir le support et les barrettes nécessaires du papier d’emballage et placer les barrettes non utilisées dans le sachet en
plastique avec le gel de silice. Chasser I’air du sachet et le fermer en exercant une pression sur la fermeture.

CONJUGUE 1x12mL

Composition : Anticorps monoclonaux anti-lIgG marqués a la peroxydase, dans un tampon phosphate contenant 0.05 %
de phénol et 0.02 % de bronidox..

Préparation : Prét a I’emploi.
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|CONTROL LOV\/| CONTROLE A BASSE AVIDITE 1x2.5mL

Composition :  Sérum humain contenant IgG anti-CMV a basse avidité, dilué dans un tampon phosphate a 0.01 mol/Il
avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est prét a ’emploi sans autre
dilution.

ICONTROL HIGH CONTROLE A HAUTE AVIDITE 1x2.5mL

Composition :  Sérum humain contenant des 1gG anti-CMV a haute avidité, dilué dans un tampon phosphate a 0.01
mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est prét a I’emploi sans
autre dilution.

TAMPON D’AVIDITE 1x 10 mL

Composition : Urée en solution saline tamponnée contenant du phénol (0.05 %) et du Bronidox (0.02 %), préte a
’usage sans autre dilution.

En présence de cristaux, chauffer la solution a 37 °C pour les solubiliser.

TAMPON DE LAVAGE 10X (PF93603) 1 x 100 mL [LOTS INTERCHANGEABLES]
Composition :  Solution saline tamponnée, concentrée 10 fois ; contient 0.5 % de brij.

Préparation : Diluer a 1/10 avec de I’eau distillée pour obtenir un tampon de lavage prét a I’emploi.

En présence de cristaux : chauffer la solution & 37 °C pour les solubiliser, puis réaliser la dilution.

SAMP DIL 2 DILUANT 2 (PF93611) 1x 100 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
Pour diluer les échantillons de sérum.
Composition :  Solution protéique, additionnée d’azide de sodium 0.09 % et de méthylorange en guise de colorant.

SUBS TMB| SUBSTRAT (PF93619) 1x 12 mL Préta I’emploi LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Tétraméthylbenzidine (2 0.26 mg/ml) et peroxyde d’hydrogéne ( H202 & 0.01 %) stabilisé dans un
tampon citrate (& 0.05 mol/l). pH = 3.8.

H2S040.3 M| SOLUTION D’ARRET (PF93602) 1x 16 mL |[LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition : H2SO4 (& 0.3 mol/l ) en solution préte a I’emploi.

SACHET EN POLYETHYLENE (1)
FEUILLES ADHESIVES (2)

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI
- Incubateur 4 37 °C
- Lecteur de microplaques (longueur d’onde 450 ou a 450/620 nm, avec linéarité jusqu’a > 2.000)
- Laveur de microplaques (pas indispensable) capable de fournir des volumes de 225-375 pl
- Eau distillée ou désionisée
- Verrerie normale de laboratoire (éprouvettes, pipettes, etc...)
- Micropipette pour le prélevement précis de 10, 100, 1000 ul de solution
- Gants a jeter
- Compte-minutes
- Solution 5 % de sodium hypochlorite
- Récipients pour les matériaux potentiellement infectieux
- Papier absorbant

5. MODALITES DE CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIES
Conserver les réactifs a 2-8 °C.
La date de péremption est imprimée sur chaque flacon et sur I’étiquette apposée sur la confection.

Les réactifs ont une stabilité limitée apres ’aperture et/ou la préparation

REACTIF CONDITIONS

MICROPLAQUE 5 semaines a 2/8 °C, sachet en polythéne.

CONTROLES 5 semaines a 2/8 °C.

CONJUGUE 5 semaines a 2/8 °C.

SUBSTRAT jusqu’a péremption a 2/8 °C, 1 semaine a 15/30 °C, dans l'obscurité.
DILUANT jusqu’a péremption a 2/8 °C.

TAMPON DE LAVAGE prét a I’emploi 2 semaines a 2/8 °C, 5 jours a 15/30 °C.

TAMPON D’AVIDITE jusqu’a péremption a 2/8 °C.
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SOLUTION D’ARRET jusqu’a péremption a 2/8 °C.

6.

PRECAUTIONS D’UTILISATION

POUR DIAGNOSTIC IN VITRO.

ATTENTION :

Ce kit contient des matériaux d’origine humaine. Bien que tous les produits d’origine humaine aient subi un
contréle de dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, les anticorps anti-VHC et ’Ag HBs en
utilisant des méthodes approuvées par la FDA, ils doivent é&tre maniés comme étant des produits potentiellement
infectieux.

Elimination des résidus: les échantillos de serum et les reactifs usages doivent étre traités come des déchets
infectés, et donc éliminés conformément aux dispositions de loi en vigueur.

Precautions et avertissements pour la securite personnelle

1.

2.

Ne pas pipeter avec la bouche. Porter des gants a jeter et des protections pour les yeux quand on manie des
échantillons et pendant le test. Se laver soigneusement les mains une fois que le test est terminé.
Les réactifs suivants contiennent de faibles concentrations de substances nocives ou irritantes :

a) Le tampon de lavage contient des détergents

b) Le conjugué et les contréles contiennent du phénol

c) Le substrat est acide.

d) Le sérum de contréle contient 0.09 % d’azide de sodium en guise de conservateur. Les azides peuvent
réagir avec les métaux des canalisations et donner ainsi naissance a des composés explosifs.
En cas de contact d'un réactif avec la peau ou les yeux, les laver a grande eau.
Les instruments que ne sont pas & jeter doivent étre stérilisés aprés ’emploi, de préférence en autoclave pendant
1 ha121 °C. Les matériaux a jeter doivent étre mis en autoclave ou incinérés.
L’acide sulfurique contenu dans la solution d’arrét et 1’acide chlorhydrique utilisé pour laver la verrerie sont
corrosifs ; ces substances doivent étre utilisées avec prudence. En cas de contact avec la peau ou les yeux, les
laver a grande eau.
Les matériaux liquides a jeter, neutralisés avec une solution alcaline, doivent étre désinfectés avec de
I'nypochlorite de sodium en quantité suffisante pour obtenir une concentration finale de 1 % au moins. Une
exposition a I'nypochlorite de sodium 1 % pendant 30 minutes suffit pour garantir une désinfection efficace.
En cas de renversement accidentel de matériaux potentiellement infectieux, essuyer immédiatement avec du
papier absorbant et nettoyer le plan de travail avec, par exemple, de I’hypochlorure de sodium (1 %), avant de
continuer le test. En présence d’un acide, on pourra utiliser I'hypochlorite de sodium seulement apres avoir
essuyé la zone. Tous les matériaux utilisés pour nettoyer un renversement accidentel doivent étre éliminés
comme étant potentiellement infectieux.

Avertissements analytiques

1.

@

© o~

10.

Porter tous les réactifs et les échantillons a la température ambiante (18-30 °C) avant ’emploi. Remettre les
réactifs a la température de conservation immédiatement aprés ’emploi. Il est trés important de contrler la
température d’incubation des microplaques. Le thermostat ne doit pas descendre au dessous de 35 °C ni au
dessus de 39 °C. Ouvrir le sachet contenant les barrettes apres I'avoir laissé 30 minutes a la température
ambiante.

Ne pas utiliser les réactifs au-dela de la date de péremption. Eviter la contamination microbienne des réactifs
parce que la validité peut se réduire et que les résultats peuvent étre erronés.

Ne pas changer le procédé, ni remplacer les réactifs avec ceux d’autres producteurs ou d’autres lots, & moins
qu’il ne soit précisé que le réactif est interchangeable parmi différents lots. Les temps d’incubation ne doivent
pas étre réduits.

Toute la verrerie utilisée pour le test doit étre lavée soigneusement avec de 1’acide chlorhydrique (2M) et rincée
a I’eau distillée ou désionisée.

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

Eviter le dessechement des puits pendant le test.

Eviter la contamination croisée entre les réactifs. Il est important d'utiliser des pipettes « dédiées ».

Eviter de toucher ou d’éclabousser le bord du puits avec le conjugué. Ne pas souffler sur les microplaques.

Les dosages immunoenzymatiques présentent parfois un « effet de bord » (« edge effect ») ; cet effet peut étre
minimisé en augmentant I’humidité pendant les phases d’incubation. Les microplaques doivent étre couvertes
avec le couvre-plaque et incubées a 37 °C ou au bain-marie. Autrement, on peut faire incuber les plaques dans
une analyseur approprié. Ne pas utiliser d’incubateurs a CO».

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.
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11.  Des échantillons fortement hémolysés, du sérum non completement coagulé ou des échantillons présentant une
contamination microbienne peuvent entrainer des résultats erronés.
12.  L’utilisation du kit avec des instruments automatiques doit étre validée par I’utilisateur.
13.  Lire attentivement les modes d'emploi des instruments utilisés ; en particulier, il faut préter attention :
- alinstallation et aux avertissements spécifiques
- aux principes opérationnels, aux instructions, précautions, risques
- aux spécifications du producteur et aux performances de 1’instrument
- alamaintenance et a l'assistance technique.

7. TYPE D’ECHANTILLON ET CONSERVATION

L’échantillon peut se constituer par sérum prélevé normalement en observant toutes les précautions prévues dans le
laboratoire.

Les sérums frais peuvent étre utilisés encore au bout de 4 jours a +2...+8 °. Pour un stockage plus long, congeler les
sérums a — 20 °C. Peut subir jusqu’a un maximum de troi décongelations. Eviter l'utilisation de I'espace de congélateur
a dégivrage automatique pour le stockage des échantillons. Les sérums décongelés doivent étre bien agités avant
I'utilisation.

Les échantillons présentant une contamination microbienne peuvent fausser les résultats. Si la contamination est
perceptible a I’ceil nu, I’échantillon doit étre éliminé. En outre, il n'est pas possible d'utiliser les échantillons fortement
lipémiques, ictériques, hémolysés ou contaminés.

L’échantillon ne peut pas se constituer de plasma humain.

8. PROCEDURE
- Préparer le nombre nécessaire de barrettes.
- Préparation de la solution tamponnée de lavage :
Diluer la solution de lavage concentrée (par exemple : 100 ml + 900 ml d’eau distillée).

Exécution

Laisser un puits vide pour effectuer le blanc (seulement le substrat). Diluer les échantillons 1 :301 en versant 5 pul de
sérum dans 1,5 ml de diluant ; distribuer 100 ul de chaque échantillon dilué dans au moins deux puits, et 100 pl du
contrdle a basse avidité et du contréle a haute avidité en double. Couvrir les puits avec la feuille de protection.

Incuber pendant 60 minutes a 37 °C. Laver pendant 30 secondes (300 pL), répéter la phase de lavage 4 fois. Ajouter
dans un puits des échantillons, du contréle, 100 ul de solution de lavage, et dans I’autre puits 100 pl du tampon
d’avidité ; incuber & 37 °C pendant 10” minutes. Aspirer le tampon et effectuer 4 lavages pendant 30 secondes. Ajouter
100 pl du conjugué dans chaque puits et faire incuber 45 a 37 °C, en couvrant les puits avec la feuille de protection.
Laver la plaque encore 4 fois comme il est mentionné précédemment. Distribuer le substrat (100 ul / puits). Incuber 15
minutes & température ambiante. Ajouter 100 pl de solution d’arrét.

Lire la densité optique & 450 nm ou & 450/620 nm dans les 30 minutes.

9. SCHEMA D’ANALYSE

le ETAPE Mettre 100 pl de sérum dilué/controle en double dans les puits de la barrette.
Incuber pendant 60 minutes a 37 °C.
Laver 4 fois pendant 30 secondes (300 pl)

2e ETAPE Pour chaque échantillon et contréle, verser 100 pl de solution de lavage dans un puits et 100 pl de
tampon d’avidité dans I’autre. Incuber pendant 10 minutes a 37 °C.

Laver pendant 30 seconde a 4 reprises (300 uL)
3e ETAPE Mettre 100 ul de conjugué dans chaque puits

Incuber pendant 45 minutes a 37 °C.

Laver 4 fois.

4e ETAPE Mettre 100 pl de substrat dans les puits.
Incuber pendant 15 minutes a la température ambiante.

5e ETAPE Ajouter la solution d’arrét, 100 ul dans chaque puits.
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Lire la densité optique a 450 nm dans les 30 minutes.

10. VALIDATION DU TEST

La O.D. du blanc doit étre < 0.150.

Les controles a basse et a haute avidité dans les puits incubés avec la solution de lavage doivent avoir une valeur de
0.D. > 0.500.

Le pourcentage d’avidité du controle bas, calculé comme il est indiqué dans le paragraphe "Interprétation des
Resultats", doit étre inférieur a 35 %. Celui du contréle haut doit étre supérieur a 50 %.

11. INTERPRETATION DES RESULTATS

Le pourcentage d’avidité des échantillons est exprimé et calculé en faisant le rapport entre les O.D. trouvées dans les
puits contenant le tampon d’avidité et ceux qui contiennent la solution de lavage, aprés avoir soustrait la valeur du
blanc.

O.D. avec le tampon d’avidité — O.D. blanc

x100 = % d’avidité
0.D. avec la solution de lavage — O.D. blanc

Quand ce rapport est supérieur a 40 %, il y a présence d'lgG anti-CMV a haute avidité ; si le rapport est inférieur a
30%, il y a présence d'lgG anti-CMV a basse avidité. Si le pourcentage est compris entre 30 et 40 %, nous avons la
présence d'lgG anti-CMV de moyenne avidité (Borderline). Dans ce cas, I’interprétation du test est incertaine.

On ne peut effectuer le calcul que sur les échantillons présentant une O.D. du puits lavé avec la solution de lavage >
0.400.

Attention :
Si la O.D. du puits de référence est supérieure & 2.000 il faut refaire le test en diluant 1/1000.
Si la O.D. du puits de référence est < 0.400, refaire le test en diluant 1’échantillon 1/101.

Répéter le test si le résultat est une avidité moyenne.
Dans tous les cas, il est conseillé de répéter le test au bout de 2 a 3 semaines afin d’évaluer toute éventuelle variation de
Pavidité.

12. LIMITES DU TEST

La présence des 1gG a haute avidité (surtout dans les sujets transplantés), méme si elle n'exclut pas la possibilité d'une
infection récente, indique fortement qu'une infection est survenue au moins 5 mois auparavant.

Inversement, la présence des IgG a basse avidité indique fortement qu'une infection est survenue au cours des 4 mois
précédents.

Chez les nouveau-nés, une basse avidité n’est pas l'indice d’une infection en cours.

Le résultat du test doit toujours étre évalués en conjonction avec les données de I'histoire du patient et / ou d'autres
examens diagnostiques.

13. SENSIBILITE ET SPECIFICITE DIAGNOSTIQUES

Dans une expérimentation externe, 100 échantillons ont été analysés avec deux kits disponibles dans le commerce pour
la détermination des 1gG et des IgM anti-CMV. Le tableau clinique de chaque sujet était connu.

Le taux d’avidité calculé a été associé a la phase de I’infection.

Des 100 sérums examinés, 14 appartenaient & des sujets ayant une infection aigué, 15 a patients greffés (7 avec une
infection aigué). Les autres provenaient de patients ayant eu une infection dans le passé.

Le taux d’avidité chez les 14 patients ayant une infection aigué variait de 6 (minimum ) & 35-40 (maximum) (infections
primaires avancées). Dans les infections passées, 1’avidité variait de 50 a 100 (> 70 dans 61 % des cas). Les sujets
greffés montraient de hautes valeurs d’avidité, mais le résultat était faussé par I’administration des gammaglobulines,
fréquente chez ces patients.

14. PRECISION

Tab.1 Précision dans la série (n=6)
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Echantillon % moyenne avidité D.S. CV %
Basse avidité 28 2 6

Basse Avidité 64 2 3

Tab.2 Précision entre séries

Echantillon % moyenne avidité D.S. CV %

S1 72 11 15

S2 31 1 2

S3 8 2 28

15. RESOLUTION DES PROBLEMES

PROBLEME CAUSES POSSIBLES ACTION/CONTROLE
Session  non valable (tous|Absence d’un ou de plusieurs | Contrbler le processus.
négatifs) réactifs, ou ajout des réactifs en | Controler s’il y a une solution inutilisée.

ordre erroné

Refaire le test.

Plaque non réactive

Controler le code imprimé sur le sachet de la
plaque (lire les instructions pour 1’emploi).

Controler s’il y a de I’humidité sur la plaque
inutilisée. (Le gel de silice doit présenter une
couleur jaune pale). Refaire le test.

Session non valable (tous positifs)

Contamination du substrat

Prélever une nouvelle quantité de substrat.

Lavage insuffisant S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.
Précision insuffisante Lavage incomplet des puits S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.
Aspiration insuffisante des puits S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.
Erreur de pipetage S’assurer que la pipette fonctionne
correctement

Ajout des réactifs trop long

Eviter le dessechement de la plaque aprés la
phase de lavage. Ajouter immédiatement les
réactifs.

Présence de bulles d’air

Eviter la formation de bulles d’air pendant le
pipetage.

Parcours optique pas propre

Controler la source lumineuse et la présence
d’impuretés. Essuyer le fond de la plaque
avec du papier.

Développement insuffisant de la
couleur

Temps ou température d’incubation
non correct

Vérifier le contrdle de la température et du
temps d’incubation

Suivre attentivement les instructions

d’utilisation.

Volume incorrect du substrat ajouté
a la plaque

Controler le fonctionnement de la pipette.
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EN | Date of manufacture FR | Date de fabrication
ﬁl ES | Fecha de fabricacion GR | Huepopnvia Mopayoyng
IT | Datadi fabbricazione PT | Data de fabrico
EN | Use By FR | Utiliser jusque
g ES | Fechade caducidad GR | Huepopnvia AMéng
IT | Utilizzare entro PT | Prazo de validade
EN | Caution,consult accompanying documents FR | Attention voir notice d'instructions
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IT | Attenzione, vedere le istruzioni per l'uso PT | Atencéo, consulte a documentacdo incluida
EN | Manufacturer FR | Fabricant
“ ES | Fabricante GR | Kataokgvaotig
IT | Fabbricante PT | Fabricante
EN | Contains sufficient for <n> tests FR | Contenu suffisant pour "n"tests
ES | Contenido suficiente para <n> ensayos GR | Tepieydpevo emopkic Yo «v» eEETAOELG
IT | Contenuto sufficiente per "n" saggi PT | Contetido suficiente para “n” ensaios
EN | Temperature limitation FR | Limites de température
ES | Limite de temperatura GR | Iepopiopoi Beppokpaciog
IT | Limiti di temperatura PT | Limites de temperatura
EN | Consult Instructions for Use FR | Consulter les instructions d'utilisation
Em ES | Consulte las instrucciones de uso GR | ZvpBovievteite tig 0dnyieg xpnong
IT | Consultare le istruzioni per I'uso PT | Consulte as instrugdes de utilizagdo
(‘)\ EN | Biological risks FR | Risques biologiques
¥ ES | Riesgo bioldgico GR | Buohoywoi kivduvot
5/ RSSO ; . A
IT | Rischio biologico PT | Risco bioldgico
EN | Catalogue number FR | Référence du catalogue
ES | Numero de catalogo GR | ApBudg katordyov
IT | Numero di catalogo PT | Referéncia de catalogo
EN | In Vitro Diagnostic Medical Device FR | Dispositif médical de diagnostic in vitro
IVD ES | Producto sanitario para diagnéstico in vitro GR | In Vitro Awayvoortikd Tatpoteyvoroyukd mpoiov
IT | Dispositivo medico-diagnostico in vitro PT | Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
EN | Batch code FR | Code du lot
LOT ES | Cddigo de lote GR | ApBuog IMapridag
IT | Codice del lotto PT | Cddigo do lote
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