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ISTRUZIONI PER L’USO
ENZYWELL
RUBELLA IgG AVIDITY
91095 (Italiano)

1. UTILIZZAZIONE

METODO IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE DELL’AVIDITA DEGLI ANTICORPI
1gG ANTI VIRUS DELLA ROSOLIA NEL SIERO UMANO. DA UTILIZZARE COME AUSILIO ALLA
DIAGNOSI DELL’INFEZIONE DA RUBELLA VIRUS.

2. INTRODUZIONE

Il virus della Rosolia provoca nell'uomo una malattia contagiosa molto comune caratterizzata da esantema diffuso. Il
decorso é generalmente breve e privo di complicazioni.

Se la malattia é invece contratta durante la gravidanza ci sono conseguenze per il feto in quanto il virus é teratogeno e
provoca gravi malformazioni specialmente durante il primo mese di gestazione.

Per questo motivo e essenziale conoscere lo stato immunitario della paziente prima dell'inizio della gravidanza in
quanto si pud procedere alla vaccinazione o, se questa e impossibile, al frequente monitoraggio per 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 Rosolia, senza presentare rischi per il feto.

Per questo risulta utile dosare l'avidita degli anticorpi 1gG 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 é indice di infezione recente o in atto.

L'avidita delle IgG nel siero pud essere dosata con questo kit ELISA.

3. PRINCIPIO DEL METODO

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

L'antigene da Virus della Rosolia 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
Avidity 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 l'incubazione con il coniugato costituito da anticorpi monoclonali anti IgG umane marcati con
I’enzima Perossidasi di rafano.

Si elimina il coniugato che non si ¢ legato e si aggiunge il substrato specifico per ’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 é stato incubato il tampone
Avidity e quella dove & stato incubato il tampone di lavaggio & espresso in percentuale e costituisce la misura
dell'avidita del siero in esame verso il virus della Rosolia.

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 VIRUS DELLA ROSOLIA (COLORATE IN ROSSO) 3
X 16 pozzetti

Uso: Aprire I'involucro delle strips dalla parte opposta al codice (R 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 I'aria e sigillare premendo sulla chiusura.

CONJ CONIUGATO 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.

CONTROL| CONTROLLO DI AVIDITA 1x25mL
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Contenuto: Siero umano contenente IgG anti Rubella 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 1x10mL
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.

WASH BUF 10X 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 LOTT]|
Da utilizzare per la diluizione dei campioni.
Contenuto: Soluzione proteica in tampone fosfato con sodio azide 0.09% piu colorante (metilarancio).

SUBS TMB| SUBSTRATO 1x12mL Prontoalluso INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Contenuto: Tetrametilbenzidina ed H20- stabilizzati in tampone citrato pH 3.8.
Stabilita: Il prodotto é stabile fino alla data di scadenza se conservato a 2/8°C.

H.SO4 0.3 M| SOLUZIONE BLOCCANTE 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 o0 450/620 nm, con linearita fino ad OD > 2,000)
Lavatore di micropiastre (non indispensabile) capace di dispensare volumi compresi tra 225-375 pl

. Acqua distillata o deionizzata

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

o Micropipette capaci di prelevare accuratamente 10, 100, 1000 pl di soluzione
o Guanti mono-uso

. Contaminuti

. Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

. Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

. Carta assorbente

5. 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

TAMPONE AVIDITY fino alla scadenza a 2/8°C

SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2/8°C

6. PRECAUZIONI

SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO
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Questo kit contiene materiali di origine umana che sono stati testati e trovati negativi con test approvati
dal’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 puo offrire una completa garanzia sull'assenza di agenti infettivi, qualunque
materiale di origine umana deve essere considerato potenzialmente infetto. Tutti i reagenti e i campioni devono
essere maneggiati secondo le norme di sicurezza normalmente adottate in laboratorio.

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

Avvertenze per la sicurezza personale

1.

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) 1l controllo contiene come conservante sodio azide 0.09% che, con piombo e rame pud 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 hal21°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 € 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

©ooN®

10.

11.

12.

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 I'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 puo
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.
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13. 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
- 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. 1l siero fresco pud essere mantenuto per 4 giorni a
2/8°C per periodi maggiori a —20°C e puo0 subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti. Evitare I’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 puo portare a risultati erronei.

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

Il test non & applicabile al plasma umano.

8. PROCEDIMENTO

Tecnica manuale
- Preparare le strip necessarie.
- Preparare il tampone di lavaggio diluendo il Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H0).

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 ul di Siero di Controllo 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 pL), 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 nuovo 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 ul 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/ controllo in doppio nei pozzetti dello strip.
Incubar_e 60 min. a 37°C
Lavare_4 volte (300 pL)
STEP 2 Per cia_scun campione/controllo distribuire in un pozzetto mettere 100 pl di Wash Buffer e in un

pozzetto 100 ul di Tampone Avidity, incubare 10'a 37°C.
Lavare 4 volte (300 pL)

STEP 3 Mettere 100 pL 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. a t.a.

STEP 5 Aggiungere 100 pL di Stop Solution

Leggere I'0.D. a 450 nm entro 30 min.
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10. VALIDAZIONE DEL TEST

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

Il controllo nei pozzetti incubati con il Wash Buffer deve riportare un valore di O.D. > 0.500.

La percentuale di avidita del controllo deve essere maggiore del 45%, calcolata come riportato nel paragrafo
“Interpretazione del Test".

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.

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

0.D con Wash Buffer — O.D. bianco

Quando questo rapporto € maggiore del 45%, indica la presenza di 1gG anti-Rosolia ad alta avidita; quando &€ minore
del 35% indica la presenza di 1gG anti-Rosolia a bassa avidita. Quando la percentuale & compresa tra 35% e 45% siamo
di fronte a 1gG anti-Rosolia a media avidita (Borderline). In questo caso I’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 e superiore a 2.000 ripetere il test diluendo 1/1000.
Se la O.D. del pozzetto di riferimento e < 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 DELLA PROCEDURA

La presenza di 1gG ad alta avidita, anche se non esclude la possibilita che vi sia stata una infezione recente, é
fortemente indicativa di una Rosolia avvenuta almeno 4 mesi prima.

Al contrario la presenza di IgG a bassa avidita e fortemente indicativa di una Rosolia avvenuta nei 3 mesi precedenti.

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
Sono stati testati 115 campioni con il kit Diesse ed in parallelo con uno della concorrenza ; in tutti i campioni erano
stati determinati gli anticorpi specifici 1gG e IgM.
| campioni erano suddivisi nei seguenti gruppi:
1. 54 appartenevano a soggetti con storia di recente infezione di Rubella (44 positivi in IgM, 4 dubbi e 6
negativi).
2. 41 campioni di donne gravide
3. 20 campioni di donne in eta fertile positive alle 1gG e negative alle IgM.
11 kit Diesse identifica 104 casi su 115 con una correlazione del 90% quando comparato all’altro metodo.

14. PRECISIONE

Tab.1 Precisione nella prova (n=6)

Campione % media avidita D.S. CV%
Bassa Avidita 14 1 8
Alta Avidita 91 4 4

Tab.2 Precisione tra prove

Campione % media avidita D.S. CV%

S1 71 5 7

S2 34 3 9

S3 6 2 33

15. GUIDA DEI PROBLEMI DI UTILIZZO

| PROBLEMA | POSSIBLI FONTI DI ERRORE |AZIONI DA INTRAPRENDERE
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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 e stato
aggiunto.

Ripetere il test.

Piastra non reattiva

Controllare il codice sulla busta della piastra
(vedi istruzioni per I’'uso punto 4  per il
codice corretto).

Controllare la presenza di umiditd 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
RUBELLA IgG AVIDITY

91095 (English)

1. INTENDED USE

IMMUNOENZYMATIC METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE AVIDITY OF I1gG-CLASS
ANTIBODIES TO RUBELLA IN HUMAN SERUM, AS AN AID IN THE DIAGNOSIS OF RUBELLA VIRUS
INFECTION.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

Rubella virus causes a very common infectious disease in humans, accompanied by a typical diffused rash. The course
of the illness is generally short and without complications. However, it is harmful for the fetus if contracted during
pregnancy, because the virus is teratogenic and may cause very serious malformations especially during the first month
of pregnancy. It is therefore essential to determine the patient's state of immunity before the start of pregnancy, if
possible, in order to perform vaccination or, if this is impossible, to monitor the course of the pregnancy to observe
whether seroconversion occurs.

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 Rubella, 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 IgG 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 purified and inactivated Rubella virus 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 IgG monoclonal antibodies labelled with peroxidase HRP.

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. 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 Rubella antigen.

4. KIT CONTENTS AND REAGENT PREPARATION
- Reagents are sufficient for 24 determinations.
- Bring reagents to room temperature before use.

MICROPLATE COATED WITH RUBELLA VIRUS (COLOURED IN RED) 3 x 16 wells

Use: open the package at the opposite end from the code (R 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 containing
phenol 0.05% and Bronidox 0.02%. Ready for use without further dilution.

CONTROL] AVIDITY CONTROL 1x25mL

Contents: Human serum containing anti-Rubella IgG antibodies diluted in Phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1%
and sodium azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.
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AVIDITY BUF AVIDITY BUFFER 1 x 10 mL
Contents: Urea in saline buffered 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% wiv.

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 dilute 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>S04 0.3 M| STOP SOLUTION 1x16 mL [INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
H2S04 0.3 M, 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 pL
- 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 serum 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

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.
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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) The Control contains 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
Y 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 sbould 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.

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
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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 one well empty for the test blank. Dilute samples 1:301 distributing 5 uL of serum into 1.5 mL of diluent.
Dispense 100 pL of each diluted sample in at least two wells, and 100 pl of Control Serum in duplicate. Wells are
covered with protective film and incubated for 60 minutes at 37°C. After washing four times for 30 seconds (300 uL),
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/control 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 and control, place 100 pl of Wash Buffer in one well and 100 pl of Avidity buffer in the
other; incubate for 10" at 37°C

Wash four times (30 seconds each, 300 pL)
STEP 3 Add 100 pL of conjugate to each well

Incubate for 45 min. at 37°C

Wash 4 times

STEP 4 Add 100 pL of Substrate to each well including the blank

Incubate for 15 min. at R.T.
STEP 5 Add 100 pL of Stop Solution
Read absorbance at 450 nm within 30 min

10. VALIDATION OF THE TEST

The O.D. of the Blank must be <0.150.

The control in the wells incubated with the Wash Buffer must give an OD value > 0.500.

The percentage of avidity of the control must be higher than 45%, calculated as reported at paragraph “Interpretation of
the Results”.

11. INTERPRETATION OF RESULTS
The percentage of avidity of the samples is expressed and calculated using the ratio between the O.D. found in the
wells containing Avidity buffer and those 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
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A ratio over 45% indicates the presence of high avidity anti-Rubella 1gG; when it is lower than 35%, it indicates the
presence of low avidity anti-Rubella 1gG. If the percentage is between 35 and 45%, there is a medium degree of anti-
Rubella 1gG 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 samples 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 PROCEDURE

The presence of high avidity 1gG, even if it does not exclude the possibility of a recent infection, is strongly indicative
of a Rubella infection contracted 4 months earlier at least.

On the contrary, the presence of low avidity 1gG is strongly indicative of a Rubella infection contracted during the last
3 months.

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
115 samples were tested with the Diesse kit and in parallel with another commercial test; all the samples had been
studied for the presence of specific 1gG and IgM.
The samples were divided into the following groups:
1) 54 from subjects with a recent history of Rubella infection (44 positive in IgM, 4 doubtful and 6 negative).
2) 41 samples from pregnant women.
3) 20 samples from fertile women, positive for IgG and negative for IgM.
The Diesse kit identified 104 cases out of 115 with a correlation of 90% in comparison to the other method.

14. PRECISION

Tab.1l Precision in run (n=6)

Sample % average avidity D.S. CV%
Low avidity 14 1 8
High avidity 91 4 4

Tab.2 Precision between runs

Sample % average avidity D.S. CV%
S1 71 5 7
S2 34 3 9
S3 6 2 33
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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|Check for temperature control and time
temperature monitoring
Adhere to recommended instruction for use.
Inadequate volume of substrate | Check pipette function.

added to the plate
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OAHT'IEX XPHEHE
ENZYWELL
RUBELLA IgG AVIDITY
91095 (EMMVIKG)
1. YIIOAEIKNYOMENH XPHXH

ANOXOENZYMIKH MEOOAOX ITPOXAIOPIZMOY THX “AVIDITY” TQN ANTIZQMATON I1gG KATA
TOY I0Y THX EPY®OPAX XTON ANOPQIIINO OPO.

2. EIXAI'QI'H

0O 16¢ g EpvBpbg mpokaiel otov dvBpwmo pio TOAD KO HETASOTIKY VOGO KUPLO YOPOKTINPIGTIKO TNG omoiag etvat
éva duyvto eEdvOnua og 6ho to odpa. H didpketd g eivar yevikd cvvtopn kot dev mapovctdlel EMMTAOKEC.

Av OU®G 1 VOOOC TOPOVCIAOTEL KATO TNV OLAPKELN TG EYKVLOGHVIG VITAPYOVV ETTTMCELS Y10, TO EUPPLO EMEWON O 10G
glvol TepATOYOVOG Kol UTOPEl Vo TPOKOAECEL aTeAelc SamAdoelg Paptdg HopENS, €KE KATA TOV TPMTO UAVO TNG
KONongG.

I'V ovtd tov Adyo eivar amopaitnto vo €ivol yvoOOTH 1 OVOGOAOYIKY KOTAGTAGN NG 0cbevovg mpv amd Tnv
€YKLLOGVUV €MEdN £To1 pumopel va yivel epPoiacidc 1, av avtd dev givatl duvotd, pio GUVEXNG TapaKoAoVONoN Yo Vo
aviyvevbel pio Tbovy opopetatpont).

Y& LEPIKEC TEPMTAOGCELS 1) aviyvevon Hovo Tov aviicopdtov IgM, dev elvar apket emedn N mapovsio avTdV TOV
avticopdtov umopet vo ogeiketor og mapapévovia IgM 1 oe acvpntopatikny eravaroipwén and Epubpd, yopic va
VILAPYEL KivOuvog Yo To £Ufpuo.

'V avtd €xel onuacio 0 TPoadopicopdg Tov PBabuov tng “avidity” (1oydg deopov avtrydvov-aviicopotog) tov 1gG
emeldn €xet amoderyBel 0,T1 vt glvat younAn katd Ty ofeia @aon Kot av&avetat e TV Tapodo Tov ypdvov.

"Exet amodeydei 0,11 1| mapovcia aviicopdtov youning “avidity” sivar évéeiEn npdoeatng Aoipméng, | o eEEMEN.

H “avidity” tov 1gG otov opd, uropei va tpocdiopiotei e avtd 1o kit ELISA.

3. APXH THX MEOOAOY

To teot Paciletar otnv uébodo ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay). To avtrydvo, anotelovpuevo omd 16 g
EpuOpdg kexaBappévo kot adpavomotpuévo, GOVOEETAL Le TN GTEPED PAoT). MECK ETMUCNG LE OPUIOUEVO ovOpdOTIVO
0p0, ot WVIKEG avocoopalpiveg cuvdcovtal Le To aviyovo. To delypo tomobeteital oe S0 Kuyerideg (1] oe Téo0EpLg
YW TO TECT €1G OTAOLV) KOl OQNVETOL OTNV €nOACT. Metd v ékmAvon g ot1epeds @daong, otn pio koyelida
tomofeteitan to pubuiotikd drdAvpa “Avidity” eved otnv dAAn didAvpa ékmivong. To TpdTo pLOoTIKO dddvpa Oo
TPOKOAEGEL TOV SY®PIGUO TOV SEGHOV OVTIYOVOL Kol avTIo®UATOG Kot avtdg Oa gival avdrioyog g “avidity” tov
AVTICOUATOV. META 0md EKTADGELS YloL VO ATOLOKPLVOOHV 01 TPOTEIVES TOL deV AVTESPACAV, YIVETOL 1] EXMAGCT] LE TO
ovluyég, mov amoteAgitoar omd avBpdmiva povokAwvikd avticopoto ovit 1gG ceonuacpéva pe 1o €vivpa
VEPOEEIBAOTG PAPAVIOMV.

Amopaxpivetat 10 6u{uYEG TOL dEV OVTEIPOOE KO TPOCTIOETAL TO E101KO VITOGTPMLLO. Yo TO EVIDO.

To ypopa mov oynuatiletat givatl ovaAoyo TPOg TV CLYKEVIPMGT TV EWSIKMY aVTICOUATOY TTov Ppickovtal 6Tov vid
e&étaon opd ouvdedepévo e T0 avtlyovo mov Exel ouvdebel pe v oteped @acn. O Adyog peta&ld ™G OmTIKNG
TUKVOTNTOG TNG KLYEAIDAG TToL éyel enmachel To puOoTIKd didivpo Avidity kat tng kuyelidog Tov £xel enmachel to
pLOUOTIKG StdAvpa EKTAVONG, Eival EKPPAGHEVO GE EKATOOTIONO TO600TO Kol omotehel Tov Pabud g “avidity* tov
V1o eE€tacm opod EvavTt Tov avtrydvov Tov 100 TG Epubpds.

4. YYNOEXH TOY KIT KAI IIPOETOIMAYIA TON ANTIAPAXTHPIQON
- Ta avtidpactipla koAdTTOVY 24 TEOT.
- ®épte TO OVTOPOOTIPLO 68 Oeppokpacio Tepifdilovtog mptv amd T yp1on.

MIKPOITAAKIAIO EYAIZ®HTOIIOIHMENO ME 10 THE EPY®PAS (XPQMATOX EPYOPOY)
3 X 16 xvyelideg.

Xpnon: Avoitte 10 mepifinpo twv tovidv (Strips) omd tnv avtifetn mAgvupd mov avaypdeetar o kodkog (R

akoAovBovuevo omd tov aplfud g mopTidas) TOv YPNOYEDEL Yo TNV TOVTOTOINCN NG, mWapte TV Pdon ot

tonobetnote 6ceg Tovieg ypetdlovtal. Baite mdAl miow ot cokoOAa amd moAvaifvAiévio, Tov mepiéyel YEAN moptriog,

TIG TOViEG TTOV OEV YPNOUYLOTOINOATE, OPOPESTE TOV OEPQ Kol cOPaAyioTe TNV MELOVTOG TO £101KO GUGTNA KAEIGILATOG.

CONJ| XYZYTEX 1x12mL
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[epieyopevo: dwlopo avOpdOTIVEOV HOVOKA®VIKOV avTicopdtov avit-lgG ceonpocpévav pe vrepo&elddon, oe
PwoEopkd puboTiKd dtdAvua Tov TepEyel eaworn 0.05% kot Bronidox 0.02%. "Etoywo yio yprion yopig emmiéov
SiéAvon.

CONTROL| OPOX EAETXOY “AVIDITY” 1x25mL
Hepieyduevo: AvBponivog opdc pe 1gG avtt Epubpdg og pwopopikd puBuiotikd diddvpe 0.01 mol/L pe BSA 1% ko
aido vatpiov 0.09%, vypdg, £Topog yia ypnomn xopig emmAéov dtdAvo.

AVIDITY BUF PYOMIXETIKO AIAAYMA “AVIDITY” 1x10 mL
Iepigyouevo: Ovpia o puOoTikd akatovyo didivpa Tov TepEyet awvorn (0.05%) kow Bronidox (0.02%), étowun v
xPNoN. Av oynuatiotodv KpOoTaArot, dStadvote Tovg atovg 37°C mtpv amd v xpnom.

ASH BUF 10x] PY®MIXZTIKO AIAAYMA EKITAYZHY 10X 1 x 100 mL
IKOINO XE OAEZX TIZ ITAPTIAEY]
Mepieyduevo: Pubuiotikd alatovyo diddvpo (PBS) copmvkvouévo 10 gopég, mov nepiéyet Brij 0.5% piv.
Hpoetowacio: Apoawdote oe avaroyio 1:10 pe amooctoypévo vepd o vo mapackevdoste 1o puhUIoTIKG dtdAvpa
£€KmAvong EToYo Yo ¥pNom. AV GYNUATIGTOVV KPUGTAALOL, d1aAdGTE Tovg 6Tovg 37°C mpwv v apaimon.

AIAAYTHE 2 (PF93611) 1 x 100 mL [KOINOX XE OAEX TIE TAPTIAEY]

Xpnoylomoteital yo Ty opainocn Tov SelyLaTov.

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

SUBS TMB| YITOLTPOMA 1 x 12 mL "Etotpo yi xpiion, KOINO ZE OAEX TIZ APTIAEY]
Hepieyduevo: Terpapeboifeviidivn kar H202 otabepomompéva oe Kitpikd pubuiotikd dweivpa pe pH 3.8.
Ztabepdtnro: To mpoidv mapapivel otabepd uéypt Ty nuepopnvie AMéEng tov av datnpndei og 2/8°C.

H2S04 0.3 M| AIAAYMA ITAPEMITOAIZHY 1 x 16 mL | KOINO XE OAEX TIX HAPTIAEZ|
Adivpo H2SO4 0.3 mol/L £royo yio xprion.

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

AAAO AITAPAITHTO AAAA MH XYNOAEYTIKO YAIKO.

- Enoaoctplo og 37°C

- Avayvootng pikpomhloxidiov (uikog kopatog 450 1 450/620 nm, pe ypoupkotnta péypt O.I1. > 2,000)
- Yvokeun ékmivong pkporhlokdiov (un amapaitn) avotntag 225-375 L

- Amoviopévo 1 amooTayrévo vepd

- Tévtuo piag xpnong

- Xpovopetpo

- Aldopo vToylopiddovg vatpiov 5%

- Aoygia ylo TNV améppLyn TOV SUVNTIKA LOAVCUATIKOV DAMKOV.

- Amoppoontikod yopti

- 2TavtapvT VAAVOG EOTAMGILOG £pYaoTPion: KUALVOPOL, SOKLLOOTIKOL COANVES, K.A.T.
- Mikpomiméteg mov avappo@ovv e akpifeta dykovg 10, 100, 1000 pL dreddpotog

5. TPONIOX ATIOOHKEYYXHY KAI X TAGEPOTHTA TON ANTIAPAXTHPIQON
Ta avtdpooTiplo TPETEL Vo, 0TodnkevovTaL 6Tovg 2/8°C.

H nuepopnvia MiEng sivar Toropévn o€ KAOe 6T Kol 0TV EEMTEPIKI ETIKETO TG CVGKEVUGIOG.

Ta AvTidpaotipro £0VV TEPLOPLEPEVT] ILAPKELY 6TAOEPOTNTOS HETE TO AVOLYNO. KOV TNV TPOETOLNO.GIO

ANTIAPAXTHPIO YYNO®HKEX

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

XYZYTEZ 5 ePdopddeg otovg 2/8°C

YIIOZTPQMA péxpt ™ Aén tov og 2/8°C, 1 efdopada oe 15/30°C 610 GKOTASL
ATAAYTHZX AEITMATQN péxpr ) Aén tov og 2/8°C

PYOGMIXTIKO AIAAYMA EKITAYXZHX étowo yuo ypnon 2 efdouddeg o 2/8°C, 5 nuépeg oe 15/30 °C
PYGMIXZTIKO ATAAYMA “AVIDITY” péxpt ™ Aén tov og 2/8°C.

ATAAYMA TTAPEMIIOAIZHX péyxpt ™ Aén tov og 2/8°C

6. MNPOPYAAZEIX KAI OAHI'IEX
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MONO I'TA ATATNQXETIKH XPHXH IN VITRO. AITIOGHKEYXTE XTOYX 2-8°C

pocoyn:

Avti N ovokevacio TEPLEYEL VAIKA avOpamivig Tpoéhevong mov £xovv TePdoel amd eAEYXoVS Ko xovv Ppedel
apvTiKd, o eykekppéva amd v FDA teot, 1660 660V agopd TV aviyvevon tov HbSAg 66o ko o To
avticopata avti-HIV-1, avii-HIV-2 ko avti-HCV. Ezte161] kavéve 01ayveOoTIKO TEGT OEV TPOGYEPEL 0TOLVTY
gyyimon amovciog HOAVGRATIKOV TapaydvTov, KGOe vikd avBpodmvig mpoéievong mpémel va Bewpeitar ©g
OUVNTIKG POAVGPATIKG. XPpNoLHomoleite OAa TO UVTIOPAGTIPLO KOL TO dEiypaTo TaipvovTag OAES TIC TPOPUVLAEELS
OV TPOPAETOVTAL UTTO TOVS KOVOVIGHOVS 0.0QULELNG TOV EPYAOGTIPiOV.

Awyeipion TOV KATOAOWTOV: TO SEiYPaTO TOV 0POV KOl O GVTIOPOCTNPLE TOV YPNOLPHOTOMmOnKav wpémel va
OVTINETOTILOVTOL OC KOTAAOWTO OUVNTIKA MOAVGROTIKG KOl VO OTOPPITTOVIOL GUUPOVE HE TIS LoYVOVOES
o TaEeLs.

Odnyieg Y10 TNV TPOCOTIKY] GG AGOAAELD

7.  Mnv kdvete avappoO@non He TO OTOUN. XPNOLLOTOlEITe YavTia piag ¥pHoNG Kol TPOCTUTEVTIKG YVUALL OTOV

xepileote ta delypata. [TAévetre moAD kald ta yépia cog Letd amd kdbe avdivon.

8. H meplextikdtnra tov nopakdto aviidpaoctnpiov oe Prafepéc 1 epediotikés ovoieg, lvat youmin:

o) T0 pLOLGTIKG drdAvpa EKTAVONG TEPLEYEL 0VGiES KabapiopLov
B) To ovluyég mepiéxet PavOAn
v) T0 vVIOSTPpWLLA glvar OEo
8) Ot Babpovountég mepieyovv Alidro Natpiov (0,09%) 1o omolo pali pe tov xodkod xat tov poivfpdo pmopet va
GYNLOTIoEL WoYLPE eKpNKTIKA aldtkd npata HETEAA®V: ApotdoTte e apbovo vepod yio v eEddetyn Tov.
Av évo avtidpactnplo £pbetl o€ eman pe To dEppa 1 e Ta paTia, Eemdovate e dpBovo vepo.

9. Ot ovokevég mov dev givar piag ypnong, TPETEL VO AnooTEP®O@VOVTAL, KaTd Ttpotiunon otov kKAipavo, ya 1 h og
121°C, evd to vAIKO piag xpnong Tpénet vo, uaivel otov KABAvo 1 VoL 0moTtepOveETaL.

10. To Bguxo 0&y, mov mepigyeton oto Stop Solution kat to VEPOYAWPIKO 0ED TOV XPNCILOTOLEITAL Y10 TO EETALUA TOV
vaAwvov eEomAcpod, gival daPpmtikd katl YU ovtd TPETEL VO XPTCYLOTOOVVTOL LE TPOGOYN. L€ MEPIMTMON TOV
épBovv og emapn] Le To dépua N Ue Ta paTio, EemAvvate pe dpBovo vepd.

11. E&ovdetepmpéva o&éa Kot GAla vypd amdPinta mpénet va amoAvpaivoviotl TpocshEToviag vIoyAmPLddES vaTplo,
1060 060 Ypedletor MOTE 1 TEMKN GLYKEVTPWOT va givorl TovAdyiotov 1%. Mia €kBeom og vToYAWPLOSES VATPLO
1% vy 30 Aemtdr, VIO KAVOVIKES GLVOTKES, Efval APKETT Y10 Vo YIVEL [Lio OTOTEAEGHATIKY OTOAOHLOVGT).

12. Toyov yopéva vypd, dvvntikd HoAVCHOTIKA, Tpénel va KoBapiloviol apécms He amoppoenTKd YOpTl Kot 1|
EMPAVELD, VO, ATOAVLOIVETOL, Y10 TOPASELYLLO. LE VITOYADPLDOEG vatplo 1%, mpv va cuveyicete v dodikacio
avéivong. Av ta vypd mepieiyov éva 0&l, Tote OTEYVOOTE TOAD KOAQ TNV EMPAVELN TPV YPNCUYLOTON|CETE TO
VIOYA®PLDOES VaTplo. OAa Ta VAIKE, TOL YpNoIoTomOnKay Yo va Kaboplotoby Tuxdv yvuéva vypd, Tpémet va,
amoppintovial ®¢ duvnTikd poAvopatikd amdPfinta. Mnv Balete otov kAPavo VAIKG 1OV mEPEYOLY
VIOYA®PLDOES VATPILO.

Odnyiec yio v avdivon

14. TIpw amd v xpnomn eEPTE Ta avtidpactipla Kat to deiypoto og Oeppokpacio tepipdirovtog (18-30°C) BaAte kot
mOAL Ta. avTIOpACTHPL OTN cuviotopevn Beppokpacio amobnkevorng, opéomg petd ™ xpnon. H cwoeti
Osppokpacio givor TOAD SNUAVTIKOS TOPAYOVTAS YO TNV EAAOUCY] TOV TOvi®Ov. Begfowmbeite 6,11 o
0cppoctdng dev katefaivel kAT a6 Tovg 35°C ko dev avepaivel ave amd Tovg 39°C.

Avoikte v cokoOla pe Tig towvieg (Strip) agov v éyete agnost TovAdyloTOV pIc ®pa og Beppokpacio
nep1fdAlovrog.

15. Mnv ypnoonoteite ta ovTdpactiplo HETd TNV nuepounvio ANENG tovg. No amo@edyete TV pukpoflokn poéivven
TOV avTIOPAoTNPIOY V10Tl 0VTO EYEl MG AMOTEAECHO TNV UEIMON TNG OTOTEAEGUATIKOTNTOG TOV TPOIOVTOG KOl
umopel vo 00NyNHoEL 6€ ECOUAUEVO ATOTEAECLLOTOL.

16. Mnv oArhGEete TV OAN AlodIKaGio KOl UV aVTIKOTAGTOETE TA OVTIOPUCTNPLO HE GAAN SLOPOPETIKNG HapKOC 1) 1e
G0 OO JOLPOPETIKEG TAPTIOEG, EKTOG KOL AV TO AVTIOPACTNPLO Ival KOO G€ OAEG TIG maPTIOEG. MV pelmveTte
TOV VTOOEIKVVOLEVO ¥POVO ETMUCTG.

17. OLog 0 vaAvog eEOTACUOG TPETEL VO OTOAVUOIVETOL TPOGEKTIKA e VOPOYA@PKS 0D 2M kot va. Eemhévetan pe
OMOGTUYUEVO 1) LLE OTOVIGUEVO VEPOD.

18. Mnyv exbétete o AVTIOPOOTNPLO GE 1GYVPO POTIGUO OVTE GE VIOYAMPIDIELS OTHOVG, TOGO KaTd TV amobnkevon
TOVLG OGO KOl KATA TNV EMMAGT TOVG.

19. O xvyelideg dev mpémet vo Egpaivovrat, KoTd TNV S10PKELD TV TECT.

20. No amo@ebyete v dactavpoduevn poéAvvern peTold TV avidpaotnpiov. XpnolUonolEite TAvVIoTe TIC E1OIKEG
TTETEC.

21. Mnv akovpmdte to xeilog TG KuyeLidog pe to cv{vyéc. Mnv QueaTe TOvVEO GTa. LUKPOTAAKISIOL.

22. Ot avocoevivpukéc avaldoelg unopel vo mapovcltdocovy Kould @opd ota dkpo évo £81kd eowouevo ("edge
effect"), to omoio umopei va ehayiotonombel avavovtog tov Pabud vypaciog katd v enmdoon. Ta mloxidia
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Tpémel vo. KOADTTTOVTOL pe To €kd KaAlvppo kot vo exodloviar otovg 37°C 1 oe (eo10 vOATOAOLTPO,
TOTOOETMOVTOG TO TAV®D GE £VO VTOGTNPLYUA, 7| OT GUGKELT EMMOONG. ¢ EVOAOKTIKN Ao Ta TAaKIdIL PTopel
VO ETOOCTOVV 68 VOV KOTAAANAO avaAdT. o tepiocdtepeg mAnpoopieg, cupfovievteite 1o eyyelpidto ypHong
NG GLOKEVTG. MMV ¥PNOLOTOIEITE GLGKEVES EMMOOTG OV Agttovpyovy pe COo.
23. TIpwv amd v avayvoon tov niaxidiov, Befarmbeite 6,11 0 TLOUEVOG TOL eivar kaBapog Kot 6TEYVOS Kot O,TL dev
VILAPYOLY PUGOAIDES AEPQ GTNV EMPAVELL TOV VYPOL.
24. Ta delypota mov Tapovsidlovv woyvpn adivon, opol pe ated) Tén, N delypata mov mapovstalovv pkpoflokm
poéAvvon, propet va Sdoovv AavBacuéva omoTeAEGLOTA.
25. H ypnon evdg KiT pe anTOROTEG GLOKEVES, TPENEL va eAeyyOel kot va emucupwbel and Tov ypno.
26. Awpdote pe mpocoyn to eyyepidio ypriong Kabe cLoKELNG TOL YPNOLULOTOLELTE, KOl EOUKA TO NG onuela:
- EYKOTAOTOON Ko EWIKEG TPOSYPaPEC
- AELTOVPYIKT apyN, 0ONYiES, TPOPLAGEELS, Kivdvvol
- TIPOJLOYPOUPES TOV KOTOUCKELAGTN KO AELTOVPYIKEG OTOOOCELS TG CLOKEVTG
- GUVTHPNON KOl TEYVIKT VIOSTHPLEN

7. EIAOX AEITMATOX KAI AITOOHKEYXH

To detypo amoteleital amd opd mov mpoépyetar amd aipla Tov Exel cLAAEXDel e APk Ay kot €xel TepAoEL amd
Oleg Tig dradikaoieg mov mpoPArémovtat amd Tovg Pactkods Kavoviopovs Tov epyastnpiov. O vordg opdc pnopel va
SwtnpnBel yio 4 nuépeg otovg 2/8°C, evd yia peyaivtepn ypovikn nepiodo katayvEte otovg —20°C. To detypa pmopet
va. anoyuyBel To TOAD 3 Popés. AToPEDYETE TN YPOT VTO-OTOYLYOLEVOV YOYEI®V Y10 TY] GUVTIPNON TV SELYUATOV.
Metd and v andyoén Kot Ipwv va 1o pikete oy KLvyeAida, avakviote to KoAd.. H pikpofioxn poéivveon pmopsi va
ennpedoet og peydro Pabud v motdTTa TOL dElYLOTOG, Kl VO dDoEL AovOUCHEVE OTOTEAEGLOTO.

Aglypoto pe 1oyvpn apdAvo, e IKTEPO, MITOUIKA 1] LOAVOUEVE, OEV TTPETEL VAL YPTCLLOTOLOVVTOL.

To teoT dev pmopel va yivel tdvo o€ avOpdmivo TAdopo aipatoc.

8. ATAAIKAYIA

Teyvuc manual
- [Ipoetoytdiote TG amapaitnteg Towvieg
- [Ipogtoydote T0 pOUOTIKO dddvpa EkTiveng apawdvovtog to Wash Buffer 10x (100 ml + 900 ml H,0)

Aopnote pia koyelida yio 1o TVEAS detypa. Apoidote ta deiypota og ovaroyio 1:301 piyvovtag 5 pl opov og 1,5 mL
SwAv, popdote 100 pl amd kdbe aporwpévo delypa og d0o kuyerideg TovAdytotov kot 100 pl AwwAddpatog EAéyyov
€1 dumhovv. KaAdyte Tig KuyeAdeg [le TPooTATEVTIKO KAV Kot enwdote yio 60' og 37°C. Metd omd 4 eknAdoelg
Sduapketag 30" 1 kéBe pio (300 pl), pi&te oe pio KuyeAida, 1060 TOV SEIYUATOV OGO Kol TV SOAVUATOV EAEYYOV, TO
Wash Buffer kot 610 GAAo 1o Pubuioticd Atdhopa “Avidity” xat enodote yio 10' og 37°C. Apoipéote t0 pubuiotikd
dddvpa pe avappdenon kar kavete 4 eknidoeig tov 30". TIpooBéote 100 ul culuyoivg oe kabe kKvyelida kot enwdoTe
Kot T Yo 45' otovg 37°C, okendloviog Kot TaA TIG KOWEAIDES [LE TO TPOOTATEVTIKO KAAvppo. Kavete ko wa 4
EKTADGEL, OTWC TEPTYPAPNKE TPOTYOVUEVA KOl 6TN ouvEyel tpoobécte 10 Yndotpowpo 100 plixoyerido, kot og
gKkelvn Tov TLEAOL deiypatoc. Metd and 15' g Beppoxpacio meptBdiiovtog, dtakdyte v eviupkn avtidpaon pe 100
pl Stop Solution. Awapacete v O.I1. ota 450 nm 1 ota 450/620 nm péca og 30'.

9. AIATPAMMA THX ANAAYXHX

STEP 1 Badte 100 pl di aparwpévov deiypatoc /draddpotog eEAEyymv e1g Simhovv oTIg KOWEAIdEC TG Taviag.

Enwdote 60 Aentd otovg 37°C

Kévete 4 exmivoeig (300 pl)

STEP 2 lNo «a0e deiypo/ ddvpa eréyyov, pite oe pia koyedida 100 pl Wash Buffer xor oe pion dAkn
koyelida 100 ul PuBuictikd Awdvpa Avidity, ko etmdote yio 10" otoug 37°C.

Kévete 4 exmivoeig (300 ul)

STEP 3 Pi€te 100 pl ovluyovg og kabe Kuyelida,

Enwdote 45 hentd otovg 37°C

Kavete 4 exnlooeig
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STEP 4 Pi&te 100 pl Yrootphuatog og kabe pio kuyerida, copmepiapfavopuévng Kot Keiving Tov TueAoD

Enwdote yio 15° og Beppoxpacio wepifariioviog

STEP 5 Ipocbéote 100 pl Stop Solution

AwPdaote v O.I1. ota 450 nm péoa o 30 Aemtd

10. EIr'KYPOTHTA TOY TEXT

H O.I1. tov tveAov detypatoc mpémet va eivar < 0.150.

O opdg eréyyov oTig KLyehideg mov €yovv enmaotel pe pvBuioticd ddhvpa éxmivong (Wash Buffer) mpémet va €xet
O.I1. > 0.500.

To mocootd avidity tov opov eAéyyov mpémel va eivor peyorvtepo amd 45%, epdoov €xel vTOAOYIoTEL OTMG
meplypdpetal oty evotnta «Epunveia tov onotelecpdtov g SoKIaciog.

11. EPMHNEIA TON AITIOTEAEXMATOQN TOY TEXT

To mocootd avidity Te@v detypdtov exepdletatl kot vwoAoyiletol and 10 AGY0 OTWTIKNG TLUKVOTNTOG TNG KLUWEAIDAG pe
puOuiotikd ddivpa Avidity kot ™G KLUWeAIdag pe puOoTiKd SV EKTAVGNG, aEOL aealpedel 1 T TVEAOV
delypotog Kot amd TG 600 AVTEG TIHES.

O.I1. pvBuiotikod dreddparog Avidity — O.I1. Toplov
x 100 = % Avidity

O.I1. pvBuiotikod dreddpatog ékmivong — O.I1. Tvprov

Av avtdg 0 Aoyog gival peyaidtepog and 45%, vrodeikviel mapovoio IgG évavtt tov 100 ™G epubpdg pe vynAR
avidity, eved otav givar pikpdtepog amd 35% vmodeikvoel Topovacio IgG évavtt Tov 100 g epuOpdg pe yaunin avidity.
Ortav 10 m06006t6 givar peta&d 35% kat 45%, vrodetkvoetot mapovaio IgG Evavtt Tov 100 g epubpdg pétprag avidity
(oplokd). Xe vt TNV TEPINTMOT, TO ATOTEAEGUA TG SOKILaoiog Oempeitol d1PpopovLEVO.

O vrohoyiopog pumopel vo mpaypotorombel povo yia deiypoata mov £xovv O.I1. oty Koyelida mov &yl ekmAvdel e
puBuiotikd Stivpa ékmivong > 0.400.

Iposdonoinon:
Av n O.IIL g kvyeAidag avapopds eivar peyodvtepn amd 2.000, emavaAdfete tn SOKIHOGIH OpALOVOVTOS KOTA

1/1000.
Av 1 O.I1L. g kuyelidog avagopds givar < 0.400, eravardafete T dokiacio apaidvovtag to detypa katd 1/101.

Av 10 amotélecio LTOdekVOEL péTpia avidity, emavoalafete ) dokuacio.
Y KGbe epintmon, cuvictdrtal va erovaidfete tn dokipooio pnetd amd 2-3 gfdopddeg, mote vo ekTunOel vdeyopevn
petafoin g avidity.

12. HEPIOPIXMOI XTHN MEGOAO
H mopoveio 1gG vyning Aettovpywnig ovyyévelag (avidity), mapd to yeyovog 6t dev amoxdeiel mpocpotn Aoipwén,
amoterel woyvpn EvoeEn loipméng and epvBpd tovAdyiotov 4 pnveg mpv. AvtiBétog, n mapovsio 1gG yauning
AEITOVPYIKNG GVYYEVELNG ATOTEAEL 1IoYVPN EVOELEN AolpmENG amd epuBpd Tovg 3 TPONYOVLEVOLS UAVEC.
To amotélecpa TOL TE0T TPENEL ®OTOGO Vo cuvekTiunOel pall pe ta dedopéva oV TPOEPYXOVTUL OO TO IGTOPIKO TOL
acBevi /Kot amd GAAES S0 yVOOTIKEG AVOADOELS.
13 EYAIXOHZXIA KAT ATIATNOYTIKH EIAIKOTHTA
AvoAubnkav 115 deiypata pe 10 KIT Diesse kal TTapdAANAa Kal Je Eva avTaywvIoTIKAG ETaIpEiag. & OAa Ta
Ociypara gixav avixveubei avticowparta IgG kai IgM.
Ta deiyuara gixav diaipebei oTIg TTAPAKATW OUADEG:

1. 54 mpoépxovtav amod acbeveig Tou gixav TpooBAnBei Tpdoarta atd Tnv Epubpd.( 44 BeTikd wg

pog Ta IgM, 4 augifoAa kal 6 apvnTIKA).

2. 41 deiyparta eyKUWV yUvaIKwyv

3. 20 deiypata yovakdv o nikio avorapaymyng deticd og tpog ta 1gG kot apvntikd og tpog to IgM.
To kit Diesse kaB6pioe 104 deiypata ota 115 pe éva cuoxeTiopyd ota 90% ouykpITIKA pe TRV GAAN péBodo

14. AKPIBEIA

Miv.1 AkpiBeia kata Tnv avdAuon (n=6)
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Agiypa % Méong “Avidity” D.S CV%

Xapnin “Avidity” 14 1 8

YywnAn “Avidity” 91 4 4

Miv.2 AkpiBeia peTadl avalloswyv

Agiypa % Méong “Avidity” D.S. CV%

S1 71 5 7

S2 34 3 9

S3 6 2 33

15. OAHI'OX EITIAYXHY TIPOBAHMATOQN

IMPOBAHMA MMIGANH AITIA TOY | TI ITIPEIIEI NA KANETE
YOAAMATOX

Koxhog avédlvong dxvpog
(6Mo apvnTid)

Agv mpoctébnkav éva 1 TEPLEGOTEPQ
avtidpootipe. M wpootédnkay o€
AavBaopévn oepd.

E\éyEte ko méAL Tnv OAn drdikacia.
EMéy&tre nmog  dev €xet  mpootebel
AVTIOPOOTIPLO.

EnavoAdfote T0 TEOT.

KOO0

To mhakidio dev avTidpd

EMéyEte tov k@dkd otov @drelo tov mAoKdiov
(BA. odnyieg ypnong omueio 4 mepi AavBacpévou
K®d1KoD).

EMéyEte av vmépyovv ixvn vypaciog 610 mAAKIGO
mov dev avtdpd. ( H yékn mupitiog mpémel va yxel
xpdUo Kitpvo dypa). Emavaidfote 1o 1€0T.

Koxhog avélvong dxvpog
(6Mo. Betikd)

MobAvvon Tov VTOGTPAOLLATOG

[Mépte pia véa TOGHTNTA VTOGTPOLATOG

Avemapkng ékmivon

BePoawwbeite 6,11 1 ovokev) ékmlvong Aettovpyet
oWOTAL.

XapnAod eninedo axpifetog

Avemapknic
KOWEAMO WV

avappoeN o TV

BePoawwbeite 6,11 1 ovokevn ékmlvong Aettovpyet
owoTd

AavBacuévn avappoenon

EMéy&te T Aettovpyio g mimérag.

Ta avtidpootiplo. tomobetodviol pe
oD apyd pubud

No amo@evyete v ERPAvon TOL TAAKLOIOL PETE TNV
éxmlvon. [IpooBéote apéoms to avtidpactnpLo,

Yrdpyovv puooiideg aépa

No omoeebyete tov oynuUaTIond QLCOAdOY KOTh
™V ovoppoeno.

H ontikn dtadpoun dev ivat d1onyng

EAéyéte av M ootev myn  etvon
Kafapiote pe éva yoptopdvTilo to TAOKIS0

KkaBapr.

Avenmopkng Oeppokpacio | AavBaopévog o ypovog 1N m | EAéyEte tov Beppootdt Kot Tov ypdvo ETmOoTS.
Beplokpacio e eEmdoong
Akolovbnote motd Tig 0dnyieg xpNong
H moocdémra 100 vrootpdpatog mov | EAéyEte tn Asttovpyia tng mmétog
éxel mpootebet, dev elvat apkeT.
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nNirccr

INSTRUCCIONES DE USO

ENZYWELL
RUBELLA IgG AVIDITY

91095 (Espafiol)

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

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

El virus de la Rubéola provoca en los seres humanos una enfermedad contagiosa muy comun caracterizada por
sarpullido difundido. EI curso es generalmente breve y sin complicaciones.

Si la enfermedad se contrae durante el embarazo hay consecuencias para el feto ya que el virus es teratogénico y
provoca graves malformaciones especialmente durante el primer mes de dicho embarazo.

Por esta razon es importante determinar el estado inmunitario de la paciente antes de comienzos del embarazo en
cuanto se puede proceder a la vacunacion, al frecuente control para observar la eventual sueroconversion.

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 Rubella 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 titulacion de anticuerpos por avidez es
indicativo de infeccidn en el recién nacido o infeccion actual.

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

3. PRINCIPIO DEL METODO

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

El antigeno, constituido por Rubella parcialmente purificado e inactivo, estd unido a la fase sdlida. Después de la
incubacién 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 dejada en incubacién.

Después del lavado de la fase sélida, se pone en un pocillo el Tampdn desasociante, mientras en el otro se pone la
solucién de lavado. El primer tampén provoca la disociacién de la unién entre antigeno y anticuerpo, y esta seréa
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 1gG
marcados con peroxidasa HRP.

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 concentraciéon de anticuerpos especificos presentes en la muestra de suero, unidos al
antigeno unido a la fase solida. La relacion entre la densidad 6ptica del pocillo donde se incubé el tampdn desasociante
y la de donde se incubd el tampdn de lavado esta expresa en porcentaje y constituye la medida de la avidez del suero
examinado hacia el antigeno Rubella.

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

MICROPLACA 3x16 pocillos recubiertos de antigenos RUBELLA (EN COLOR ROJO)

Uso: Abrir el envase de las tiras desde el lado opuesto del codigo (R seguido por el nimero de lote) que sirve para su
identificacidn; 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
conteniendo fenol al 0.05% y Bronidox al 0.02%. Listo para su uso sin diluciones adicionales.

CONTROL] CONTROL AVIDEZ 1x2.5mL
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Contenido: Suero humano que contiene IgG anti Rubella 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 1x10mL

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: Solucién 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 tampon de lavado listo para
su uso. Si hay cristales presentes, disolverlos a 37°C antes de diluir.

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

Para la dilucidn de las muestras de suero.

Contenido: Solucién de proteinas en tampén fosfato con azida 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 perdxido de hidrégeno estabilizados en tampon citrato pH 3,8.

H>S04 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 uL
- Agua destilada o desionizada

- Guantes de un solo uso

- Crondmetro

- Solucion de hipoclorito del 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 esta 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

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 Yy de los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-
HCV. Dado que ninguna prueba diagnostica puede ofrecer una completa garantia sobre la ausencia de agentes
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infecciosos , cualquier material de origen humano debe ser considerado potencialmente infeccioso. Todos los
materiales de origen humano deben manipularse segiin las practicas de seguridad cominmente adoptadas en la
practica diaria de laboratorio.

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

Informaciones de Salud y Seguridad:

1. No pipetear por via oral. Usar los guantes de un solo uso y la proteccion 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) Eltampdn de lavado contiene detergentes
b) El conjugado contiene fenol
c) El substrato es &cido
d) Los controles contienen Azida Sodica (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 1hora
121°C; los materiales desechables deben ser autoclavados o incinerados.

4. El acido sulfarico contenido en la Solucidn Blogueante 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 desinfeccion eficaz.

6. El derrame de materiales potencialmente infecciosos se debe eliminar inmediatamente con papel absorbente y el
&rea 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 &cido 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 conservacién recomendada. Es importante trabajar a la
temperatura correcta. Compruebe que el termostato no esté por debajo de 35°C o 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 contaminacién microbioldgica de los reactivos debe ser
evitada ya que esta 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 incubacién recomendados.
4. Lavar con &cido hidroclérico 2M todos los materiales de laboratorio que se utilizan en las pruebas y aclarar con
agua destilada 0 desionizada.
No exponer los reactivos a fuerte iluminacién ni a humos de hipoclorito durante la conservacion o las fases de
incubacion.
Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.
Evitar la contaminacién cruzada entre reactivos. Es importante usar pipetas exclusivas para cada reactivo.
Evitar tocar el borde del pocillo con el conjugado. No salpicar sobre las microplacas.
Las titulaciones inmunoenzimaéticas 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 mas informacion
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 micrébiana.
12. El uso del kit con equipos automaticos debe ser convalidado por el usuario.
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

o

© o~
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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 contaminacién micrébiana que conduce a resultados erréneos. 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 tampén 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 5uL de suero en 1.5 mL de diluyente,
dispensar 100 pL de cada muestra diluida por lo menos en dos pocillos, y 100 pL de Suero de Control en doble prueba.
Cubrir los pocillos con la cinta protectora e incubar 60 minutos a 37°C. Después de 4 lavados, cada uno de 30" (300
uL), dispensar Solucién De Lavado en un pocillode las muestras de suero y en el otro el Tampdn Avidez e incubar 10’
a37°C.

Aspirar el tampon 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 4 veces, como se describid
anteriormente. Finalmente distribuir el Substrato, 100 uL/pozo, incluso el blanco.

Después de 15 minutos a temperatura ambiente parar la reaccién enzimética con 100 pL de Solucién Blogueante.

Leer la (DO.) a 450 nm o0 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 (30” cada uno, 300 pl)

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

- Lavar 4 veces (30” cada uno, 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 minutos a T.A
STEP 5 Afadir 100 pL de Solucién Bloqueante
Leer la DO a 450 nm dentro de 30 min

10. VALIDACION DEL TEST

El blanco de la O.D. debe ser < 0.150.

El control en los pocillos incubados con la solucién de lavado debe Ilevar un valor de O.D. > 0.500.

El porcentaje de avidez en el control debe ser mayor del 45%, calculada segun lo indicado en el parrafo “Interpretacion
de los Resultados™.

11. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
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El porcentaje de avidez de las muestras se exprime y se calcula con la relacion entre las densidades 6pticas encontradas
en el pocillo con Tampon Avidez y las del Tampon de Lavado subtraidas del valor del blanco.

O.D. con Tamp6n Avidez — O.D. blanco
x 100 = % de avidez

0.D. con Tampon de Lavado — O.D. blanco

Cuando esta relacion es mayor del 45%, indica la presencia de anti-Rubella IgG a alta avidez; cuando es menor de 35%
indica la presencia de anti-Rubella IgG a baja avidez. Cuando el porcentaje esta en el rango 35 y 45% tenemos anti-
Rubella 1gG 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 Tampon 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 1gG de alta avidez, si bien no excluye la posibilidad de que haya habido una infeccion reciente, es muy
indicativa de que la Rubéola se haya tenido por lo menos hace 4 meses.

En cambio, la presencia de 1gG de baja avidez indica marcadamente que la infeccion ha ocurrido en los ultimos 3
meses.

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
Se analizaron 115 muestras con el kit Diesse y con otro kit comercial simultineamente; todas las muestras se detectaron
por la presencia de 1gG e IgM especificas. .
Las muestras se dividen en los grupos siguientes:
1. 54 procedentes de pacientes con historia de infeccion reciente por Rubella (44 positivos para IgM, 4 dudosos y
6 negativos).
2. 41 muestras procedentes de mujeres en embarazo.
3. 20 muestras de mujeres fértiles, positivas para IgG e IgM.
El kit Diesse identific6 104 casos sobre 115 con una correlacion del 90% en comparacion con el otro método.

14. REPRODUCIBILIDAD

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

Muestra avidez % media S.D. CV%
Baja Avidez 14 1 8
Alta Avidez 91 4 4

Tab. 2 Reproducibilidad entre ensayos y lotes

Muestra avidez % media S.D. CV%
S1 71 5 7
S2 34 3 9
S3 6 2 33
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PROBLEMA

POSIBLES
ERROR

FUENTES DE

PRUEBA 'Y 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 pélido). 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
RUBELLA IgG AVIDITY

91095 (Francais)

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

2. INTERET CLINIQUE

Le virus de la rubéole provoque une maladie contagieuse trés commune chez les hommes, caractérisée par un
exanthéme diffus. En général, le cours de la maladie est bref et sans complications. Toutefois, si on la contracte
pendant la grossesse, il y a des conséquences pour le feetus, puisque, étant tératogéne, le virus peut provoquer de graves
malformations, surtout pendant le premier mois de la gestation.

Pour cette raison il est trés important de connaitre 1’état immunitaire de la patiente pour effectuer la vaccination ou, si
¢a n’est pas possible, pour surveiller souvent la patiente, de maniere a observer 1I’éventuelle séroconversion,

connaitre 1’état immunitaire de la patiente et observer 1’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 a la rubéole, sans représenter un risque pour le
foetus.

Clest la raison pour laquelle il est utile de doser 1’avidité des anticorps IgG, puisqu’il a été démontré que ce parametre
est bas pendant la phase aigué et qu'il augmente avec le temps. La présence des 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 trousse ELISA.

3. PRINCIPE

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

L’antigéne, constitué¢ par le virus de la rubéole 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 I’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 1’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-lIgG humaines marqués a la peroxydase HRP.

Le conjugué qui ne s’est pas lié est éliminé et I'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 de la rubéole.

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 virus de la rubéole

Utilisation : Découper le sachet du cdté opposé au code (R, suivi par le numéro du lot) qui sert & 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 exergant une pression sur la fermeture.

CONJ|CONJUGUE 1 x 12 mL

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

Préparation : Prét a I’emploi.

CONTROLE D’AVIDITE 1x2.5mL

Composition :  Sérum humain contenant des 1gG anti-Rubéole, dilué dans un tampon phosphate & 0.01 mol/l avec
BSA 1 % et azide de sodium 0.09 %. Il se présente sous une forme liquide et il est prét a I’emploi sans autre dilution.
TAMPON D’AVIDITE 1 x 10 mL
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Composition : Urée en solution saline tamponnée contenant du phénol (0.05 %) et du Bronidox (0.02 %), préte a
I’'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 a 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’emploi |LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Tétraméthylbenzidine (a 0.26 mg/ml) et peroxyde d’hydrogéne ( H20; & 0.01 %) stabilisé dans un
tampon citrate (a 0.05 mol/l). pH = 3.8.

H25040.3 M| SOLUTION D’ARRET (PF93602) 1x 16 mL |LOTS INTERCHANGEABLES
Composition : H,SO4 (& 0.3 mol/l ) en solution préte a I’emploi.

SACHET EN POLYETHYLENE (1)
FEUILLES ADHESIVES (2)

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI
- Incubateur a 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 prélévement précis de 10, 100, 1000 pl 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 REACTIFS
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 aprés I’aperture et/ou la préparation

REACTIF CONDITIONS

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

CONTROLE 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.

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
contrble de dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, les anticorps anti-VHC et I’Ag HBs en
utilisant des méthodes approuveées 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.
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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 contrdles contiennent du phénol

c) Le substrat est acide.

d) Le sérum de contrdle 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 a jeter doivent étre stérilisés aprés 1’emploi, de préférence en autoclave pendant
1ha121 °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 aprés avoir
essuyé la zone. Tous les matériaux utilisés pour nettoyer un renversement accidentel doivent étre éliminés
comme étant potentiellement infectieux.

Avertissements analytiques

1.

©o~N®

10.

11.

12.
13.

7.

Porter tous les réactifs et les échantillons a la tempeérature ambiante (18-30 °C) avant ’emploi. Remettre les
réactifs a la température de conservation immédiatement aprés 1’emploi. Il est trés important de contrdler la
température d’incubation des microplaques. Le thermostat ne doit pas descendre au dessous de 35 °C ni au
dessus de 39 °C. OQuvrir 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 desséchement 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 & 37 °C ou dans le bain-marie. Autrement, on peut faire incuber les plaques
dans une analyseur approprié. Ne pas utiliser d’incubateurs a COx.
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.
Des échantillons fortement hémolysés, du sérum non complétement coagulé ou des échantillons présentant une
contamination microbienne peuvent entrainer des résultats erronés.
L’utilisation du kit avec des instruments automatiques doit étre validée par 1’utilisateur.
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

- ala maintenance et a l'assistance technique

TYPE D’ECHANTILLON ET CONSERVATION

L’échantillon peut &tre constitué par sérum prélevé normalement en observant toutes les précautions prévues dans le
laboratoire.
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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 pl de
sérum dans 1.5 ml de diluant ; distribuer 100 ul de chaque échantillon dilué dans au moins deux puits, et 100 ul du
contrdle 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 contrdle, 100 pl de solution de lavage, et dans I’autre puits 100 pl du tampon
d’avidité ; incuber & 37 °C pendant 10°. 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 précedemment. Distribuer le substrat (100 pl / puits, y compris le puits du
blanc). Incuber 15 minutes a température ambiante. Ajouter 100 ul 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/contrdle, verser 100 ul 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 pL)
3e ETAPE Mettre 100 ul de conjugué dans chaque puits
Incuber pendant 45 minutes a 37 °C.
laver 4 fois (300 pL).
4e ETAPE Mettre 100 ul 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.
Lire la densité optique a 450 nm dans les 30 minutes.
10. VALIDATION DU TEST
La O.D. du blanc doit étre < 0.150.
Le controle dans les puits incubés avec la solution de Lavage doit avoir une valeur de O.D. > 0.500.

Le pourcentage d’avidité du contrdle calculé comme il est indiqué dans le paragraphe "Interprétation des Resultats",
doit étre supérieur a 45 %.

11. INTERPRETATION DES RESULTATS
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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, apres avoir soustrait la valeur du
blanc.

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

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

Quand ce rapport est supérieur a 45 %, il y a présence d'lgG anti-rubéole a haute avidité ; si le rapport est inférieur au
35 %, il y a présence d'lgG anti-rubéole a basse avidité. Si le pourcentage est compris entre 35 et 45 %, nous avons la
présence d'lgG anti-rubéole 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 a 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. LIMITATIONS DE LA METHODE

La présence des 1gG a haute avidité, méme si elle n'exclut pas la possibilité d'une infection récente, indique fortement
qu'une Rubéole est survenue au moins 4 mois auparavant. Inversement, la présence des 1gG a basse avidité indique
fortement qu'une Rubéole est survenue au cours des 3 mois précédents.

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. SPECIFICITE ET SENSIBILITE DIAGNOSTIQUES
115 échantillons ont été analysé avec le kit Diesse en paralléle avec un autre test disponible dans le commerce; la
présence des IgG et des IgM spécifiques était connue.
Les échantillons ont été divisés de la maniére suivante :
1. 54 provenant de sujets ayant une infection de rubéole récente (44 positifs en IgM, 4 incertains et 6 négatifs).
2. 41 échantillons provenant de femmes enceintes
3. 20 échantillons de femmes fertiles, positifs aux 1gG et négatifs aux IgM.
Le kit Diesse a identifié correctement 104 cas, avec une corrélation de 90 % en comparaison avec 1’autre méthode.

14. PRECISION

Tableau 1 Précision dans la série (n=6)

Echantillon % moyenne avidité D.S. CV%
Basse Avidité 14 1 8
Basse Avidité 91 4 4

Tableau 2 Précision entre séries

Echantillon % moyenne avidité D.S. CV%
S1 71 5 7
S2 34 3 9
S3 6 2 33
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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

Controbler le code imprimé sur le sachet de la
plaque (lire le mode d'emploi, paragraphe 4).

Controler s’il y a de ’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
i i E ES | Atencion,ver instrucciones de uso GR | IIpogidomoinom, cupfovievteite To GUVOdE Evivma
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

Diesse Diagnostica Senese
Strada dei Laghi 39

53035 Monteriggioni, Italy
Tel. 0577-587111
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