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ISTRUZIONI PER L’USO

ENZYWELL
HERPES SIMPLEX 2 1gG

91026 (Italiano)

1. UTILIZZAZIONE

KIT IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE QUALITATIVA DEGLI ANTICORPI 19G
ANTI HERPES SIMPLEX VIRUS (TIPO 2) NEL SIERO UMANO. DA UTILIZZARE COME AUSILIO
ALLA DIAGNOSI DELL’INFEZIONE DA HERPES SIMPLEX VIRUS.

2. INTRODUZIONE

Herpes simplex virus (HSV) € un membro della famiglia degli Herpesviridae del quale si conoscono due tipi: il tipo 1
(HSV-1) ed il tipo 2 (HSV-2), che si distinguono per differenze antigeniche minori. HSV-1 & responsabile
principalmente di lesioni oro-facciali, mentre HSV-2 di lesioni genitali, ma questa distinzione & solo approssimativa ed
entrambi i tipi possono essere responsabili di infezione in ambedue le sedi. Inoltre HSV pud essere responsabile di una
forma di cheratite oculare e di danni a carico del sistema nervoso centrale.

HSV colpisce virtualmente tutta la popolazione. L'infezione primaria & spesso subclinica e raramente viene
diagnosticata. Dopo un periodo di latenza di durata variabile, si possono avere fenomeni di riattivazione con
replicazione virale accompagnata o no da lesioni cliniche. Particolare interesse riveste l'infezione contratta alla nascita,
in quanto responsabile di una considerevole morbidita e mortalita.

Puo essere percio importante la valutazione dello stato immunitario della donna durante la gravidanza al fine di rilevare
una eventuale sieroconversione. Il dosaggio delle 1gG specifiche & importante per definire lo stato sierologico del
paziente.

3. PRINCIPIO DEL METODO

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

L'antigene, costituito da Herpes Virus tipo 2 purificato ed inattivato, viene legato alla fase solida (strip di pozzetti 1x8).
Per incubazione con siero umano diluito in una soluzione contenente HSV-1 (Sorbent 1), le immunoglobuline
specifiche si legano all'antigene.

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 perossidasi.

Si elimina il coniugato che non si € legato e si aggiunge il substrato per la perossidasi.

Il colore che si sviluppa € proporzionale alla concentrazione degli anticorpi specifici presenti nel siero in esame.

4. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI REAGENTI
- | reagenti sono sufficienti per 96 determinazioni.
- Portare i reattivi a temperatura ambiente prima dell'uso.

MICROPIASTRA 12x8 pozzetti sensibilizzati con Herpes Simplex Virus Tipo 2.

Uso: Aprire l'involucro della piastra dalla parte opposta al codice (H2, seguita dal numero di lotto) che serve per la sua
identificazione; prendere il supporto e gli strips necessari. Riporre gli altri non utilizzati nella busta di politene con il
gel di silice; fare uscire I'aria e sigillare premendo sulla chiusura.

CONTROLLO POSITIVO 1x 1.6 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di anticorpi anti-HSV 2 1gG, in tampone fosfato 0.01 mol/L
contenente BSA 1% e sodio azide 0,09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

Colore: il colore & proporzionale al titolo anticorpale.

ICONTROL CUT-OFF CONTROLLO CUTOFF1x2 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di anticorpi anti-HSV 2 1gG, in tampone fosfato 0.01 mol/L
contenente BSA 1% e sodio azide 0,09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

Colore: il colore € proporzionale al titolo anticorpale.

CONJ| CONIUGATO 1x16mL
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Contenuto: una soluzione di anticorpi monoclonali anti 1gG umane marcati con perossidasi, in tampone fosfato con
fenolo 0,05% e Bronidox 0,02%. Pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

SORBENT 1] HSV tipo 1 6 flaconcini liofili
Contenuto: HSV-1 purificato ed inattivato in tampone fosfato contenente lattosio.

Preparazione: ricostituire con il volume di diluente indicato in etichetta, agitando per inversione.

ICONTROL IgG -| 1gG CONTROLLO NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Contenuto: Siero umano diluito in tampone fosfato 0.01 mol/L contenente BSA 1% e sodio azide 0,09%, liquido,
pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

[WASH BUF 10X] TAMPONE DI LAVAGGIO 10X (PF93603) 1 x 100 mL [INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) concentrata 10 volte contenente Brij 0.5% .

Preparazione: Diluire il volume richiesto 1:10 con acqua distillata 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) 1x 100 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Da utilizzare per la diluizione dei campioni.
Contenuto: Soluzione proteica in tampone fosfato con sodio azide 0,09% piu colorante (metilarancio).

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x 12 mL Pronto all'uso INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Contenuto: Tetrametilbenzidina 0,26 mg/mL ed H,0, 0,01% stabilizzati in tampone citrato 0,05 mol/L (pH 3,8).

H,SO; 0.3 M| SOLUZIONE BLOCCANTE (PF93602) 1x 16 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
Soluzione di H,SO4 0,3 mol/L pronta all'uso.

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

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO

- Incubatore a 37°C

- Lettore di micropiastre (lunghezza d'onda 450 nm o 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.

- Micropipette capaci di prelevare accuratamente 10, 100, 1000 ul di soluzione

- 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

SORBENT 1 la soluzione non ¢ conservabile e deve essere utilizzata dopo la
ricostituzione

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

SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2/8°C

6. PRECAUZIONI ED AVVERTENZE

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 dall’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 ¢ acido

d) I controlli contengono 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 ha121°C; i disposables devono essere autoclavati o inceneriti.
L'acido solforico contenuto nello Stop Solution e I'acido cloridrico usato per lavare la vetreria sono corrosivi; tali
sostanze devono essere adoperate con cautela. In caso di contatto con la pelle o gli occhi, lavare abbondantemente
con acqua.
Acidi neutralizzati ed altri rifiuti liquidi devono essere disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno dell'1%. Un'esposizione al sodio ipoclorito all'1% per 30
minuti dovrebbe essere sufficiente per garantire una disinfezione efficace.
Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere pulito, per esempio con sodio ipoclorito all'1%, prima di proseguire il
lavoro. Se € 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

©oNo

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 '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 I'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’uso del kit con strumento automatici deve essere validato dall’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 1’uso di congelatori
auto sbrinanti per la conservazione dei campioni. | campioni scongelati devono essere agitati con cura prima del
dosaggio. L’inattivazione al calore pud fornire risultati erronei. La qualitd del campione pud essere seriamente
influenzata dalla contaminazione microbica che puo portare a risultati erronei.

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

Il test non é 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).
- Preparare il Sorbent 1 ricostituendo il liofilo con il diluente (volume indicato in etichetta).

Diluire i campioni 1:101 dispensando 10 pL di siero in 1 mL di diluente. Prevedere un pozzetto libero per effettuare il
bianco usando solo 100 pL della miscela substrato.

Distribuire 30 pL di Sorbent 1 e 100 pL di ciascun campione diluito, per pozzetto (é preferibile effettuare I'analisi in
duplicato).

In uno strip porre (NON DILUITI) i controlli (100 puL per pozzetto senza il Sorbent 1). Il requisito minimo
indispensabile & di 1 controllo negativo, 2 cut-off e 1 positivo.

Si coprono i pozzetti con la pellicola protettiva e si pone ad incubare per 45 min. a 37°C. Dopo 4 lavaggi della durata di
30 secondi ciascuno (300 uL) si aggiungono 100 pL di coniugato per ciascun pozzetto e si pone di nuovo ad incubare
per 45 min. 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 puL/pozzetto). Dopo 15 min. a temperatura ambiente si blocca la reazione
enzimatica con 100 pL di Stop Solution. Si legge la Assorbanza (O.D.) a 450 nm o a 450/620 nm entro 30 min.

9. SCHEMA DEL SAGGIO

STEP 1 Distribuire 100 pl di controlli (positivo, negativo e cut off) nei pozzetti dello strip (senza il SORBENT)
Distribl_Jire 30 pL di SORBENT 1 e 100 pl di siero diluito nei pozzetti dello strip.
Incubar_e 45 min. a 37°C
Lavare_4 volte (300 pL)
STEP 2 Mettere_ 100 uL di coniugato per pozzetto
Incubar_e 45 min. a 37°C
Lavare_4 volte (300 pL)
STEP 3 Mettere_ 100 pL di Substrato per pozzetto
Incubar_e 15 min. a t.a.

STEP 4 Aggiungere 100 pL di Stop solution

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

Togliere il valore del bianco (<= 0.150) a tutte le altre letture. I valori in OD del siero di controllo Cut-off devono
essere entro il 25% del valore medio se testato in triplicato. Scartare eventualmente il valore aberrante e ricalcolare la
media. Il positivo deve avere OD pari almeno a 1,5 volte il Cut-off. Il rapporto fra Negativo e Cut-off deve essere
<=0,6. La D.O. del cut-off deve essere >= 0,2 a 450 nm e >= 0,16 a 450/620 nm.

11. INTERPRETAZIONE DEL TEST

RISULTATI QUALITATIVI

Se il valore dell'assorbanza del campione é superiore al Cut-off il campione risulta positivo per la presenza di 1gG
specifiche per l'antigene.

Calcolare il rapporto (Index) fra il valore della D.O. del campione in esame e quello del Cut-off. Il campione sara
giudicato:

Positivo: quando il rapporto & > 1.2.
Dubbio: = + 20% del Cut-off.
Negativo: quando il rapporto & < 0.8.

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

12. LIMITAZIONI DELLA PROCEDURA

Sieri prelevati durante la fase acuta dell'infezione, quando sono presenti solamente anticorpi della classe IgM,
potrebbero risultare negativi con questa tecnica.

Il livello delle IgM anti-Herpes Simplex Virus dovrebbe essere determinato usando il kit Enzywell Herpes Simplex
Virus IgM. Alternativamente, si analizzera un secondo campione prelevato 8-14 giorni piu tardi, per verificare se vi sia
stato un aumento delle 1gG.

Il risultato del test deve essere comunque valutato insieme a dati provenienti da altre indagini diagnostiche.

13. SPECIFICITA’ ANALITICA

Sono stati testati 17 campioni negativi all’Herpes Simplex, contenenti anticorpi IgG contro virus quali quello della
Rubella, Epstein Barr, Citomegalovirus, Parotite. In nessun caso la presenza di tali anticorpi influenzava il test.
Campioni contenenti un alto titolo di IgG anti HSV 1 possono interferire nel test.

14. SENSIBILITA’ E SPECIFICITA’ DIAGNOSTICA
In una sperimentazione clinica eseguita in un laboratorio ospedaliero, sono stati analizzati 172 campioni, . | campioni
sono stati analizzati con un altro metodo immunoenzimatico in commercio ; i risultati sono cosi riassunti:

Altro metodo

P N
Diesse P 18 14
N 4 136

Sensibilita diagnostica: 81.8% (IC al 95%: 61.5-92.7%)
Specificita diagnostica  90.7% (IC al 95%: 84.9-94.4%)

15 . PRECISIONE

Tab.1 Precisione nella prova

Campione media D.O. . CV%
HSG1 (n=24) 0.027 9
HSG2 (n=24) 0.561 8
HSG3 (n=24) 1.063 5
Cut Off (n=16) 0.339 6
C. Pos. (n=16) 1.673 5
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Index 1 2 3 media DS CV%

C Pos 3,08 4,31 4,25 3,9 0,7 18
1 0,32 0,17 0,32 0,3 0,09 33
2 1,65 2,27 2,04 2,0 0,32 16

16. GUIDA Al PROBLEMI DI UTILIZZO

PROBLEMA POSSIBLI FONTI DI ERRORE

AZIONI DA INTRAPRENDERE

Seduta invalida (tutti negativi) Uno o pill reagenti non sono stati
aggiunti oppure sono stati aggiunti
in ordine errato

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

Ripetere il test.

Piastra non reattiva

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

Controllare la presenza di umidita nella
piastra inutilizzata. (11 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 aggiunto in volume
inadeguato

Controllare il funzionamento della pipetta.

17. BIBLIOGRAFIA

1. Rawls W.E. et al.: Measurement of antibodies to herpesvirus types 1 and 2 in human sera. J. Immunol.

104: 599 (1970).
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INSTRUCTIONS FOR USE

ENZYWELL
HERPES SIMPLEX 2 1gG

91026 (English)

1. INTENDED USE

IMMUNOENZYMATIC METHOD FOR THE QUALITATIVE DETERMINATION OF I1gG-CLASS
ANTIBODIES TO HERPES SIMPLEX VIRUS (TYPE 2) IN HUMAN SERUM, AS AN AID IN THE
DIAGNOSIS OF HERPES SIMPLEX VIRUS INFECTION.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

The Herpes simplex virus (HSV) is a member of the Herpesviridae family, of which two types are known: type 1
(HSV-1) and type 2 (HSV-2) which present slight antigenic differences. HSV-1 causes chiefly oral-facial lesions, while
HSV-2 is mainly responsible for genital lesions, but this distinction is not binding, both types occasionally causing
infection in either anatomical site. HSV may also cause a form of ocular cheratitis, and lesions of the central nervous
system.

HSV can affect practically the whole population. The primary infection is often in a subclinical form and is rarely
diagnosed. After a latency period of variable duration, reactivation may occur and viral replication may or may not give
rise to clinical lesions. Infection contracted during birth is of particular interest, this being an important cause of
morbidity and mortality. It is therefore important to determine the immunitary state of women during pregnancy in
order to detect serum conversion. The assay of specific 1gG is important to establish the serological state of the patient.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

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

The antigen, composed of purified, inactivated Herpes Virus type 2, is bound to the solid phase (strips of 1x8 wells).
Through incubation with human serum diluted in a solution containing HSV-1 (Sorbent 1), the specific
immunoglobulins are bound to the antigen.

After washings to eliminate the proteins which have not reacted, incubation is performed with the conjugate composed
of anti-lgG monoclonal antibodies labelled with peroxidase. The unbound conjugate is eliminated and the peroxidase
substrate added. The colour which develops is proportional to the concentration of specific antibodies present in the
serum being tested.

4. KIT CONTENTS AND REAGENT PREPARATION
- Reagents are sufficient for 96 determinations.
- Bring to room temperature before use.

MICROPLATE 12x8 wells coated with herpes simplex virus type 2

Use: open the package at the opposite end from the code (H2, followed by the lot number) which is useful for
identification purposes, remove the support and strips to be used from the foil package, and place the unused strips in
the polythene bag with the silica gel, expel the air and seal by pressing the closure.

ICONTROL + | POSITIVE CONTROL 1x 1.6 mL

Contents: Diluted human serum, at known concentration of anti-HSV 2 IgG, in Phosphate buffer 0.01 mol/L containing
BSA 1% and sodium azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.

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

ICONTROL CUT-OFF | CUT OFF CONTROL 1x2mL

Contents: Diluted human serum, at known concentration of anti-HSV 2 1gG, in Phosphate buffer 0.01 mol/L containing
BSA 1% and sodium azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution.

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

CONJ CONJUGATE 1x16 mL
Contents: monoclonal antibodies labelled with Peroxidase, in phosphate buffer solution containing phenol 0.05% and
Bronidox 0.02%. Ready for use without further dilution.
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SORBENT 1 HSV type 1 6 vials of freeze-dried powder.

Contents: purified and inactivated HSV-1 in phosphate buffer containing lactose.
Preparation: reconstitute with the volume of diluent reported on the label, mixing by inversion.

I[CONTROL 1gG -| 1gG NEGATIVE CONTROL (PF93910) 1x1.6 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Contents: Human serum in Phosphate buffer 0.01 mol/L, with BSA 1% and sodium azide 0.09%, liquid, ready for use
without further dilution.

WASH BUF 10X| WASH BUFFER 10X (PF93603) 1 x 100 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Contents: Phosphate buffered saline, concentrated 10 times; contains Brij 0.5% .

Preparation: dilute the required volume 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 (PF93619) 1x12 mL Ready for use. INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Contents: Tetramethylbenzidine 0.26 mg/mL and hydrogen peroxide 0.01% stabilised in citrate buffer 0.05 mol/L (pH
3.8).

H,SO, 0.3 M| STOP SOLUTION (PF93602) 1x16 mL |INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
H>S0. 0.3 mol/L, in solution ready for use.

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

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

- Incubator at 37°C

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

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

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

- Disposable gloves

- Timer

- Sodium Hypochlorite solution (5%)

- Containers for collection of potentially infectious materials

- Absorbent tissue.

5. STORAGE AND STABILITY OF REAGENTS
Reagents must be stored at 2/8°C.
The expiry date is printed on each component and on the box label.

Reagents have a limited stability after opening and/or preparation

REAGENT CONDITIONS

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

Control sera 5 weeks at 2/8°C

Conjugate 5 weeks at 2/8°C

Sorbent 1 the solution is not stable and must be used after reconstitution
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.

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
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can offer a complete guarantee regarding the absence of infective agents, all material of human origin must be
handled as potentially infectious. All precautions normally adopted in laboratory practice should be followed when
handling material of human origin.

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

Health and Safety Information

1.

2.

Do not pipette by mouth. Wear disposable gloves and eye protection while handling specimens and performing the
assay. Wash hands thoroughly when finished.
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 controls contain 0.9% Sodium Azide which can react with lead and copper in plumbing forming highly

explosive deposits of metal azides.

If any of the reagents come into contact with the skin or eyes, wash the area extensively with water.
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.

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.

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.

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.

10.

11.

12.
13.

Allow all reagents and samples to come to room temperature (18-30°C) before use. Immediately after use return
reagents to the recommended storage temperature. It is important to work at the correct temperature. Check
that the thermostat does not go below 35°C or over 39°C. Open the envelope containing the strips after at least
% hr at room temperature.
Do not use the reagents beyond the stated expiry date. Microbiological contamination of reagents must be avoided
as this may reduce the life of the product and cause erroneous results.
Do not modify the Test Procedure or substitute reagents from other manufacturers or other lots unless the reagent
is stipulated as interchangeable. Do not reduce any of the recommended incubation times.
Any glassware to be used with the reagents sbould be thoroughly washed with 2M hydrochloric acid and then
rinsed with distilled water or high quality deionized water.
Do not expose reagents to strong light or hypochlorite fumes during storage or during incubation steps.
Do not allow wells to become dry during the assay procedure.
Care must be taken not to cross-contaminate reagents. It is important that pipettes are dedicated for excusive use
with the various reagents.
Care should be taken to avoid touching or splashing the rim of the well with conjugate. Do not "blow-out" from
microplates.
Enzyme immunoassays can occasionally exhibit an "edge effect" which must be minimized by increasing the
humidity during incubation steps. Plates must be covered with their covers and incubated at 37°C either in a water
bath with a rack 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.
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.
Use of highly hemolyzed samples, incompletely clotted sera, or samples with microbial contamination may give
rise to erroneous results.
Use of the kit with automatic instruments must be validated by the user.
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
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- servicing and maintenance.

7. TYPE AND STORAGE OF SAMPLE

The sample is composed of serum collected in the normal manner from the vein and handled with all precautions
dictated by good laboratory practice. The fresh serum may be stored for 4 days at 2/8°C, or frozen for longer periods at
—-20°C, and can be thawed a maximum of 3 times. Do not keep the samples in auto-defrosting freezers. Defrosted
samples must be carefully mixed 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 is not applicable to human plasma.

8. TEST PROCEDURE

Prepare the required number of strips.

Prepare the washing buffer by diluting the Wash Buffer 10x.

Prepare Sorbent 1 by reconstituting with diluent (volume reported on the label).

Dilute samples 1:101 distributing 10 pL of serum into 1 mL of diluent. Leave one well for the blank, performed using
100 L of the substrate mixture.

Dispense 30 pL of Sorbent 1 and 100 uL of each diluted sample per well (duplicate testing is recommended). Place
UNDILUTED controls in a strip (100 pL in each well without the Sorbent 1). The minimum requisite is 1 negative
control, 2 cut-off and 1 positive control.

Wells are covered with protective film and incubated for 45 minutes at 37°C. After washing four times for 30 seconds
(300 pL), 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).

After 15 minutes at room temperature the enzymatic reaction is stopped with 100 uL of Stop solution.

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

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE

STEP 1 Place 100 pL of controls (positive, negative and cut off) in the wells of the strip (without
the SORBENT).

Place 30 pL of Sorbent 1 and 100 pL of diluted serum in the wells of the strip

Incubate for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 uL)
STEP 2 Add 10_0 pL of conjugate to each well
Incubat_e for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 pL)

STEP 3 Add 100 pL of Substrate to each well

Incubate for 15 min. at R.T.

STEP 4 Add 100 pL of Stop solution

Read absorbance at 450 nm within 30 min

10. VALIDATION OF THE TEST

Subtract the value of the blank (<= 0.150) from all the other values. The value in OD of the Cut-of control must be
within 25% of the average value if tested in triplicate. Discard any abnormal value and recalculate the average. The
positive control must have an OD at least 1.5 times that of the Cut-Off. The ratio between Negative and Cut-Off must
be <= 0.6. The O.D. of the cut-off must be >= 0.2 at 450 nm and >= 0.16 at 450/620 nm.
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11, INTERPRETATION OF TEST

QUALITATIVE RESULTS

If the adsorbance of the sample is higher than that of the Cut-off, the sample is positive for the presence of specific 1gG.
Calculate the ratio (Index) between the O.D. value of the sample and that of the Cut-off. The sample is considered:

Positive: if the ratio is > 1.2.
Doubtful: + 20% of the Cut-off.
Negative: if the ratio is < 0.8.

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

12. LIMITATIONS OF THE TEST PROCEDURE

A serum sample obtained during the acute phase of infection, when only IgM antibodies are present, may be negative
by this procedure.

The Herpes Simplex Virus IgM level should be determined using Enzywell Herpes Simplex Virus IgM Kit.
Alternatively, a second serum sample obtained 8-14 days later, should be tested in parallel to determine an increase in
the 1gG antibody level.

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

13. ANALYTICAL SPECIFICITY

17 samples were tested which were non reactive for Herpes Simplex and contained 1gG antibodies against Rubella,
Epstein Barr, Cytomegalovirus or Mumps. The presence of these antibodies caused no interference in the test. Samples
containing a high titer of anti-HSV-1 IgG can cause interference.

14, DIAGNOSTIC SENSITIVITY AND SPECIFICITY
172 samples were tested in a clinical experimentation conducted in a hospital laboratory, in comparison with another
commercial immunoenzymatic method. The results can be summarized as follows:

Other method
p N
Diesse P 18 14
N 4 136

Diagnostic sensitivity : 81.8% (IC at 95%: 61.5 - 92.7%)
Diagnostic Specificity : 90.7% (IC at 95%: 84.9 - 94.4%)

15. PRECISION

Table 1 “In run” Precision

Sample media D.O. . CV%
HSG1 (n=24) 0.027 9
HSG2 (n=24) 0.561 8
HSG3 (n=24) 1.063 5
Cut Off (n=16) 0.339 6
C. Pos. (n=16) 1.673 5

Table 2 “Between run” Precision (n=3)

Index 1 2 3 media DS CV%

C Pos 3,08 4,31 4,25 3,9 0,7 18
1 0,32 0,17 0,32 0,3 0,09 33
2 1,65 2,27 2,04 2,0 0,32 16

Rif. 10 - 09/008 — Inf. Tecn. 91026 — Ed. 04.06.2010




16. TROUBLE SHOOTING GUIDE

EN  14/41

PROBLEM

POSSIBLE SOURCE

TEST OR ACTION

Invalid run (all negative)

One or more reagents not added or
added in wrong sequence

Recheck procedure
Check for unused solutions. Repeat test.

Unreactive plate

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

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

Invalid run (all positive)

Contamination of substrate

Take new aliquot of substrate.

Inadequate washing

Ensure that wash apparatus works well

Poor precision

Incomplete washing of wells

Ensure that wash apparatus works well

Inadequate aspiration of wells

Ensure that wash apparatus works well

Pipetting error

Check pipette function

Reagent addition too slow

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

Presence of bubbles

Avoid air bubbles during pipetting.

Optical pathway not clean

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

Inadequate Color development

Incorrect incubation times or
temperature

Check for temperature control and time
monitoring

Adhere to recommended instruction for use.

Inadequate volume of substrate
added to the plate

Check pipette function.

17. REFERENCES

1. Rawls W.E. et al.: Measurement of antibodies to herpesvirus types 1 and 2 in human sera. J. Immunol. 104:

599 (1970).
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OAHI'IEX XPHXHX

ENZYWELL
19G AIIAOY EPITHTA 2

91026 (EMvikd)

1. YIHOAEIKNYOMENH XPHYXH
ANOXOENZYMIKH MEG®OAOX TI'TA TON MNOIOTIKO ITPOXAIOPIZMO TOQN ANTIZQMATON IgG
KATA TOY I0Y TOY AITAOY EPITHTA TOY TYIIOY 2 XTON ANOPQIIINO OPO.

2. EIXAI'QI'H

O 166 Tov amAov épmnta (HSV) avikel oty owoyéveln Tov Epmntoimv tng omoiog givat yvwotoi dvo tomot: o tomog 1
(HSV-1) kot o tomog 2 (HSV-2), mov mapovoidlovv ehdocoveg avtyovikés dapopés. O HSV-1 mpokaiei kupimg Ehkn
GTOUATOG-TPOSMTOV eV 0 HSV-2 £k yevwnTikdv opydvav, aAld avti 1 dtdkplon eivat amid evOEIKTIKY Yol Kot ot
dv0 tOmotl pmopel va yivouv aitiot Aoipméng kot otig 600 meproyés. Emmiéov o HSV pmopel va mpokaiécet pio popen
00BN G KepoTitidag kal PAGPEG 6TO KEVIPIKO VELPIKO GOGTILLO.

O HSV Bewpntikd pmopei va tposfariet 6o tov minbuoud. H mpetoyevig Aoipwén mapovctdalel cuyva vmo-kAvikég
eKONADOOELG TV oToiV omdvia yivetal didyvmon. Metd amd pio AavBdvovcsa mepiodo, pe Oyl otabepn dSudpkela,
UTOPEL VO TOPOVGIAGTOVY PALVOLEVO, ETOVEVEPYOTOINGOTG E TOAOTAAGIOGUO TOV 100 TOV UTOPEL VO, GUVOOEVETOL KO
amd KMVIKEG ekdnidacelc. Idtaitepo evdlapépov divetal otnv ek yevetng Aoipnmén, ywoti gival aitiog vyniod Pabpod
voonpottag katl Bvnopdmroc.

I'V ovtd tov Adyo éyer peydAn onuocio vo eival yvooTi 1 0OVOGOAOYIKN KOTACTAON TNG Yyuvaikag Kotd Tnv
€YKVUHOOUVT, HE oKOmO va oviyvevBel o evdeydpevn opopetotpomy. O mpocsdopopds tov ewikdv 1gG etvar
ONUOVTIKOS Yo TV KaBOPIoHd TG OPOAOYIKNG KOTAGTOONG TOV aeOev).

3. APXH THX MEOOAOY

To teot Paoiletar oty uéBodo ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

To avtiyovo, amotelodpevo amd tov 10 tov ‘Epmnta tov tOmov 2, KeEKaBopUEVo Kol adpavOTOtNUEVO, GUVOEETAL LE TN
oteped @domn (tawvia kKoyelidov 1X8). Méow endacng pe apaiopévo avlpodnivo opd, 6e €va JGAVUA TOL TEPIEXEL
HSV-1 (Sorbent 1), ot e181kég avocoopaipiveg cuVdEoVTOL UE TO AVTLYOVO.

Metd amd ekmAVGELS Yo VO amopakpLvBody ot Tpmteiveg mov dev avtédpacay, yivetal 1 endoaon pe 10 oLluyég, TOL
amoteAeital amd avOpdOTIVA LOVOKAW®VIKG avTic®poto avtt 1IgG ceonuacpéva pe vrepo&edaon

Amopoakpidverat To culuyEc Tov dev avtédpace kol TPooTifetal To e01KO VIOGTPMLLA Vit TNV VIEPOEELDATT).

To ypdpa mov oynuotiletot givatl ovaAoyo mTPog TNV CLYKEVIPMOT TV EWSIKMV OVIICOUATOV TOV BpicKOVTOL GTOV VIO
eétaomn opo.

4. YXYNOEXH TOY KIT KAI MIPOETOIMAXIA TON ANTIAPAXTHPION
- Ta avtwpactiplo kaddrtovy 96 1e0T.
- Oépte T OVTIOPOCTIPLO 6€ Oeppokpacio TePIPairovrog TPy amd TN Yp1ion.

MIKPOITAAKIAIO 12x8 xuyeAideg svaicOnromompévec pe Herpes Simplex Virus 2.

Xpnon: Avoi&te 1o TepiPANpO TV TOVIOV amd TV avTifen TAevpd Tov avaypdeetal 0 Kmdkog (H2 akoiovBovueva
amd Tov apud TG TOPTIONC) TOV YPNOIUEVEL YIoL TNV TOAVTOTOINGT TG, TAPTE T Pdon Kol TG amapaitnTeg Tavies.
BdAte ka1 maM miow ot cokodAo amd moAvaBuAévio, mov TmEPEXEL YEAN mupltiag TG TOvieg OV  Ogv
XPNOOTOMGOATE, APALPECTE TOV AEPA Kol GPPayioTe TNV TELOVTAG TO E101KO GVOTNUO KAEIGILOTOC.

OPOX EAETXOY @ETIKOX 1x 1.6 mL

[epieyopevo: Apaiopévog avBpmdnvog opdc pe yvoot ovykévipwon aviicoudtov 1gG katd tov HSV 2, og
ewopoptkd pubuiotkd didAvpe 0.01 mol/L pe BSA 1% kot alidio tov vatpiov 0,09%, vypds, EToylog yio xprion xopig
emmALoV apaimon.

Xpoua: To xpdpa givat avaAoyo TNG CLYKEVIPOOT|S TOV OVTICOUATOV.

ICONTROL CUT-OFF EAEI'XOX CUT-OFF 1x2 mL
[epieyopevo: Apaiopévog avBpmdmivog opdc pe yvooth ocvykévipoon aviicopdtov 1gG katd tov HSV 2, oe
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Pwoeopikd puBoTikd dddvpa 0.01 mol/L ue BSA 1% kot alidio tov vatpiov 0,09%, vypog, £Toyog yio ypron xmpig
emmALOV apaimon.
Xpouo: to xpdpa givat avaAoyo TG CLYKEVIPWOOT|G TOV OVTICOUATOV.

YYZYTES 1x 16 mL

[epieyopevo: S1GAVUO LOVOKAOVIKGOV OvVIIoOUATOV ovil-lIgG ceonuoacpévov pe vrepolelddorn, € POoPopKo
pLOoTIKG SrdAvpa Tov TEpLEXEL avorn 0,05% ko Bronidox 0,02%. Etowo yio yprion xopic emmiéov apaionon.

HSV 101106 1 6 QpTTOUAEG PE KPUO-APUOATWHEVO TTPOIOV

Hepieyopevo: HSV-1 kekaBoppuévog kat adpavomompuévog 6 POGPOPIKO pLOUeTIKS dtdAvpo pe YoAakTtoln.
[poetowacio: H avacvotaon yivetal pe v mpocOnkKn tng mocoTNTAG TOV SAVTI TOV VITOSEIKVIETOL GTNV ETIKETA.
Avoxotéyte avarodoyvpilovrag.

[CONTROL 1gG -| OIIOT EAEI'XOT APNHTIKOY IgG (PF93910) 1 x 1.6 mL | KOINOX XE OAEX TI|

[IAPTIAEX

[epieyduevo: Apaiopévog ovBpmnvog opog o pmo@opikd pubuiotikd didiope 0.01 mol/L ue BSA 1% ko aidio
vazpiov 0,09%, vypdc, ETolpog ya xpnon xwpig emmAéov apoimon.

WASH BUF 10X PY®MISTIKO AIAAYMA EKIIAYSHE 10X (PF93603) 1 x 100 mL |[KOINO XE OAEX TI3]
HIAPTIAEZ]

Hepieyduevo: PuBuictikd adatodyo didivpa (PBS) cupmvkvepévo 10 popés, mov mepiéyet Brij 0.5%.

[poetowacio: Apoudote Tov amottovpevo oyko o avoroyio 1:10 pe amootaypévo vepd yio Vo TOPACKEVAGETE TO
pLOUIOTIKO S1AALLA EKTAVONG £TOLHO Yo ¥pNOT. AV oYNUATIOTOVV KpOoToAlot, Stodvote tovug otovg 37°C mpv v
apainon.

AIAAYTHE 2 (PF93611) 1 x 100 mMLKOINOX XE OAEZ TIX IAPTIAEZ]

Xpnoylomoteital yo Ty opainoctn Tov SelyLdtoy.

Mepiexduevo: AAatouyo puBuiaTiké didAupa (PBS) pe rpwreiveg,, adidio Tou vaTpiou Kal XpwaTIKA oudia
(TTopTOKQAI TOU PEBUAIOU).

SUBS TMB| YIIOSTPQMA (PF93619) 1x 12 mL 'Etowpo ywo ypfion [KOINO ZE OAEZX TIZ IHIAPTIAEZ)
[epieyduevo: TerpapeburiPeviidivy 0,26 mg/mL xar H202 0,01% otabepomompéva ce Kitpikd puOotikd didivpo
0,05 mol/L (pH 3,8).

H2SOs 0.3 M | AIAAYMA MAPEMITIOAISHE (PF93602) 1 x 16 mL [KOINO I'TA OAEZX TIX IAPTIAEX)
Adiopo H2SO4 0.3 mol/L £royo yio xprion.

ITPOXTATEYTIKH TAINIA (2).
2AKOYAA AIIO TIOAYAIOYAENIO (1).

AAAO AITAPAITHTO AAAA MH XYNOAEYTIKO YAIKO.

- Enoaoctpo og 37°C

- Avayvootng pikpomhokidiov (pikog kopatog 450 11 450/620 nm kot 405 nm, pe ypappkotnta péxpt O.I1. >= 2,000)
- Yvokeun ékmAvong pkpomhlokdiov (un amapaitn) avotntag 225-375 UL

- Amoviopévo 1 amooTayrévo vepd

- Tévtuo piag xpnong

- Xpovopetpo

- Aldopo vToylopiddovg vatpiov 5%

- Aoygia yio TNV amoppLyn TV SUVNTIKA LOAVCUATIKMOY DVAIKMV.

- Amoppoontikod yopti

- 2TavtapvT VAAVOG E0TAMGIOG £pYoTNPiOV: KOALVOPOL, SOKILAOTIKOL COANVES, K.A.T.
- Mikpomiméteg mov avoppo@ovv pe akpifeia 6ykovg 10,100,1000 pL saivpatog

5. TPONIOX AITIOOGHKEYXHY KAI Y TAGEPOTHTA TON ANTIAPAXTHPIQON
Ta ovridpooTi)plo TPETEL Vo, amodnkevovTan otovg 2/8°C.

H nuepopnvia MiEng sivor Toropévny o€ KAOE 6T Kol 6TV EEMTEPLKI ETIKETO TG CVGKEVUGILOG.

To Avtidpactipro £Y0VV TEPLOPLGUEVT] OLAPKELN 6TUOEPOTNTUS NETE TO AVOLYNO KO/ TV TPOETOLUAGIOL:

ANTIAPAXTHPIO YXYNOHKEX
MIKPOITAAKIAIO 5 gfdopadeg otovg 2/8°C péca otnv cakobA amrd ToAvatbvAEvio
OPOI EAEI'X0OY 5 gPdonddeg otovg 2/8°C
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YYZYTEZ 5 eBdopadeg otovg 2/8°C

SORBENT 1 70 StdAvpa dev pmopel va, cuvtnpnOel Ko Tpémet va ypnoyomombel petd
TNV avoGVGTOOT)

YIIOXTPQMA péyxpr ™ AEN tov og 2/8°C, 1 efdopdda o 15/30°C 610 0KOTASL

ATAAYTHEZ AEITMATQON péypt ™ Aén tov oe 2/8°C

PYOMIZTIKO ATAAYMA EKITAYIHE étowo yua yprion 2 eBdopddeg og 2/8°C, 5 nuépeg o 15/30 °C

ATAAYMA TTAPEMIIOAIZHXE péxpt tn Anén tov og 2/8°C

6. MPOPYAAZEEIX KAI OAHT'IEY

MONO I'TA AIAI'NQXTIKH XPHXH IN VITRO. AIIOOHKEYXTE XTOYX 2-8°C

pocoyn:

Aot B ovoKEvaGia TEPIEYEL VAIKA avOPOTIVIIG TPOEAEVGIS TOV EYOVY TEPAGEL ATO EAEPY0VS Kot Exovv Ppelei
apvytikd, oe eykekpiuéva and v FDA teot, 1060 d60v apopd v aviyveveny tov HDLSAQ deo kar yia ta
avricouato ovri-HIV-1, avri-HIV-2 kot avri-HCV. Erneidn kavéva O1ayvwoetike Tte6T 0ev mPocpipel amolvty
EYYONON ATOVGIOS HOAVGUATIKOV TAPAYOVTOY, KdlOs vAIKO avOpomivyg mpoilsvens mpémer va Oswpeitar wg
OOVHTIKG. HOLVGUATIKO. XPHCIYUOTOIEITE OA0 TO, AVTIOPAGTIPIO. KAl TA OEIYUATO TAIPVOVTAS OLES TIC TPOPVAALEIS
OV TTPOPBIEMOVTOL ATTO TOVS KAVOVIGUOVS AGPALEIAG TOVD EPYAGTHPIOD.

Arayeipion TV KATALOITWV: TO OEiyUaTa TOL 0POY KOl 0 ONTIWOPUGTNPLY TOV YPHOIHOTOujOnKay mPEmEL va,
AVTIUETOTICOVTAL (G KOTAAOITTA SUVITIKA HOLVGUATIKG K01 VO OTOPPITTOVTAL CUUPOVA UE TIG IGYDOVGES OLATAEEIG.

Odnyieg Y10, TNV TPOSHOTIKY GO AGPAAELD

7. Mnv Kkdvete avappdenon pe 0 otopa. XPpnoomoleite yaviwo piog ypiong Kol TPOGTATEVTIKG YVoMd OToV
yepieote ta deiypota. [TAévetre moAD kodd ta yépia cog petd amd kdbe avaivon.

8. H meplextikdtnra tov mapakdto aviidpaotnpiov o PAafepic 1 epediotikéc ovoieg, eival xounin:

o) T0 pLOGTIKG StdAvpo EKTAvong TePLEYEL 0VGieg KaBAPIoHO

B) To ovluyég mEpiEyel PavOAn

v) T0 VIOSTPWLLA givar OEWo

8) Ot Babpovopntég mepiéyovv Alido Natpiov (0,09%) to omolo pali pe tov xoAkd kot tov porvpoo pmopei va
oyNuoTicel 1oyvpd ekpNKTIKA aldkd Cnpate HETOAN®V:

Av éva avtidpactniplo £pBetl o€ eman| Le TO dEPUA 1) [LE Ta PATIeL, EEmAvate e dpBovo vepo.

9. O1 6VoKEVEG TOL dEV gival piog YPNONG, TPETEL VAL ATOGTEPOVOVTAL, KOTA TPOTiunon otov KAifavo, yw 1 h og
121°C, evd o vAIKO piag xpnong TPEmEL Vo, uraivel otov KABavo 1 VoL amoteppOveTaL.

10. To Beuxo 0&D, mov mepiéyetar oto Stop Solution kot o VEPOYAWPIKO 0ED TOL YpPMGIUOTOLETAL Y10 TO EETAL UL
0V VéAwov eomMopoV, eivol SPpoOTIKE Kol YU o0TO TPEMEL VO, YPNOLOTOOVVTAL UE TPOGOYN. X
nepintmon mwov EpBovv o eman| e To dépa N HE Ta paTio, EemAvvate pe apdovo vepo.

11. E&ovdetepmpéva o&éa kot GAAa vypd amdPAnta mpémel vo omolvpoivovtol TpocBETovtag VIOYAMPIDOES
vatplo, 1660 600 ypeldletar dote M TEMKN GLYKEVIp®GN Vo gival TtovAdylotov 1%. Mia ékBeon og
voyAopuddeg varpo 1% ywoo 30 Aemtd, vwd Kovovikég ouvOnkeg, etval opketn Yy va yiver pio
OTOTEAEGLOTIKT] OTOADLLOVOT).

12. Toyov yopéva vypd, SuvNTiKE poAvopaTiKd, Tpénetl vo Kabapilovtol apécms e amoppoeNTIKO YopTL Kot 1|
EMPAVELD VO oAV paivETaL, Yot TOPAdELY[LOL e VTOYADPLDdES VaTpo 1%, Tpv va. cuveyioete TV dodikacio
avaivong. Av ta vypa mepieiyav éva 0&0, TOTE GTEYVMOGTE TOAD KOAG TNV EMPAVELD TPV YPTGLLOTOMGETE TO
VroYA®pPLddeS vatpro. OAa To VAIKA, TOL XPNoLOTOMONKAVY Yo Vo KaBapioTovy TUYXOV YOUEVA VYA, TPETEL
VO amoppITTOVTOL MG SVVNTIKG HOAVCUATIKG omdPAnta. Mnv Balete otov kAifavo vAkG mov mepiEyovv
VIOYA®PLDOES VATPIO.

Odnyieg yo TNV ovéAvon

14.

15.

16.

Ipwv amd v ypnon eépte ta avTIdpacTipla Kot To deiyparta o€ Oeppokpacio tepipdirovtog (18-30°C) BaAte kot
AL To OVTIOPOCTAPE. OTN GLVICTOUEV Oeppokpacio amodnkevong, apéowg petd ™ ypnion. H ocwot
Osppokpacio eivar wOAD GNUOVTIKOS TOPAYOVIAS YO TNV EMTAACH] TOV TOVidv. BefawOeite 6,1 o
OcppoctdTng dev katefaivel kAT 0mw6 Tovg 35°C ko dev avepaivel Tave amé Tovg 39°C.

Avoi€te v cokoOla pe Tig towvieg (Strip) aeov v éyete agnost TovAdyiotov pic ®pa og Bepuokpacio
nep1fdAiovrog.

Mnv ypNCHOTTOLEITE TO OVTIOPACTAPLO LETE TNV NUepounvia AENG Tove. Na amoeedyete v pukpoflakn polvven
TOV avTpacTnpiov yati avtd €rel MG OTOTEAEGHO TNV HEIMON NG OMOTEAEGUOTIKOTNTOG TOL TPOTOVTOG KoL
UTopEl VoL 00N YN OEL GE EGPAAUEVO ATOTEAEGLLOTAL.

Mnv aArGEete ™MV OAN Ad1KOGI0 KO UMV OVTIKOTOGTCETE TO OVTIOPOCSTIPLL LE GAAD O10POPETIKNG LAPKOG 1) e
Ao 0o SOPOPETIKEG TOPTIOES, EKTOC KO AV TO AVTIOPUCTNPIO €Vl KOO 6€ OAEG TIC TaPTIdeg. MnV pelmveTe
TOV VTOJEIKVVOUEVO YPOVO EMDOOTG.
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17. OLog 0 vaAvog eEO0TAMCIOG TTPETEL VO UTOAVUOIVETOL TPOGEKTIKA e VOPOYAMPIKO 0EL 2M kot va. Eemhévetan pe
OTOGTUYUEVO 1| LLE OTOVIGUEVO VEPO.

18. Mnv exbétete o AVTIOPOCTNPLO GE 1GYVPO POTIGUO OVTE GE VIOYAMPIDIELG ATHOVS, TOGO KOTH TNV OmodKeVoT|
TOVG OGO KOt KATE TNV ENTDOCT TOVG.

19. Ouxvyelideg dev mpémet va Eepaivovtat, KoTd TV SIUPKELD TV TECT.

20. No omogebyete v S106TAVPOVLEVN LOALVOT HETAED TV ovTdpactnpiov. Xpnoyomoteite TAVTOTE TIG EOKES
TTETEC.

21. Mnv akovpmdte t0 xeihog g KuyweAidog pe to cvivyéc. Mnv eucedte Tave ota pKpomAakidta.

22. Ou avocoevlupikég avolboelg Pmopel vo Topovcldoovy Kopd eopd ota dkpo éva edikd eawopevo (“edge
effect"), to omoio umopei va ehayiotomombel avdvovtag tov Pabud vypooiog katd v endaocn. Ta TAakidi
TPEMeL vo. KOADTTOVTOL pE TO €1kd KAAvppo kot vo exodloviar otovg 37°C 1 oe (e610 vOATOAOLTPO,
TOTOOETMOVTOG TO TAV® GE £VO VTOGTNPLYMA, | OTN GVGKELN EXMAONG. G EVAALAKTIKY ADom To Thakidio propet
VO ETOACTOVV GE vav KATAAANAO0 avaAdt. [ Tepiocdtepeg TAnpopopieg, cupfovievteite To yyEPidlo ypHoNG
NG GLOKEVTG. M1V ¥PNOHOTOIEITE CLGKEVES EMMOOTG OV Agttovpyovv pe COo.

23. TIpwv amd v avayvoon tov miakidiov, Pefaimdeite 6,11 0 Tubuévag tov givar Kabapodg Kot oTeyvog Kat 0,TL dgv
VILAPYOLY PLGOAISEG OEPOL GTNV EMLPAVELL TOL VYPOL.

24, Ta delypota mov Topovstdlovv 1oyvpn apdivon, opol pe atedn mén, N delypota mov Topovstdlovy HiKpoPlakn
poéAvvon, propet va dSdoovv Aovlaouéva amoTEAEGHATA.

25. H ypnon evdg KIT pe anTOROTEG GLOKEVES, TPEMEL va eeyyOel Kot va emkupwbei and Tov ypom.

26. Awpaote pe mpocoyn to eyyepidio ypong KABe GUGKELTG TOL XPNOYLOTOLEITE, Kot E0d T €€ onpeia:

- EYKOTAGTOON Kot EWIKEG TPOSIOY PUPEG

- AELTOVPYIKY| apy), 001YiES, TPOPLAGEELS, Kivouvol

- TPOJLOYPUPES TOV KOTOUOKELAGTN KO AELTOVPYIKEG OTOOOCELS TG CLOKEVTG
- GLVTHPNON KOl TEYVIKN VITOGTAPIEN

7. EIAOX AEITMATOX KAI AITOOHKEYXH

To deiypo anoteleital omd opd mOL mPoépyeTal amd aipa mov €xel cLAAexfel pe EAefkn Aqyn Kot Exel Tepdost omd
oAeg TIg dradikaoieg mov mpoPArémovtat amd Tovg Pactkobs Kavoviopovs Tov epyactnpiov. O vordg opdg pmopei va
SwtnpnBel yio 4 nuépeg otovg 2/8°C, evd yia peyaivtepn ypovikn nepiodo katayvére atovg —20°C. To detypa pmopet
va. anoyuyBel To TOAD 3 Popéc. AToPeDyETE TN YPNOT AVTO-OTOYLYOLEVOV YOYEIMV Y10 Tr) GUVTHPNON TOV SEIYUATOV.
Metd and v andyoén Kot pwv vo o pigete oty KuyeAida, ovakiviote to kaAd.. H pcpoflokn poivven pmopet va
ennpedoset og peydro Pabud tnv motdTTa TOL SElYLOTOG, KOl VO dDGEL AavOUGUEVO ATOTEAEGLLATOL.

Agtlypoto pe 1oyvpn aptdALo, L IKTEPO, ATOUIKA 1] LOAVOLEVQ, OEV TTPENEL VO YPTCLULOTOIOVVTOL.

To teoT dev pmopel va. yivel 1dvo o€ avOpdTivo TAdopa aipotoc.

8. AIAAIKAYIA
Teyviry manual

- IIpoeropdote Tig amapaitnTeS TOViES

— Tpogtodote 0 puOoTIKO dddvpa Ekmivong apawwvovtag to Wash Buffer 10x (100 ml + 900 ml H,0)

- Ipogtoydote tov Sorbent 1 kGvovtog ovaGOGTOCT TOV KPLO-APLIATOUEVOD POPNTY, HE TOV SADTN (0 OYKOG TOV
glvol amopoiTnTog VTOJEIKVVETUL GTIV ETIKETA).

Apawnote ta delypota og avaroyio 1:101 piyvovtog 10 pL opod oe 1 mL Swodvtn. Apnote pio kuyeAido ehedbepn yia
Vv avdAvon tov TveAoD delypatog, ypnoonotdvtag povo 100 pL vrootpmdpotos.

Pi€te 30 puL Sorbent 1 kon 100 pL amd kébe aparmpévo deiypa o kabe koyelida (cag cLUBOVAEDOVUE VO, KAVETE TNV
avaivon g1g SmhoHv).

Ye pio tawvia pi&te Tovg opodc eEléyyov XQPIE NA TOYZ APAIQXETE (100 pL avd koyelida ywpic Tov Sorbent 1).
H eldyiomn omorrodpevn Ttocotnta gival 1 opdg eéyyov apvnrikdg, 2 cut-off kot 1 Oetikdc.

KoAdyte T1¢ KuyeAMdeg e TNV TPooTatenTikn Tovio Kot BArte TI¢ vo. enmactovy yia 45 Aemtd otovg 37°C. Metd omd 4
ekTANGELS, dlopkeiag 30 devteporéntav 1 kabe pio (300 pl) mpocbiote 100 PL cvlvyolg oe kdbe kKuywedida kot Baite
TIG KOl TAAL vo enmactovv Yo 45 Aentd otovg 37°C KOAOTTOVIOG TIS Kol TOAL UE TNV TPOCTATELTIKY TOVIdL..
Eemlovate kot TOAL To TAOKIOW0 4 POpEG, OTMG VTOJEIKVOETOL TOPATAV®, Kol 6T cuveeln pi&te to Yrmootpopa, 100
pHL/avd koyelida.. Metd and 15 Aentd oe Beppokpacio mepipdirovtog dwakodyte v eviopukn avtidpaon pe 100 pL
Stop Solution. AwBdcte v Amoppoenon (O.I1) ota 450 nm 1 ota 450/620 nm péoa og 30 Aemtd.

9. AIATPAMMA THX ANAAYXHX

STEP 1 Pi&te 100 pl opdv eréyyov (Betkd, apvnrikd wor cut off) otig xuyelideg tng toviag (ywpic tov
SORBENT)
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Pi&te 30 pL SORBENT 1 ka1 100 pl apoiwpévon opod otig kuyeAideg tng touviag.

Enwdote yio 45 Aentd otovg 37°C

Kévete 4 exmivoeig (300 ul)
STEP 2 PiEte 100 pL ovluyotc oe kdOe KoyeAida
Enwdote yo 45 Aemtd otovg 37°C

Kévete 4 exmivoeig (300 ul)

STEP 3 Pi&te 100 pL Yrmootpopatog o kdbe koyehido

Enwdote yio 15 Aentd og Beppokpacio meptBaiiovtog

STEP 4 Ipocbéote 100 pL Stop Solution
Awfdote v O.I1. ot 450 nm péoa o 30 Aemtd.

10. EIr'KYPOTHTA TOY TEXT

Aopapéote v Tiun tov TVEA0D (<= 0.150) amd dAeg Tic dhheg Twéc. Ot Tipég og O.I1. Tov opov gréyyov Cut-off, dtav
avaADETAL €1 TPUTAOVV, TTPEMEL Va. KopaivovTol péca 6to 25% g péong tyme. Amoppiyte TV U QUGLOAOYIKN TN
Kot vtoAoyiote Kot TaAL TNV péon Tun. O Beticdg opdc eréyyov mpémet vo €xet O.I1. ion tovAdyiotov pe 1,5 popd v
i tov Cut-off. O Adyoc peta&d Apvntikod opov kot Cut-off mpémetl va eivar <= 0.6. H O.I1. tov cut-off npémnetl va
givon >= 0,2 ota 450 nm xou >= 0,16 oto 450/620 nm.

11. EPMHNEIA TON AITIOTEAEEMATON

HOIOTIKA ATIOTEAEXMATA

Av M Ty ™mg amoppoPNong Tov detypatog givor peyaddtepn and to Cut-off to Seiypa mpoxvmrer OgTikd Ady® ™G
mapovoiog tov ewdikov 1gG.

Yroloyicte tov Adyo (Index) peta&d g twng g O.I1. tov vad avdivon deiypotog kor gkeivng tov Cut-off. To
delypa Ba kpibei:

Octixo: dtav o Aoyog glvar > 1.2,
Augipolo: = +20% tov Cut-off.
Apvnriro: 6tov o Adyog eivon < 0.8.

Y epint®on apeiforov amotelécpotog, enavaldpate To T€0T. AV T0 amotéAeopa mapopeivel opeiporo emavorifote
v aponyia.

12. MEPIOPIXMOI XTHN MEGOAO

Opoi mov cuAAEONKav Katd TV ofela pdon g Aoipnméng, dtav eival Tapdvto povo ta aviicopate IgM, propei va
SMOOLVV APVNTIKG OTOTEAEGILOTOL LLE QLTI TNV TEYXVIKT].

H mwun tov IgM avti-Herpes Simplex Virus npéner vo, mpoodiopiotel ypnoporowdvtog to kit Enzywell Herpes
Simplex Virus IgM. EvoAlaxtikd Ba avaivBel Eva dedtepo deiypa mov O éxel culheydei 8-14 nuépeg uetd, yua vo
eEaxpPobel oyxdv avénon tov IgG.

Ye kGOe mepintmon 1o amotélecpo Tov te0T Oa mpémel va. cuvekTunOel pe dAlo dedopéva TPoePXOUEVD. AT GAAAES
SyvVOOTIKEG EpEVVEC.

13. ANAAYTIKH EIAIKOTHTA

Avorobnkav 17 detypata, apvntikd og tpog tov ATAd ‘Epmnta kot mov wepieiyav avticopata 1gG evavtiov tov udv
g Epvbpdc, Tov Epstein Barr, tov Kutrapopeyoroiod kot g [Mapotitidag. H mapovsia avtdv tov aviicopdtov dgv
EMNPEACE TO TEOT 0€ Kapio mepintoon. Asiypata pe vynAn i tov 1gG katd tov HSV 1 pmopet va ennpedoovv to
TEOT.

14. EYAIZOHXIA KAI AIATNQYTIKH EIAIKOTHTA
e évay KAVIKO TEWPOUATIGHO, TOV €YIVE GE VO, VOGOKOWEWNKO €pyaocTthiplo, avaibbnkov 172 detypota. Ta o
detypato avarvdniay kot pe pio dAAn avocoeviuvpikn pébodo tov gumopiov. Ta amoteréopata cuvoyilovtol og €ENG:

AAMM pébodog
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P N
Diesse P 18 14
N 4 136

Awyvootiky gvaictnoio: 81.8% (1C 95%: 61.5-92.7)
Awyvootiky edikota: 90.7% (IC 95%: 84.9-94.4%)

15 . AKPIBEIA

[Tiv. 1 AxpiPeta katd v avédivon

Agtypo M. Ty OIL.. . CV%
HSG1 (n=24) 0.027 9
HSG2 (n=24) 0.561 8
HSG3 (n=24) 1.063 5
Cut Off (n=16) 0.339 6
®.’EXL. (n=16) 1.673 5

ITiv. 2 Axpifeio petac&d ovaivoewv (N=3)

Index 1 2 3 M. Twyn DS CV%
0. Eleyy. 3,08 4,31 4,25 3,9 0,7 18
1 0,32 0,17 0,32 0,3 0,09 33
2 1,65 2,27 2,04 2,0 0,32 16

16. OAHT'OX EINTAYXHY TPOBAHMATOQN

NMPOBAHMA MIGANH AITIA TOY TI NPENEI NA KANETE
ZOAAMATOZX
KukAog avaAuong Aev TTpooTEBNKAV £va N EAéyEre ka1 TAAI TNV OAn diodikaoia.
Adkupog (6Aa apvnTika) | TTEPICCOTEPA AvTIOPACTAPIA 1 EAEyETe unTTwg dev €xel TTpooTeBEl KATTOI0
TTPooTEBNKAV o€ AavBaouévn avTiIdpaaThpIO.
ocipd. EtravaAapare 1o T€OT.
To mhoxidio dev avTidpd EAEYETE TV KWOIKO 0TOV PAKEAO TOU TTAQKIBiOU

(BA. 0dnyieg xpriong onueio 4 trepi
AavBaopévou Kwdikou).

EAEyETe av uTTdpyouv ixvn uypaciag oTo
TTAaKidI0 TToU &ev avTidpd. ( H yéAn TTupiTiag
TIPETTEI VA £XEI XPWMA KITPIVO WX PQ).
EmavaoAdpare 10 T€0T.

KUkAog avdAuong MOAVVGT TOVL VTTOGTPOUATOG Mépte pia véa TTOOOGTNTA UTTOCTPWHATOG
AKUpog (0Aa BeTIKA)

Avenopknic Ekmivon BeBaiwBeite 6,11 N cuokeun EKTTAUCNG
AgiIToupyei owaTd.
XapnAo etmitredo AveTTapKAg avappéenon Twv BeBaiwBeite 6,11 N cuokeun EKTTAUONG
akpipelag KUWEAIBwvY AgiToupyei cwoTd
AavBaagpuévn avappoéenon EAEyETe TN AciToupyia TNG TITTETAG.
Ta avTidpacThpIa TOTTOBETOUVTAI Na atmro@euyeTe TNV {Rpavan Tou TTAakIdiou
ME TTOAU apyd pubuod META TNV €KTTAUCT. [pocBéoTe auéowg Ta
avTIdPACTHPIO
Ymdpxouv uaaAideg aspa Na atmro@eUyeTe TOV OXNKOTIONO QUCAAIdWY
KaTd TV avappoéenon.
H otrmikA diadpoun dev givai EAEyETe av n ewrTelv) TTNYA gival kaBapr).
dlauyAg KaBapioTte ye £va XxapToudvTiAo To TTAOKIOIO
AveTTapkAg AavBaouévog o xpévog N EAéy&re TOV BeppooTdaTn Kal Tov Xpdvo
Bepuokpagia Beppokpacio TG EXMOOONGS ETTWOONG.

AkoAouBnoTe maoTd TIG 0dnyieg Xpriong
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H moc6 o Tov YToeTP®UATOS TOV EAéyETe Tn AeiToupyia TNG TITTETAG
éxel mpootebet, dev glval apke.
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mNirccr

INSTRUCCIONES DE USO

ENZYWELL
HERPES SIMPLEX 2 1gG

91026 (Espafiol)

1. INDICACIONES

KIT INMUNOENZIMATICO PARA LA DETERMINACION CUALITATIVA DE ANTICUERPOS IgG ANTI
HERPES SIMPLEX VIRUS (TIPO 2) EN SUERO HUMANO, COMO UNA AYUDA EN EL DIAGNOSTICO
DEL HERPES SIMPLEX VIRUS.

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

El Herpes simplex virus (HSV) pertenece al grupo de los Herpesviridae del cual se conocen dos tipos: el tipo 1 (HSV-
1) y el tipo 2 (HSV-2), que presentan diferencias antigénicas menores. El HSV-1 causa lesiones principalmente oral-
faciales, mientras que el HSV-2 es principalmente responsable de lesiones genitales, pero esta dinstincion es sélo
aproximada y ambos tipos pueden causar infecciones en ambos sitios anatomicos. HSV puede también causar de una
forma de queratitis ocular y lesiones del sistema nervioso central.

El HSV puede afectar practicamente a toda la poblacion. La infeccidn primaria estd a menudo en una forma subclinica
y se diagnostica raramente. Después de un periodo de latencia de variable duracion, la reactivacién puede ocurrir y la
réplica viral puede o no dar lugar a lesiones clinicas. La infeccion contraida durante el nacimiento es de interés
particular, siendo causa importante de morbosidad y de mortalidad.

Por esta razén es importante determinar el titulo del estado inmunitario de la paciente durante el embarazo y observar la
eventual sueroconversion La titulacién de las 1gG especificas es importante para la definicion del estado serolégico del
paciente.

3. PRINCIPIO DEL METODO

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

El antigeno, constituido por Herpes Virus tipo 2 purificado e inactivo, estd unido a la fase sélida (tiras con 8 pocillos).
Después de la incubacion con suero humano diluido en una solucién con HSV-1 (Sorbent 1), las inmunoglobulinas
especificas se unen al antigeno.

Después de varios lavados para eliminar las proteinas que no han reaccionado, tiene lugar la incubacién con el
conjugado, compuesto de anticuerpos monoclonales humanos igG marcados con peroxidasa.

El conjugado que no se ha unido es eliminado y se afiade el substrato peroxidasa.

El color que se desarrolla es proporcional a la concentracion de anticuerpos especificos presentes en la muestra de
suero.

4. COMPONENTES DEL KIT Y PREPARACION DEL REACTIVO
- Reactivos suficientes para 96 determinaciones.
Poner los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.

MICROPLACA 12x8 pocillos recubiertos de Herpes Simplex Virus Tipo 2

Uso: Abrir el envase de la placa desde el lado opuesto del cédigo (H2, seguido por el nimero de lote); retirar el soporte
y las tiras necesarias; colocar las tiras no utilizadas en la bolsa de plastico con el gel de silice, extraer el aire y cerrar
fuertemente.

CONTROL POSITIVO 1 x 1.6 mL

Contenido: Suero humano diluido, a concentracion conocida de anticuerpos anti- HSV 2 IgG, diluido en tampén fosfato
0.01 mol/L, con BSA al 1% y &zida sddica al 0.09%, liquido, listo para su uso sin dilucién adicional.

Color: el color es proporcional al titulo de los anticuerpos.

ICONTROL CUT-OFF CONTROL CUT-OFF 1 x 2 mL

Suero humano diluido, a concentracion conocida de anticuerpos anti- HSV 2 IgG, diluido en tampdn fosfato 0.01
mol/L, con BSA al 1% y azida sédica al 0.09%, liquido, listo para su uso sin dilucion adicional.

Color: el color es proporcional al titulo de los anticuerpos.
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WASH BUF 10X TAMPON DE LAVADO 10X (PF93603) 1 x 100 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Solucion salina tamponada (PBS), concentrada 10 veces; contiene Brij al 0.5%.

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

CONJ | CONJUGADO 1x16 mL
Contenido: anticuerpos monoclonales anti IgG marcados con peroxidasa, en una solucion fosfato tamponada
conteniendo fenol al 0.05% y Bronidox al. Listo para su uso sin diluciones adicionales.

SORBENT 1] HSVtipol 6 frascos li6filos
Contenido: HSV_1 parcialmente purificado e inactivo in tampon fosfato con lactosa.

Preparacion: reconstituir con el volumen de diluyente indicado en etiqueta, agitando por inversién.

ICONTROL IgG { 1gG CONTROL NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Suero humano diluido en tampon fosfato 0.01 mol/L, con BSA al 1% y azida sodica al 0.09%, liquido, listo
para su uso sin dilucién adicional.

WASH BUF 10X TAMPON DE LAVADO 10X (PF93603) 1 x 100 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Solucién salina tamponada (PBS), concentrada 10 veces; contiene Brij al 0.5%.

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) 1 x 100 mL [INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES

Para la dilucidn de las muestras de suero.

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

SUBS TMBISUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL Listo para su uso |INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL y perdxido de hidrégeno al 0.01% estabilizados en tampén citrato 0.05
mol/L (pH 3,8).

H,SO, 0.3 M| SOLUCION BLOQUEANTE (PF93602) 1x16 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Solucion 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 o0 450/620 nm e 405 nm, con linealidades hasta OD >= 2,000)
- Lavador de Microplacas (no indispensable) para dispensar volumenes de 225-375 pl
- Agua Destilada o desionizada

- Material de laboratorio: cubetas, tubos de ensayo, etc.

- Micropipetas para recoger 10,100,1000 pl de solucion

- Guantes de un solo uso

- Crondmetro

- Solucion de hipoclorito del sodio (5%)

- Envases para la coleccion de materiales potencialmente infecciosos

- Papel absorbente

5. CONSERVACION Y ESTABILIDAD DE LOS REACTIVOS

Los reactivos deben ser conservados a 2/8°C. La fecha de caducidad estd impresa en cada uno de los
componentes y en la etiqueta exterior 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 bolso de pléastico

SUEROS DE CONTROL 5 semanas 2/8°C

CONJUGADO 5 semanas 2/8°C

SORBENT 1 la solucién no se puede conservar y se debe utilizar después de su reconstitucion
SUBSTRATO hasta la caducidad a 2/8°C ; 1 semana a 15/30°C; en ambiente oscuro
DILUYENTE MUESTRAS hasta la caducidad a 2/8°C

Rif. 10 - 09/008 — Inf. Tecn. 91026 — Ed. 04.06.2010



ES 24/41

SOLUCIQN DE LAVADO listo para su uso, 2 semanas 2/8°C 5 dias a 15/30 °C
SOLUCION BLOQUEANTE hasta la caducidad a 2/8°C

6. PRECAUCIONES DE USO

SOLAMENTE PARA USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO.

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 vy de los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-HCV. Dado
que ninguna prueba diagndstica puede ofrecer una completa garantia sobre la ausencia de agentes infecciosos ,
cualquier material de origen humano debe ser considerado potencialmente infeccioso. Todos los materiales de
origen humano deben manipularse segun 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 proteccidn 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) EIl conjugado contiene fenol

c) Elsubstrato es acido

d) Los controles contienen &zida sodica (0.09%) que con plomo y cobre puede formar depésitos
explosivos de metalos 4zidas.

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. EI método preferido es autoclavar durante 1 h a
121°C; los materiales desechables deben ser autoclavados o incinerados.

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

5. Los acidos neutralizados y la otros residuos liquidos se deben disinfectar afiadiendo hipoclorito de sodio en un
volumen suficiente para obtener una concentracion final por lo menos del 1,0%. Se requier una exposicion al
hipoclorito de sodio al 1% durante 30 minutos para garantizar una disinfeccion 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 acido antes de que la
zona sea limpiada . Todos los materiales utilizados para limpiar derrames, incluidos los guantes, se deben desechar
como residuos potencialmente infecciosos . No autoclavar materiales que contengan hipoclorito de sodio.

Precauciones analiticas

1. Poner todos los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (18-30°C) antes de su uso. Inmediatamente
después del uso poner los reactivos a la temperatura de conservacion recomendada. Es importante trabajar a
la temperatura correcta. Compruebe que el termostato no esté por debajo de 35°C & por encima de
39°C..Abrir el envase con las tiras despu*s de por lo menos media hora a temperatura ambiente.

2. No usar los reactivos después de la fecha de caducidad. La contaminaciéon 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 incubacion
recomendados.

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

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

6. Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.

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

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

9. Las titulaciones inmunoenziméticas 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
incubacidn. 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, 0o un incubador. Alternativamente, incubar las placas en un analizador
aprobado. Para mas informacién consultar el manual de usuario del equipo. No utilizar incubadores de COs.

Rif. 10 - 09/008 — Inf. Tecn. 91026 — Ed. 04.06.2010



ES 25/41

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, o
muestras que presentan contaminacién 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 informacién sobre los puntos
siguientes:
- instalacidn y requisitos especificos
- principios operativos, instrucciones, precauciones y riesgos
- especificaciones del fabricante y rendimiento del equipo
- mantenimiento y servicio técnico.

7. TIPO DE MUESTRA Y CONSERVACION

El tipo de muestra es suero recogido hormalmente de sangre venosa y manipulado con las apropiadas precauciones
requeridas en la buena practica de laboratorio. El suero fresco se puede conservar durante 4 dias a 2/8°C. Para
conservaciones mas largas congelar a —20°C. Se puede descongelar un maximo de 3 veces. Las muestras no deben ser
almacenadas en congeladores autodescongelantes. Agitar con cuidado las muestras descongeladas antes de la titulacion.
La inactivacion al calor puede conducir a resultados erréneos. La calidad de la muestra puede ser seriamente afectada
por la contaminacion microbiana que conduce a resultados erréneos.

No utilizar muestras muy lipémicas, ictéricas, hemolizadas 0 contaminadas.

El test no se puede aplicar a plasma humano.

8. PROCEDIMIENTO

Método Manual

- Preparar el namero requerido de tiras.

- Preparar el tampon de lavado diluyendo el Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H0).

- Preparar el Sorbent 1 reconstituyendo el li6filo con el conjugado (volumen indicado en etiqueta) .

Diluir las muestras 1:101 poniendo 10 pL de suero en 1 mL de diluyente. Dejar un pocillo libre para efectuar el blanco,
utilizando s6lo 100 uL de la mezcla substrato.

Dispensar 30 pL de sorbent 2 y 100 pL de cada muestra diluida para cada pocillo (se recomienda efectuar una doble
prueba). Colocar los controles SIN DILUIR en una tira (100 pL para cada pocillo sin el Sorbent 1). El requisito
minimo es de 1 control negativo, 2 cut-off y 1 positivo. Cubrir los pocillos con la cinta protectora e incubar 45 minutos
a 37°C. Lavar 4 veces, dejando la solucién de lavado en el pocillo 30 segundos cada ciclo (300 pL). Afiadir 100 L de
conjugado a cada pocillo e incubar de nuevo 45 minutos a 37°C, cubriendo los pozos con la cinta protectora. Lavar la
placa otra vez 4 veces, como se describi6 anteriormente. Finalmente distribuir el Substrato, 100 uL/pozo.

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

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

9. ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO DEL TEST

PASO 1 Poner 100 uL de controles (positivo, negativo y cut-off) en los pocillos de la tira (sin el SORBENT)
Dispen;ar 30 pL de SORBENT 1y 100 pl de suero diluido en los pocillos de la tira.
Incubar 45 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 pL).

PASO 2 Afadir 100 pL de conjugado a cada pocillo

Incubar 45 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 pL).

PASO 3 Afiadir 100 pL de Substrato a cada pocillo

Incubar 15 min. a T.A.

PASO 4 Afiadir 100 pL de Solucion Bloqueante
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Leer la absorbancia a 450 nm dentro de 30 min

10. VALIDACION DEL TEST

Restar el valor del blanco (<= 0.150) a todas las otras lecturas. Los valores en D.O. del suero de control Cut-off deben
estar dentro del 25% del valor medio si testado en triple prueba. Descartar cualquier valor anormal y recalcular la
media. El valor positivo debe tener D.O. igual por lo menos a 1.5 veces el Cut-off. La relacion entre Control Negativo
y Cut-off debe ser <= 0.6. La D.O. del cut-off debe ser >=0,2 a 450 nm e >= 0,16 a 450/620 nm.

11. INTERPRETACION DEL TEST

RESULTADOS CUALITATIVOS

Si el valor de la absorbancia de la muestra es superior al Cut-off la muestra resulta positiva por la presencia de 1gG
especificas para el antigeno.

Calcular la relacion (INDEX) entre el valor de D.O. de la muestra y lo del Cut-off .

La muestra se considera:

Inmune: si la concentracién es > 1.2.
Dudoso: + 20% del cut-off.
No-inmune: si la concentracion es < 0.8.

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

12. LIMITACIONES

Las muestras recogidas durante la fase aguda de la infeccion, cuando estan presentes solamente los anticuerpos IgM,
podrian resultar negativas con este procedimiento.

El nivel de las IgM anti-Herpes Simplex Virus tendria que ser determinado usando el kit Enzywell Herpes Simplex
Virus IgM. Alternativamente, se analizard una segunda muestra de suero recogida 8-14 dias después para determinar
un eventual incremento del nivel de anticuerpos IgG.

El resultado de test tendria que ser evaluado conjuntamente con otros resultados procedentes de otros procedimientos
de diagnostico.

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA

Se analizaron 17 muestras negativas al Herpes Simplex, conteniendo anticuerpos IgG contra virus como lo de la
Rubella, Epstein Barr, Citomegalovirus, Parotitis. En ningln caso la presencia de estos anticuerpos afectaba el test.
Muestras conteniendo una titulacion evaluada de IgG anti HSV 1 pueden afectar el test.

14. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIAGNOSTICO
En una prueba clinica ejecutada en un laboratorio hospitalario, se analizaron 172 muestras. Las muestras fueron
analizadas con otro método inmunoenzimético comercial; los resultados estan asi resumidos:

Otro método

P N
Diesse P 18 14
N 4 136

Sensibilidad diagnostica: 81.8% (IC al 95%: 61.5-92.7)
Especificidad diagnostica: 90.7% (IC al 95%: 84.9-94.4%)

15. PRECISION

Tab.1 Precisién intra-ensayo

Maestra media D.O. . CV%
HSG1 (n=24) 0.027 9
HSG2 (n=24) 0.561 8
HSG3 (n=24) 1.063 5
Cut Off (n=16) 0.339 6
C. Pos. (n=16) 1.673 5

Tab.2 Precision en series (n=3)
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Index 1 2

C Pos 3,08 4,31
1 0,32 0,17
2 1,65 2,27

3 media DS
4,25 3,9 0,7
0,32 0,3 0,09
2,04 2,0 0,32

CV%
18
33
16

16. GUIA DE RESOLUCION DE PROBLEMAS

PROBLEMA

POSSIBLES FUENTES DE
ERROR

PRUEBA U ACCIONES

Serie no valida (todos negativos)

Uno o mas reactivos no han sido
afladidos o han sido afiadidos en
secuencia erronea .

Controlar de nuevo el procedimiento
Controlar si hay disoluciones que no se
hayan utilizado.

Placa no reactiva

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

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

Serie no vélida (todos positivos)

Contaminacion del sustrato

Recoger una nueva alicuota de sustrato.

Lavado inadecuado

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Escasa precisién

Aspiracion incompleta de los
pocillos

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

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. Afiadir los reactivos
inmediatamente.

Presencia de burbujas

Evitar la formacién 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 temperaturay el
tiempo de incubacidn.

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
HERPES SIMPLEX 2 119G

91026 (Francais)

1. UTILISATION '
METHODE IMMUNOENZYMATIQUE POUR LA DETERMINATION QUALITATIVE DES ANTICORPS
IgG ANTI-HERPES SIMPLEX VIRUS (TYPE 2) DANS LE SERUM HUMAIN.

2. INTERET CLINIQUE

Le virus de I’Herpes Simplex (HSV) fait partie de la famille des Herpesviridiae, dont on connait deux types : le type |
(HSV-1) et le type 1l (HSV-2) que I’on peut distinguer par quelques différences antigéniques mineures. L’HSV-1 est
responsable surtout des Iésions orales et faciales, alors que I’HSV-2 provoque les Iésions génitales, mais cette
distinction est seulement approximative et chaque type peut provoquer ’infection des deux localisations. De plus,
I'HSV peut provoquer une forme de kératite oculaire et les Iésions du systéme nerveux central. L’HSV peut frapper
virtuellement toute la population. L’infection primaire est souvent présente sous une forme sub-clinique et elle est
rarement diagnostiquée. Aprés une période de latence ayant une durée variable, des phénomeénes de réactivation se
produisent avec la réplication virale, parfois associée a des Iésions cliniques. L’infection contractée a la naissance est
responsable d’une morbidité et d’une mortalité significatives.

L’évaluation de 1’état immunitaire de la femme pendant la grossesse peut étre importante afin de détecter une
éventuelle séroconversion. Le titrage des IgM spécifiques est important pour le diagnostic de I’infection néonatale et de
I’encéphalite provoquée par I’HSV. La présence des IgG spécifiques est importante pour établir 1’état sérologique du
patient.

3. PRINCIPE

Le test pour le dosage des IgG anti-HSV est basé sur le principe ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).
L’antigéne, constitué par I’Herpes Virus type 2, purifié et inactif, est lié & la phase solide (puits du strip 1x8). Pendant
I’incubation avec le sérum humain dilué dans une solution contenant ’HSV-1 (Absorbant 1), les immunoglobulines
spécifiques se lient a I’antigéne. Aprés des lavages permettant d'éliminer les protéines qui ne se sont pas liées, on
effectue I’incubation avec le conjugué se constituant d’anticorps monoclonaux anti-lgG humaines marqués a la
peroxydase.

Le conjugué qui ne s’est pas 1ié est éliminé et I'on ajoute le substrat. La couleur qui apparait dépend de la concentration
en anticorps spécifiques dans le sérum examine.

4. CONTENU DU KIT ET PREPARATION DES REACTIFS
- Le kit permet de réaliser 96 réactions.

- Porter les réactifs a température ambiante avant I'utilisation.

MT PLATE] MICROPLAQUE 12 x 8 puits sensibilisés avec I’Herpes Simplex Virus type 2
Utilisation : Découper le sachet du c6té opposé au code (H2, suivi par le numéro du lot) qui sert a son identification,

sortir le support et les barrettes nécessaires du papier d’emballage et placer les barrettes non utilisées dans le sachet en
plastique avec le gel de silice. Chasser 1’air du sachet et le fermer en exergant une pression sur la fermeture.

CONTROLE POSITIF 1 x 1.6 mL

Composition : ~ Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgG anti-HSV-2, dans un tampon
phosphate a 0.01 mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est
prét a ’emploi sans autre dilution.

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

ICONTROL CUT-OFF CONTROLE SEUIL 1x2 mL

Composition :  Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgG anti-HSV-2, dans un tampon
phosphate a 0.01 mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est
prét a ’emploi sans autre dilution.

Couleur : la couleur des sérums de contrdle dépend de la concentration en anticorps.
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CONJ|CONJUGUE 1x 16 mL

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

Préparation : Prét a ’emploi.

SORBENT 1] HSV type 1 lyophilisé, x 6 flacons
Composition : HSV-1 purifié et inactivé en solution phosphate contenant du lactose.
Préparation : Reconstituer avec le volume de conjugué indiqué sur 1’étiquette et agiter en renversant.

ICONTROL IgG -| CONTROLE NEGATIF IgG (PF93910) 1 x 1.6 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Sérum humain dilué dans un tampon phosphate & 0.01 mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de
sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est prét a I’emploi sans autre dilution.

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

H2S04 0.3 M SOLUTION D’ARRET (PF93602) 1 x 16 mL [LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition : H2SO4 (4 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 nm ou 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 1’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

CONTROLES 5 semaines & 2/8 °C

CONJUGUE 5 semaines a 2/8 °C

SORBENT 1 la solution ne peut pas étre conservée et il faut I"utiliser dans la journée
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 ’emploi 2 semaines a 2/8 °C, 5 jours & 15/30 °C

SOLUTION D’ARRET jusqu’a péremption a 2/8 °C
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. 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 approuvées par la FDA, ils doivent cependant étre maniés comme étant des produits
potentiellement infectieux.

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

PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS POUR LA SECURITE PERSONNELLE

1.

2.

Ne pas pipeter avec la bouche. Porter des gants a jeter et des protections pour les yeux quand on manie des
échantillons et pendant le test. Se laver soigneusement les mains une fois que le test est terminé.

Les réactifs suivants contiennent de faibles concentrations de substances nocives ou irritantes :

a) Le tampon de lavage contient des détergents

b) Le conjugué et les contrbles contiennent du phénol

c) Le substrat est acide.

d) Les controles contiennent de I’azide de sodium (0.09 %). 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 I’emploi, de préférence en autoclave
pendant 1 h & 121 °C. Les matériaux a jeter doivent étre mis en autoclave ou incinérés.

L’acide sulfurique contenu dans la solution d’arrét et I’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 & grande eau.

Les matériaux liquides & 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

Porter tous les réactifs et les échantillons & la température ambiante (18-30 °C) avant I’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. Ouvrir le sachet contenant les barrettes aprés l'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, 8 moins
qu’il ne soit précisé que le réactif est interchangeable parmi différents lots. Les temps d’incubation ne
doivent pas &tre 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 lumiere, ni aux vapeurs d’hypochlorure pendant leur conservation ou
pendant les phases d’incubation.

Eviter le dessechement des puits pendant le test.

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

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

10.  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.

11.  Des échantillons fortement hémolysés, du sérum non complétement coagulé ou des échantillons présentant

une contamination microbienne peuvent entrainer des résultats erronés.
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12.  L’utilisation du kit avec des instruments automatiques doit étre validée par ’utilisateur.
13.  Lire attentivement les modes d'emploi des instruments utilisés ; en particulier, il faut préter attention :
- a l'installation et aux avertissements spécifiques
- au principe opérationnel, aux instructions, précautions, risques
- aux spécifications du producteur et aux performances de 1’instrument
- a la maintenance et a I'assistance technique

7. TYPE D’ECHANTILLON ET CONSERVATION

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

Les sérums frais peuvent étre utilisés encore au bout de 4 jours a +2...4+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 d'étre
utilisés.

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
Préparation :
- 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).
- Préparation de I’Absorbant 1 : reconstituer le lyophilisé avec du diluant (volume indiqué sur 1’étiquette).

Exécution

Diluer les échantillons 1 :101 en versant 10ul de sérum dans 1 ml de diluant. Utiliser un puits pour effectuer le blanc,
en ajoutant seulement 100 pl de substrat par puits.

Distribuer 30 pl d’Absorbant 1 et 100 ul de chaque échantillon dilué dans les puits (il est conseillé d’effectuer I’analyse
en double).

Mettre les controles NON dilués dans une barrette (100 pl/puits) SANS [I’Absorbant 1. Le numéro minimum
indispensable est 1 négatif et positif et 2 cut-off. Couvrir les puits avec la feuille de protection.

Incuber pendant 45 minutes a 37 °C. Laver pendant 30 secondes (300 uL), répéter la phase de lavage 4 fois. Ajouter
100 plI du conjugué dans chaque puits.

Couvrir les puits avec la feuille de protection. Incuber pendant 45 minutes a 37 °C. Laver la plaque encore 4 fois
comme cela est mentionné précédemment. Distribuer le substrat (100 pl / puits). Incuber 15 minutes a température
ambiante. Ajouter 100 pl de solution d’arrét.

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

9. SCHEMA D’ANALYSE

le ETAPE Mettre 100 pl des contrdles dans les puits de la barrette (sans ’absorbant 1)
Mettre 30 ul d’absorbant 1 et 100 pl des échantillons dilués dans les puits
Incuber pendant 45 minutes a 37 °C.
Laver 4 fois pendant 30 secondes (300 pl)

2e ETAPE Ajouter 100 pl de conjugué dans chaque puits.
Incuber pendant 45 minutes a 37 °C.
Laver pendant 30 seconde a 4 reprises (300 pL)

3e ETAPE Mettre 100 pl de substrat dans les puits.
Incuber pendant 15 minutes a la température ambiante.

4e ETAPE Ajouter la solution d’arrét, 100 pl dans chaque puits
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Lire la densité optique a 450 nm dans les 30 minutes.

10. VALIDATION DU TEST - CONTROLE QUALITE

Lire les absorptions a 450 nm et en déduire la valeur de la D.O du blanc (<= 0.150).

Calculer les valeurs du contrle seuil. Aucune valeur ne doit s’écarter de plus + 25 % de la valeur moyenne, sinon
éliminer la valeur aberrante. Recalculer la moyenne.

Le controle positif doit avoir une D.O 1,5 fois supérieure a celle du sérum seuil.

Le rapport des D.O du contréle négatif et du sérum seuil doit étre <=0,6. La D.O. du contrble seuil doit étre >= 0.2 a
450 nm et >=0.16 a 450/620 nm.

11, INTERPRETATION DES RESULTATS

Résultats qualitatifs

Si la valeur de I’O.D. du sérum est supérieure au sérum seuil, I’échantillon est positif en présence d'lgG spécifiques
contre ’'HSV1.

Calculer le rapport (Indice) entre la valeur d’absorption de I’échantillon et celle du seuil (Index).

L’échantillon est considéré comme étant :

Positif : si le rapport est > 1.2
Incertain: si le rapport est compris 0.8 et 1.2
Négatif : si le rapport est > 0,8

Si le résultat est incertain, refaire le test. Si le résultat est de nouveau incertain, réaliser de nouveaux
prélévements d’échantillons de sang.

12. LIMITES DE LA METHODE

Un sérum obtenu pendant la phase aigué de I’infection, quand seulement les anticorps IgM sont présents, peut étre
négatif avec cette méthode. Le niveau des IgM anti-Herpes Simplex Virus doit étre déterminé en utilisant le kit
Enzywell HSV IgM. Autrement, un deuxieme échantillon prélevé 8-14 jours plus tard, devrait étre controlé en paralléle
pour déterminer un incrément des anticorps 1gG. Les résultats obtenus servent seulement en tant que support pour le
diagnostic et ils doivent étre interprétés avec d'autres observations.

13. SPECIFICITE ANALYTIQUE

Nous avons testé 17 échantillons négatifs a I’Herpes simplex, contenant des anticorps IgG contre Rubella, Epstein Barr,
Cytomegalovirus, Parotidite. Le test n'a révélé aucune interférence. La présence d’un haut titre d’anticorps IgG anti-
HSV 1 peut provoquer une interférence.

14. SENSIBILITE ET SPECIFICITE DIAGNOSTIQUES

172 échantillons ont été analysés lors d'une expérimentation clinique effectuée dans un laboratoire hospitalier. Les
résultats ont été comparés avec ceux d'une autre méthode immunoenzymatique . Les résultats sont reportés dans le
tableau.

Autre méthode

P N
Diesse P 18 14
N 4 136

Sensibilité diagnostique: 81.8 % (ICa95 % : 61.5—92.7 %)
Spécificité diagnostique : 90.7 % (IC a 95 % : 84.9 — 94.4 %)

15. PRECISION

Tableau 1 Précision dans la série

Echantillon moyenne D.O. . CV%
HSG1 (n=24) 0.027 9
HSG2 (n=24) 0.561 8
HSG3 (n=24) 1.063 5
Cut Off (n=16) 0.339 6
C. Pos. (n=16) 1.673 5
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Index 1

C Pos 3,08
1 0,32
2 1,65

2
4,31
0,17
2,27

3 media DS
4,25 3,9 0,7
0,32 0,3 0,09
2,04 2,0 0,32

CV%
18
33
16

16. RESOLUTION DES PROBLEMES

PROBLEME

CAUSES POSSIBLES

ACTION/CONTROLE

Session non valable (tous
négatifs)

Absence d’un ou de plusieurs réactifs,
ou ajout des réactifs en ordre erroné

Contrdler le processus.
Controéler s’il y a une solution inutilisée. Refaire
le test.

Plague non réactive

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

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

Session non valable (tous
positifs)

Contamination du substrat

Prélever une nouvelle quantité de substrat.

Lavage insuffisant

S’assurer que le laveur fonctionne correctement.

Précision insuffisante

Lavage incomplet des puits

S’assurer que le laveur fonctionne correctement.

Aspiration insuffisante des puits

S’assurer que le laveur fonctionne correctement.

Erreur de pipetage

S’assurer que la pipette fonctionne correctement

Ajout des réactifs trop long

Eviter le dessechement de la plaque apreés 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

Contrbdler 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
plague

Contrdler le fonctionnement de la pipette.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

ENZYWELL
HERPES SIMPLEX 2 1gG

91026 (Portugués)

1. UTILIZACAO PRETENDIDA

KIT MONO-ENZIMATICO PARA DETERMINACAO QUALITATIVA DE ANTICORPOS DE CLASSE IgG
DE HERPES SIMPLEX VIRUS (TIPO 2) NO SORO HUMANO, COMO UMA AJUDA NO DIAGNOSTICO
DE HERPES SIMPLEX VIiRUS.

2. SUMARIO E EXPLICACAO DO TESTE

O virus de Herpes simplex (HSV) é um membro da familia Herpesviridae, onde se conhecem dois tipos: tipo 1 (HSV-
1) e tipo 2 (HSV-2) que apresentam diferengas antigénicas ligeiras. O HSV-1 provoca lesdes orais e faciais, enquanto
que 0 HSV-2 é sobretudo responsavel por lesdes genitais, mas a distingdo ndo é estrita, com ambos os tipos a
provocarem infeccfes noutros locais anatdmicos. O HSV também pode provocar uma forma de queratite ocular, e
lesBes no sistema nervoso central.

O HSV pode afectar praticamente toda a populagdo. A infeccdo primaria é frequentemente de forma subclinica e é
raramente diagnosticada. Apdés um periodo de incubacéo de duracéo varidvel, a reactivacdo pode ocorrer e a replicacdo
pode levar ou ndo a lesBes clinicas. A infecgdo contraida durante o parto é de interesse particular, sendo uma causa
importante de morbilidade e mortalidade.

E por isso importante determinar o estado imunitario das mulheres durante a gravidez para detectar a seroconversio. O
ensaio de 1gG especifico é importante para definir o estado soroldgico do paciente.

3. PRINCIPIO DO TESTE

O teste € baseado na técnica ELISA (Ensaio de imuno-absorgo enzimatica).

O antigénio, composto de Virus de Herpes de tipo 2 purificados e inactivados, liga-se a fase sélida (barras de oito
po¢os). As imunoglobulinas séo ligadas ao antigénio por incubagédo com soro humano diluido numa solugéo contendo
HSV-1 (Sorbent 1).

Apos as lavagens para eliminar as proteinas que ndo reagiram, a incubacéo € efectuada com conjugado, composto de
anticorpos IgG humanos monoclonais marcados com peroxidase.

O conjugado desligado é eliminado, e o substrato de peroxidase é adicionado.

A cor que se desenvolve é proporcional a concentracdo de anticorpos especificos presentes na amostra de soro.

4. CONTEUDO DO KIT E PREPARACAO DO REAGENTE
- Os reagentes sdo suficientes para 96 determinacdes.
- Ponha & temperatura ambiente antes da utilizag&o.

MICROPLACA. 12x8 pogos cobertos com virus de Herpes simplex (Tipo 2).

Utilizacdo: Abra a embalagem no lado oposto do cddigo (H2 mais o ndmero do lote), que é Util para fins de
identificacdo; retire o suporte e as tiras necessarias. Recolocar as outras ndo utilizadas no saco de polietileno com o gel
de silica esvaziar o ar e fechar o pacote premindo o fecho.

CONTROLO POSITIVO 1 x 1.6 mL

Contelido: Soro humano que contém anticorpos IgG anti-HSV (Tipo 2), diluido em tampédo de fosfato 0.01 mol/L
contendo BSA 1% e Azida de Sédio 0.09%. Liquido, pronto a usar.

Cor: a cor dos calibradores é proporcional ao grau relativo de anticorpos.

ICONTROL CUT-OFF| CONTROLO CUT-OFF 1 x2 mL

Contetdo: Soro humano que contém anticorpos 1gG anti-HSV (Tipo 2), diluido em tampéo de fosfato 0.01 mol/L
contendo BSA 1% e Azida de Sédio 0.09%. Liquido, pronto a usar.

Cor: a cor dos calibradores é proporcional ao grau relativo de anticorpos.
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CONJ| CONJUGADO 1 x 16 mL
Contetdo: anticorpos monoclonais anti-lgG humanas marcados com peroxidase, numa solucdo tampao de fosfato
contendo fenol 0.05% e Bronidox 0.02%. Liquido, pronto a usar.

SORBENT 1| HSV (Tipo 1) P6 seco-congelado x 6 frascos
Contetido: HSV-1 purificados e inactivados numa tampé&o fosfatado e lactose.
Preparacdo: reconstitua com volume diluente mostrado na etiqueta, misturando por inversao.

ICONTROL 1gG -| 1gG CONTROLO NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Contetdo: Soro humano em tampé&o de fosfato 0.01 mol/L contendo BSA 1% e Azida de Sodio 0.09%. Liquido, pronto
a usar.

WASH BUF 10x| TAMPAO DE LAVAGEM 10X (PF93603) 1 x 100 mL [INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Contetido: Solucéo salina tamponada (PBS), concentrada 10 vezes, que contém Brij 0.5%.

Preparacdo: Diluir o volume requerido 1:10 com &gua destilada para obtencdo do tampdo de lavagem pronto a ser
usado. Se houver cristais, devem ser dissolvidos a 37°C antes da diluicéo.

SAMP DIL 2| DILUENTE 2 (PF93611) 1x100 mL [INTERMUTAVEL ENTRE LOTES

Para diluicdo de amostras de soro

Contetdo: Solucdo proteica em tampédo fosfatado com Azida de Sodio 0.09% adicionado de metil-orange como
corante.

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x 12 mL Prontos a usar INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Pronto a usar.
Contetdo: Tetrametilbenzidina a 0.26 mg/mL e H,0, 0.01% estabilizado num tamp&o de citrato a 0.05 mol/L (pH 3.8).

H2S04 0.3 M| SOLUGAO DE PARAGEM (PF93602) 1x16 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
H2S04 0.3 mol/L, em solugdo pronta a ser usada.

PELICULAS ADESIVAS (2)
SACO DE POLIETILENO (1)

MATERIAIS NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS
e Incubadora37°C
Leitor de microplacas (comprimento de onda 450 ou 450/620 nm, com uma linearidade até DO > 2000)
Lavagem de microplacas (preferivel) capaz de fornecer volumes entre 225-375 pl
Agua destilada ou desionizada
Recipientes de vidro normais para laboratorio: cilindros, tubos de teste etc.
Micropipetas para colheita adequada de solucéo 10, 100, 1000 pl
Luvas descartaveis
Temporizador
Solucéo de hipoclorito de sodio (5%)
Recipientes para colheita de materiais potencialmente infecciosos
Lenco absorvente

5. ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DE REAGENTES
Os reagentes devem ser mantidos a 2/8°C.
A data de validade esta impressa em cada componente e na etiqueta da embalagem.

Os reagentes tém uma estabilidade limitada apds abertura e/ou preparacao

REAGENTE CONDICOES

MICROPLACA 5 semanas a 2/8°C, saco de polietileno

SOROS DE CONTROLO 5 semanas a 2/8°C

CONJUGADO 5 semanas a 2/8°C

SORBENT 1 a solucdo ndo é estavel e deve ser usada logo ap0s a reconstituigdo
SUBSTRATO até a data de validade a 2/8°C; 1 semana a 15-30°C; guarde ao abrigo da luz
DILUENTE DE AMOSTRAS até a data de validade a 2/8°C

TAMPAO DE LAVAGEM (pronto a ser usado) 2 semanas a 2/8°C, 5 dias a 15/30°C.

SOLUCAO DE PARAGEM até a data de validade a 2/8°C
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PRECAUCOES

PARA DIAGNOSTICO IN VITRO APENAS.

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

Eliminacdo de residuos: as amostras de soro e o0s reagentes utilizados devem ser tratados como residuos
infectados e, portanto, devem ser eliminados de acordo com as disposi¢des de lei em vigor.

Informacéo de salde e seguranca

1.

2.

Ndo utilize a boca na pipetagem. Utilize luvas descartaveis e protecgdo para os olhos quando manusear amostras
e executar o ensaio. Lave as méos meticulosamente quando tiver acabado.
Os seguintes reagentes contém baixas concentracdes de substancias nocivas ou irritantes.

a) O tampao para enxaguar contém detergentes

b) O conjugado contém fenol

c) O substracto é acido

d) Os controlos contém Azida de Sédio a 0.09% que pode reagir com chumbo e cobre nos canos e formar

depdsitos altamente explosivos de azidas metalicas.

Se algum dos reagentes entrar em contacto com a pele ou olhos, lave a area profusamente com agua.
Aparelhos ndo descartaveis devem ser esterilizados ap6s a utilizagdo. O método preferido é a autoclave para 1
hora a 121°C; os descartaveis devem ser colocados em autoclave ou incinerados.
O 4cido sulfurico necesséario para a solucdo de paragem e acido hidrocldrico usado na lavagem de recipientes de
vidros sdo corrosivos e devem ser manuseados com atencdo apropriada. Se algum dos reagentes entrar em
contacto com a pele ou olhos, lave a area profusamente com agua.
Acidos neutralizados e outros liquidos dispensaveis devem ser descontaminados juntando um volume suficiente
de hipoclorito de sodio para obter uma concentracéo final de pelo menos 1%. Uma exposicéo de 30 minutos a
hipoclorito de sédio a 1% pode ser necessaria para assegurar uma descontaminacgdo efectiva.
Salpicos de materiais potencialmente infecciosos devem ser removidos imediatamente com lenco de papel
absorvente e a area contaminada esfregada com hipoclorito de sodio a 1%, por exemplo, antes de o trabalho
continuar. O hipoclorito de s6dio ndo deve ser usado com salpicos que contenham &cidos, excepto se a area
salpicada for primeiro seca. Os materiais usados para limpar salpicos, incluindo as luvas, devem ser descartados
como lixo biolégico potencialmente perigoso. N&o coloque em autoclave materiais que contenham hipoclorito
de sodio.

Precaucdes analiticas

1.

Aguarde que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (18-30°C) antes da utilizagdo. Reponha
imediatamente os reagentes a temperatura recomendada para armazenamento apds utilizacdo. E importante
trabalhar a temperatura correta para a incubacdo das tiras. Certificar-se de que o termdstato nao fique
abaixo de 35°C nem acima de 39°C.

Abra o envelope que contém as tiras apds cerca de 30 minutos a temperatura ambiente, no minimo.

N&o utilize reagentes além da data de validade anunciada. Contaminagdo microbioldgica de reagentes deve ser
evitada, dado que podera reduzir a duragdo do produto e provocar resultados errados.

N&o modifique o procedimento de teste ou substitua reagentes por outros de outros fabricantes ou outros lotes de
reagente a menos que sejam estipulados como intermutdveis. N&o reduza nenhum dos tempos recomendados
para incubacéo.

Qualquer recipiente de vidro a ser usado com os reagentes deve ser lavado profusamente com &cido hidroclérico
2M e depois enxaguado com agua destilada ou 4gua desionizada.

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

N&o deixe que 0s po¢os sequem durante o procedimento de ensaio.

Deve-se ter cuidado para ndo haver contaminagio cruzada entre reagentes. E importante que as pipetas sejam
dedicadas a uso exclusivo com os varios reagentes.

Deve ser tomado cuidado para evitar tocar ou salpicar a borda do pogo com o conjugado. Nao “assopre” as
microplacas.

Os ensaios de imuno-enzimas podem exibir ocasionalmente um "efeito de margem" que deve ser minimizado
aumentando a humidade durante os passos de incubacdo. As placas devem ser cobertas com as suas tampas e
incubadas a 37°C tanto num banho de agua com suporte flutuante ou para rack para suportar as placas se for
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necessario, ou num incubador. Alternativamente, as placas podem ser incubadas num analizador aprovado. Veja
o manual de instrucBes apropriado para mais detalhes. Os incubadores de CO; ndo devem ser utilizados.
10. Assegure-se que a parte inferior da placa esta limpa e seca, e que nenhumas bolhas estdo presentes na superficie
do liquido antes de a ler.
11. A utilizacdo de amostras altamente hemolizadas, soros incompletamente coagulados, ou amostras com
contaminac¢do microbiana pode dar resultados erréneos.
12. Uso do kit com instrumentos automaticos deve ser validado por o usuério.
13. Para cada instrumento utilizado, leia 0 manual de instrucdes do fabricante cuidadosamente para obter
informacdo adicional sobre os seguintes pontos:
- instalacdo e requisitos particulares
- principios de operacéo, instrugdes, precaugdes € riscos
- especificacbes do fabricante e desempenho dos instrumentos
- manutencéo e reparagéo

7. TIPO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

O tipo de amostra € representado por soro, obtido de sangue recolhido das veias e manuseado de acordo com os
procedimentos standard de laboratério. O soro fresco pode ser guardado durante 4 dias a 2/8°C, ou congelado por
periodos mais longos a —20°C, e pode ser descongelado um maximo de trés vezes. Evite a utilizacdo de congeladores
autodescongelaveis para armazenamento de amostras. Amostras descongeladas devem ser cuidadosamente batidas
antes de efectuar o teste. Inactivacdo de calor pode levar a resultados errdneos. A qualidade da amostra pode ser
seriamente afectada por contaminacgdo microbiana que leve a resultados erréneos.

Amostras fortemente lipémicas, ictéricas ou contaminadas devem ser evitadas.

O teste ndo pode ser executado em plasma humano.

8. PROCEDIMENTO DE TESTE
Técnica manual

- Prepare a quantidade necesséria de tiras
- Prepare o tampao de lavagem diluindo o tampé&o de lavagem 10x (100 mL + 900 mL H-0).
- Prepare o Sorbent 1 reconstituindo o produto seco com o diluente (volume relatado na etiqueta).

Amostras diluidas 1:101 distribuindo 10 pL de soro em 1mL de diluente. Deixe um pogo para o branco, executando
com a utilizagéo de 100 pL de mistura de substrato.

Coloque 30 pL de Sorbent 1 e 100 pL de cada amostra diluida por pogo (testes duplicados sdo recomendados). Coloque
controles (NAO DILUIDOS) numa tira (100 pL em cada pogo sem o Sorbent 1). O requisito minimo é 1 controlo
negativo, 2 de Cut-Off e 1 positivo.

Os pogos sao cobertos com filme protector e incubados durante 45 minutos a 37°C. Depois de lavar 4 vezes durante 30
segundos (300 pl), junte 100 pL de conjugado a cada pogo e deixe incubar mais uma vez durante 45 minutos a 37°C,
cobrindo os pogos com filme protector. A placa é lavada mais 4 vezes, como estd descrito acima. Finalmente, o
substracto é distribuido (100 pL/pogo). Apds 15 minutos & temperatura ambiente, a reac¢do enzimatica é parada com
100 pL de solucéo de paragem. A adsorbancia (D.O.) é lida a 450 nm ou 450/620 nm dentro de 30 min.

9. ESQUEMA DE PROCEDIMENTO DE TESTE

PASSO 1 Coloque 100 pL de controles (positivo, negativo e Cut-Off) nos pocos das tiras (sem SORBENT)

Coloque 30 pL de SORBENT 1 e 100 pL de amostra diluida nos pocgos das tiras

Incube durante 45 minutos a 37°C
Lave 4 vezes (300 pL)

PASSO 2 Junte 100 L de conjugado a cada pogo

Incube durante 45 minutos a 37°C
Lave 4 vezes (300 pL)

PASSO 3  Junte 100 pL de substracto a cada pogo

Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente
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PASSO 4  Adicione 100 pL de solugéo de paragem.

Leia a adsor¢do a 450 nm dentro de 30 min.

10. VALIDACAA DO TESTE

Subtraia o valor do nulo (< 0.150) de todas as outras leituras. Os valores D.O. do soro de controlo Cut-Off quando
forem testados em triplicado devem estar dentro do valor médio de 25%. Ignore qualquer valor anormal e recalcule o
médio. O controlo positivo deve ter uma D.O. de pelo menos 1.5 vezes a do soro de Cut-Off. A relacdo entre Controlo
Negativo e Cut-Off deve ser <0.6. O valor de D.O. do directo deve ser > 0.2 a 450 nm e > 0.16 a 450/620 nm.

11. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

RESULTADOS QUALITATIVOS

Se a adsorcdo da amostra for maior que a de Cut-Off, a amostra é positiva para a presenca de 1gG especifico.
Calcule a relago entre o valor DO da amostra e a do valor de Cut-Off (INDICE). A amostra é considerada:

Positiva: se a relagdo for > 1.2.
Duvidosa: = 20% do valor de Cut-Off.
Negativa: se a relacdo for < 0.8.

Se o resultado for duvidoso, repita o teste. Se permanecer duvidoso, recolha uma nova amostra de soro.

12. LIMITACOES DO PROCEDIMENTO

Uma amostra de soro obtida durante a fase aguda de infeccdo, quando apenas anticorpos IgM estdo presentes, pode
revelar-se negativa por este procedimento.

O nivel de virus de Herpes simplex IgM deve ser determinado usando o kit Enzywell Herpes simplex IgM. Como
alternativa, uma segunda amostra de soro obtida 8-14 dias mais tarde, para determinar um aumento de nivel de
anticorpos IgG.

O resultado de teste deve ser usado em conjuncdo com a informacdo disponivel na avaliagdo de outros procedimentos
de diagnostico.

13. ESPECIFICIDADE ANALITICA

17 amostras foram testadas e foram negativas para Herpes Simplex, contendo anticorpos 1gG contra a Rubeola, Epstein
Barr, Citomegalovirus e Papeira. A presenga destes anticorpos ndo causam qualquer interferéncia no teste. Amostras
que contenhas tiutlos altos de anti-HSV 1 podem causar interferéncias.

14. ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DO DIAGNOSTICO
Numa experimentacéo foram analisadas 172 amostras com um outro kit do mercado.
De seguida, os dados da experimentac&o:

Outro kit
P N
Diesse P 18 14
N 4 136
Sensibilidade diagndstica: 81.8% (Clgsw: 61.5-92.7%)
Especificidade diagnostica: 90.7% (Clgsw: 84.9-94.4%)

15. PRECISAO

Tab. 1 Precisdo no teste

Amostra Média D.O. . CV%
HSG1 (n=24) 0.027 9
HSG2 (n=24) 0.561 8
HSG3 (n=24) 1.063 5
Cut Off (n=16) 0.339 6
C. Pos. (n=16) 1.673 5
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Amostra Amostra/Cut-Off Média | S.D. | CV%
C. Pos. 3.08 4.31 4.25 3.9 0.7 18
1 0.32 0.17 0.32 0.3 0.09 33
2 1.65 2.27 2.04 2.0 0.32 16
16. RESOLUCAO DE PROBLEMAS
PROBLEMA POSSIVEIS CAUSAS TESTE OU ACCAO
Passagem invalida (todos | Um ou mais reagentes ndo foram | Verifique o procedimento
negativos) adicionados ou estdo na sequéncia | Verifique se existem solugdes ndo usadas.
incorrecta Repita o teste
Placa ndo reactiva Verifique o c6digo na embalagem que
contém a placa (ver o codigo correcto no
anexo da embalagem).
Verifique a existéncia de humidade na placa
ndo utilizada. (O dissecante de gel de silica
deve estar amarelo palido). Repita o teste
Passagem invélida (todos | Contaminag&o do substrato Obtenha nova aliquota de substracto.
positivos)

Lavagem inadequada

Assegure-se que o aparelho de lavagem
funciona bem

Pouca precisdo

Lavagem incompleta dos pocos

Assegure-se que o aparelho de lavagem
funciona bem

Aspiracdo inadequada de pogos

Assegure-se que o aparelho de lavagem
funciona bem

Erro de pipetagem

Verifique a funcdo de pipetagem

A adicdo de reagente € muito lenta

Evite a secagem da placa apds o passo de
lavagem.
Adicione os reagentes imediatamente

Presenca de bolhas

Evite bolhas de ar durante a pipetagem.

A passagem éptica ndo esta limpa

Verifique se o instrumento luminoso e o
detector tém sujidade. Limpe a parte inferior
da placa com um pano suave.

Desenvolvimento inadequado de
cor.

Tempos ou temperatura de

incubacéo inadequados

Verifiqgue o controlo de temperatura e a
monitorizacdo do tempo.

Observe as instrucbes recomendadas de
utilizacéo.

Volume inadequado do substracto
adicionado a placa

Verifique a fungdo de pipetagem
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EN | Date of manufacture FR | Date de fabrication
[ﬁl ES | Fecha de fabricacién GR | Huepopnvia Mapaywyng
IT Data di fabbricazione PT | Data de fabrico
EN | Use By FR | Utiliser jusque
E ES | Fecha de caducidad GR | Huepopnvia Anéng
IT Utilizzare entro PT | Prazo de validade
Caution,consult accompanying Attention voir notice d'instructions
EN ! FR . A .
ES documents GR ijosléon0|ncn, oupBouAeuTEiTE TO CUVODG
T Atencién,ver instrucciones de uso PT EVTUTTQ ) ;
Attenzione, vedere le istruzioni per l'uso Atencéo, consulte a documentagao incluida
EN | Manufacturer FR | Fabricant
u ES | Fabricante GR | KataokeuaoTng
IT | Fabbricante PT | Fabricante
EN | Contains sufficient for <n> tests FR | Contenu suffisant pour "n"tests
ES | Contenido suficiente para <n> ensayos GR | MNepiexdUevo ETTAPKES VIa «V» ECETATEIG
IT | Contenuto sufficiente per "n" saggi PT | Conteldo suficiente para “n” ensaios
EN | Temperature limitation FR | Limites de température
ES | Limite de temperatura GR | lMepiopiopoi Bepuokpaaiag
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 | ZupPBouAeureite TIG 0dnyieg xprAong
IT Consultare le istruzioni per l'uso PT | Consulte as instrugfes de utilizacao
(‘)\ EN | Biological risks FR | Risques biologiques
T, ES | Riesgo biologico GR | BioAoyikoi kivduvol
*-"A-’-' IT | Rischio biologico PT | Risco bioldgico
EN | Catalogue number FR | Référence du catalogue
REF ES | Numero de catalogo GR | ApiBudg kaTaAdyou
IT | Numero di catalogo PT | Referéncia de catalogo
EN | In Vitro Diagnostic Medical Device FR | Dispositif médical de diagnostic in vitro
ES | Producto sanitario para diagnostico in vitro | GR | In Vitro AiayvwaoTIko latpoTexvoAoyikd TTpoidv
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 | ApiBuog Maptidag
IT | Codice del lotto PT | Cddigo do lote
EN | Date of manufacture FR | Date de fabrication
rviﬁll ES | Fecha de fabricacion GR | Huepopnvia Mapaywyng
IT | Data di fabbricazione PT | Data de fabrico
EN | Use By FR | Utiliser jusque
g ES | Fecha de caducidad GR | Huepounvia AdEng
IT | Utilizzare entro PT | Prazo de validade
Caution,consult accompanying Attention voir notice d'instructions
EN ! FR . . .
ES documents GR I,'Iposléonomon, OUMBOUAEUTEITE TO CUVODG
IT Atencion,ver instrucciones de uso pT | éviuma o )
Attenzione, vedere le istruzioni per I'uso Atencédo, consulte a documentagéo incluida
EN | Manufacturer FR | Fabricant
“ ES | Fabricante GR | KataokeuaoTrg
IT Fabbricante PT | Fabricante
EN | Contains sufficient for <n> tests FR | Contenu suffisant pour "n"tests
ES | Contenido suficiente para <n> ensayos GR | MepiexOUEVO ETTOPKEG YIA «V» ECETATEIG
IT | Contenuto sufficiente per "n" saggi PT | Conteudo suficiente para “n” ensaios
EN | Temperature limitation FR | Limites de température
ES | Limite de temperatura GR | Mepiopiopoi Beppokpaaciag
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 | ZupPouAeureite TG 0dnyieg xprAong
IT Consultare le istruzioni per l'uso PT | Consulte as instrug@es de utilizagdo
(‘)\ EN | Biological risks FR | Risques biologiques
T, ES | Riesgo biologico GR | BioAoyikoi kivduvol
AL IT | Rischio biologico PT | Risco biolégico
EN | Catalogue number FR | Référence du catalogue
REF ES | Numero de catalogo GR | ApiBudég katahdyou
IT | Numero di catalogo PT | Referéncia de catdlogo
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EN | In Vitro Diagnostic Medical Device FR | Dispositif médical de diagnostic in vitro

IVD ES | Producto sanitario para diagnéstico in vitro | GR | In Vitro AiayvwaoTIkO latpoTexvoAoyikd TTpoidv
IT | Dispositivo medico-diagnostico in vitro PT | Dispositivo médico para diagndstico in vitro
EN | Batch code FR | Code du lot

LOT ES | Cddigo de lote GR | ApiBudg MapTidag
IT | Codice del lotto PT | Cadigo do lote

DIESSE Diagnostica Senese

Strada dei Laghi 39

53035 Monteriggioni (Siena) ltaly

Tel. 0577-587111
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