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ISTRUZIONI PER L’USO

ENZYWELL
TREPONEMA 19gG

91050 (1taliano)

1. UTILIZZAZIONE
KIT IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE QUALITATIVA DEGLI ANTICORPI 1g9G
ANTI TREPONEMA PALLIDUM NEL SIERO UMANO.

2. INTRODUZIONE

La diagnosi sierologica della Sifilide si effettua stabilendo se ci sono nel siero del paziente anticorpi, a titolo
significativo, specifici per il Treponema Pallidum.

Il metodo di riferimento & I'FTA-ABS che consente di rivelare sia le 1IgG che le IgM. Poiché I'esecuzione é laboriosa e
I'interpretazione del test non e agevole, si sono trovati metodi alternativi in grado di semplificare la procedura. L'ELISA
fornisce risultati riproducibili e specifici in completa automazione e per questo motivo é proposta da molti utilizzatori.
Molto importante risulta il dosaggio specifico delle IgM divise dalle 1gG in quanto aiuta nella diagnosi di Sifilide
congenita.

3. PRINCIPIO DEL METODO

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

Un pool di antigeni del T. Pallidum ottenuti con tecnica ricombinante in E. coli viene legato alla fase solida (strip di
pozzetti 1x8). Per incubazione con siero umano diluito 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 é 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 a temperatura ambiente prima dell'uso.

MICROPIASTRA 12x8 pozzetti sensibilizzati con pool di proteine ricombinanti Treponema pallidum.
Uso: Aprire I'involucro della piastra dalla parte opposta al codice (SR 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 l'aria e sigillare premendo sulla chiusura.

CONTROL + CONTROLLO POSITIVO 1x1.6 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di anticorpi anti-Treponema 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 CUT OFF 1x2 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di anticorpi anti-Treponema 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 1 x 16 mL
Contenuto: una soluzione di anticorpi monoclonali anti 1gG umane marcati con perossidasi in tampone fosfato
contenente fenolo 0,05% e Bronidox 0,02%. Pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

ICONTROL IgG -| 1gG CONTROLLO NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTT]||
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.
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TAMPONE DI LAVAGGIO 10X (PF93603) 1 x 100 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
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 10 | DILUENTE 10 (PF93621) 1 x 100 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTT]I|

Da utilizzare per la diluizione dei campioni.

Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) contenente proteine 10% p/v e sodio azide 0,09% piu colorante
(metilarancio).

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL Pronto all'uso INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Contenuto: Tetrametilbenzidina 0,26 mg/mL ed H,0; 0,01% stabilizzati in tampone citrato 0,05 mol/L (pH 3,8).

H2SOs 0.3 M| SOLUZIONE BLOCCANTE (PF93602) 1 x 16 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Soluzione di H,S04 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 da 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
I 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 8 settimane 2/8°C busta di polietilene

CONTROLLI 5 settimane 2/8°C

CONIUGATO 5 settimane 2/8°C

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

TAMPONE DI LAVAGGIO p.uso 2 settimane 2/8°C, 5 gg 15/30 °C
SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2/8°C

6. PRECAUZIONI ED AVVERTENZE
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

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

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

Avvertenze per la sicurezza personale

1. 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.
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2. | seguenti reagenti contengono concentrazioni basse di sostanze dannose o irritanti:

a) Il tampone di lavaggio contiene detergenti

b) Il coniugato contiene fenolo

c) Ilsubstrato é acido

d) | 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.

3. Le apparecchiature non disposable devono essere sterilizzate dopo l'uso, ponendo preferibilmente in autoclave per
1 ha121°C; i disposables devono essere autoclavati o inceneriti.

4. L'acido solforico contenuto nello Stop Solution e l'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.

5. 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.

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

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

2. 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.

3. 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.

4. Tutta la vetreria da utilizzare nel test deve essere lavata accuratamente con acido cloridrico 2M e sciacquata con
acqua distillata o deionizzata.

5. Non esporre i reagenti a forte illuminazione né a vapori di ipoclorito durante la conservazione e le fasi di

incubazione.

Evitare che i pozzetti si secchino durante il test.

Evitare la contaminazione incrociata fra reagenti. E' importante adoperare delle pipette "dedicate” per l'uso.

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

| dosaggi immunoenzimatici possono talvolta presentare un particolare effetto sul bordo (“edge effect"); si puo

minimizzare tale effetto aumentando I'umidita durante le fasi di incubazione. Le piastre devono essere coperte con

i copripiastre ed incubate a 37°C o in bagnomaria usando un sostegno per le piastre, o in incubatore. In

alternativa, le piastre si possono incubare in un analizzatore adatto. Per ulteriori dettagli consultare l'apposito

manuale operativo dello strumento. Non si possono utilizzare incubatori a CO-,

10. 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.

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

12. L’uso del kit con strumento automatici deve essere validato dall’utilizzatore.

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.

© oo ~No

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 puo 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 pud portare a risultati erronei.
Campioni fortemente lipemici, itterici o inquinati non dovrebbero essere utilizzati.
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Il test non & applicabile al plasma umano.

8. PROCEDIMENTO

Tecnica manuale

- Preparare le strip necessarie.

- Preparare il tampone di lavaggio diluendo il Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H0).

Diluire i campioni 1:51 dispensando 20 pL di siero in 1 mL di diluente, distribuire 100 uL di ciascun campione diluito,
per pozzetto (é preferibile effettuare I'analisi in duplicato). In uno strip porre i controlli NON DILUITI i (100 pL per
pozzetto). Il requisito minimo indispensabile & di 1 controllo negativo, 2 cut-off e 1 positivo.

Prevedere un pozzetto libero per effettuare il bianco usando solo 100 pL della miscela substrato.

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 pL) si aggiungono 100 pL del coniugato per ciascun pozzetto e si pone di huovo 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 pL/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

Tecnica manuale

STEP 1 Mettere 100 pL di siero diluito/controlli nei pozzetti dello strip.

Incubare 45 min. a 37°C
Lavare 4 volte (300 pL)

STEP 2 Mettere 100 pL di coniugato per pozzetto

Incubare 45 min. a 37°C
Lavare 4 volte (300 pL)

STEP 3 Mettere 100 pL di Substrato per pozzetto

Incubare 15 min. a t.a.

STEP 4 Aggiungere 100 pL di Stop Solution
Leggere I'0.D. a 450 nm entro 30 min.

10. VALIDAZIONE DEL TEST

Togliere il valore del bianco (<= 0.150) a tutte le altre letture. 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 I'antigene.

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

Positivo: quando il rapporto é > 1.2.
Dubbio: = + 20% del Cut-off.
Negativo: quando il rapporto é < 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.
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Il livello delle IgM anti-Treponema pallidum dovrebbe essere determinato usando il kit Enzywell Treponema pallidum
IgM. Alternativamente, si analizzera un secondo campione prelevato 8-14 giorni piu tardi, per verificare un eventuale
aumento delle 1gG.

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

Esiste la possibilita di reazioni incrociate nei campioni contenenti anticorpi anti-E. coli.

Sebbene i sieri di controllo contenuti nel kit siano calibrati secondo il siero di riferimento della O.M.S., certe
discordanze possono osservarsi quando lo stesso siero viene testato con tecniche sierologiche diverse.

13. SPECIFICITA’ ANALITICA

Sono stati testati 25 sieri di pazienti contenenti anticorpi anti-Borrelia burgdorfei, 12 contenenti anticorpi anti-nucleo
(ANA), 12 contenenti anticorpi anti-Epstein Barr Virus. Gli stessi campioni sono stati testati con due altri kit del
commercio. In un solo campione (EBV) si € avuta reazione positiva riscontrata in uno dei 2 kit del commercio
utilizzati.

14, SENSIBILITA E SPECIFICITA DIAGNOSTICA

In una sperimentazione clinica eseguita in un laboratorio ospedaliero, sono stati analizzati 205 campioni provenienti sia
da donatori sani sia da sieroteca. Il metodo TPHA ¢ stato usato per confronto, mentre il metodo di riferimento era la
tecnica FTA-ABS. 51 campioni risultavano positivi al test TPHA (titolo >= 1/160) e su questi campioni l'accordo fra i
due metodi era del 100%.

Dei 24 campioni con titolo 1/80, il metodo ELISA dava risultato positivo in 19 casi; due risultavano dubbi e 3 negativi.
Il metodo di riferimento confermava i 3 sieri negativi trovati in ELISA. | risultati sono riassunti nella tabella seguente:

RIFERIMENTO

+ -

DIESSE + 74 0
- 2 129

Il kit Enzywell ha una sensibilitd del 97,4% ed una specificita del 100% usando I'FTA-ABS come metodo di
riferimento e considerando i risultati dubbi come positivi.

15. PRECISIONE

Precisione nella prova

Campione TPG1 TPG 2 TPG 3 Cut Off Controllo Positivo
(Negativo < | (Positivo >Cut | (Fortemente
Cut off) off) positivo)
N. Repliche 24 24 24 12 12
Media D.O. 0.18 0.50 1.14 0.28 1.69
CV % 6.4 14.0 6.2 3.8 3.6

Precisione entro prove

INDEX
Campione Media Deviazione CV%
Standard
C Pos. 6.52 0.81 12.4
TPG 1 0.58 0.04 6.9
TPG 2 1.73 0.13 7.5
TPG 3 4.53 0.64 14.1

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 Controllare nuovamente la procedura.
aggiunti oppure sono stati aggiunti | Controllare se qualche reagente non € stato
in ordine errato aggiunto.
Ripetere il test.
Piastra non reattiva Controllare il codice sulla busta della piastra

(vedi istruzioni per 1’uso punto 4 per il
codice corretto).

Controllare la presenza di umidita nella
piastra inutilizzata. (11 gel di silice deve
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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

Lavaggio incompleto dei pozzetti

Assicurarsi del buon funzionamento del
lavatore

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 ’uso.

Substrato aggiunto in volume
inadeguato

Controllare il funzionamento della pipetta.
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INSTRUCTIONS FOR USE

ENZYWELL
TREPONEMA 19G

91050 (English)

1. INTENDED USE
IMMUNOENZYMATIC METHOD FOR THE QUALITATIVE DETERMINATION OF I1gG-CLASS
ANTIBODIES TO TREPONEMA PALLIDUM IN HUMAN SERUM.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

The serological diagnosis of Syphilis is performed by demonstrating the presence of significant levels of specific
Treponema pallidum antibodies in the serum sample.

The reference method used is the FTA-ABS technique which allows the detection of both IgG and IgM. However, its
execution is laborious and the interpretation of the results is not simple; alternative methods have therefore been
introduced to simplify the procedure. ELISA gives completely automated, reproducible and specific results, and for this
reason is favoured by many operators.

The specific assay of IgM as opposed to I1gG is of particular importance in the diagnosis of congenital Syphilis.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

The test is based on the ELISA technique (Enzyme linked Immunosorbent Assay) (1-6).

A pool of T. pallidum antigens obtained by recombinant technique in E. Coli is bound to the solid phase (8-well
strips). The specific immunoglobulins are bound to the antigen through incubation with dilute human serum.

After washings to eliminate the proteins which have not reacted, incubation is performed with the conjugate, composed
of human IgG monoclonal antibodies labelled with peroxidase.

The unbound conjugate is eliminated and the peroxidase substrate is added.

The colour which develops is proportional to the concentration of specific antibodies present in the serum sample.

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

MICROPLATE 12x8 wells coated with a pool of recombinant proteins of Treponema pallidum.

Use: open the package at the end opposite the code (SR 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.

[CONTROL + | POSITIVE CONTROL 1x 1.6 mL

Contents: Diluted human serum, at known concentration of anti-Treponema 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 is proportional to the relative antibody titer.

[CONTROL CUT-OFF | CUT OFF CONTROL 1x2mL

Contents: Diluted human serum, at known concentration of anti-Treponema 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 is proportional to the relative antibody titer.

CONJ CONJUGATE 1x16 mL
Contents: monoclonal antibodies labelled with Peroxidase, in phosphate buffer with phenol 0.05% and Bronidox
0,02%. Ready for use without further dilution.

[CONTROL 1gG -] 19G NEGATIVE CONTROL (PF93910) 1 x 1.6 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.
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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 10 | DILUENT 10 (PF93621) 1 x 100 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
To be used to dilute samples.
Contents: PBS containing proteins 10% w/v and 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>SOs 0.3 M| STOP SOLUTION (PF93602) 1x16 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
H2S04 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 or 450/620 nm, with OD linearity up to 2,000 (at least).
- Microplate washer (preferable) able to dispense volumes in the range 225-375 pl
- Distilled or deionized water

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

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

- Disposable gloves

- Timer

- Sodium Hypochlorite solution (5%)

- Containers for collection of potentially infectious materials

- Absorbent tissue.

S. 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 8 weeks at 2/8°C, polythene bag

Controls 5 weeks at 2/8°C

Conjugate 5 weeks at 2/8°C

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

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

Stop Solution up to the expiry date at 2/8°C

6. PRECAUTIONS

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY.

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

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

Health and Safety Information
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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 0.09% 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.

7.

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

- servicing and maintenance

TYPE AND STORAGE OF SAMPLE

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

Strongly lipemic, icteric or contaminated samples should be avoided.

The test cannot be performed on human plasma.

8. TEST PROCEDURE

Manual Technique

- Prepare the required number of strips.

- Prepare the washing buffer by diluting the Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H0).

Dilute samples 1:51 distributing 20 pL of serum into 1 mL of diluent. Dispense 100 pL of each diluted sample per well
(duplicate testing is recommended). Place UNDILUTED controls in a strip (100 pL in each well). The minimum
requisite is 1 negative control, 2 cut-off and 1 positive control.

Leave one well for the blank, performed using 100 pL of the substrate mixture.

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 pL of Stop Solution.

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

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE

Manual Technique

STEP 1 Place 100 pL of diluted sample//controls to the wells of the strips.
Incubat_e for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 pL)
STEP 2 Add 10-0 pL of conjugate to each well
Incubat-e for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 uL)
STEP 3 Add 10_0 ML of Substrate to each well
Incubat_e for 15 min. at R.T.
STEP 4 Add 10_0 pL of Stop Solution
Read at;sorbance at 450 nm within 30 min
10. VALIDATION OF THE TEST
Subtract the value of the blank (<= 0.150) from all the other readings. The Positive control must have an O.D. at least

1.5 times that of the Cut-off serum. The ratio between Negative Control 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.

11. INTERPRETATION OF THE RESULTS

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 IgG.
Calculate the ratio between the average O.D. value of the sample and that of the Cut-off (INDEX). 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.
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12. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

A serum sample obtained during the acute phase of infection, when only 1gM antibodies are present, may be negative
by this procedure.

The Treponema pallidum IgM level should be determined using Enzywell Treponema pallidum IgM kit. Alternatively,
a second serum sample obtained 8-14 days later, should be tested in parallel to determine an increase in the 19gG
antibody level.

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

There is the possibility of cross reactions if samples contain anti-E. coli antibodies.

Although the control sera used in the kit are calibrated to WHO reference serum, certain discordances of results may be
observed when the same serum is tested by different serological techniques.

13. ANALYTICAL SPECIFICITY

25 patient’s sera containing anti-Borrelia burgdorfei antibodies, 12 containing anti-nuclear (ANA) antibodies, and 12
containing anti-EBV antibodies were tested. The same samples were also tested with two other commercial kits. In
only one sample (EBV) was a positive reaction found with one of the other kits used.

14, DIAGNOSTIC SENSITIVITY AND SPECIFICITY

In a clinical trial performed in a hospital laboratory, 205 samples from either healthy donors or from the serum
collection were analysed. The TPHA method was used for comparison, while the reference method was the FTA-ABS
technique. 51 samples were positive to the TPHA test (titre >= 1/160), and 100% agreement was found on these
samples between the two methods.

Of 24 samples with titre of 1/80, the ELISA method gave a positive result in 19 cases; two were doubtful and 3 were
negative. The reference method confirmed the 3 negative samples found with ELISA. The results are summarized in
the following table:

REFERENCE
+ -
DIESSE + 74 0
- 2 129

The Enzywell kit offers 97.4% sensitivity and 100% specificity when compared with the FTA-ABS reference method
and considering doubtful results as positive.

15. PRECISION

Within run Precision

Sample TPG1 TPG 2 TPG 3 Cut Off Positive Control
(Negative < | (Positive >Cut | (Strongly
Cut off) off) positive)
N. Replicates 24 24 24 12 12
Media O.D. 0.18 0.50 1.14 0.28 1.69
CV % 6.4 14.0 6.2 3.8 3.6
Between run Precision
INDEX
Sample Media Standard CV%
Deviation
Pos. Control. 6.52 0.81 124
TPG 1 0.58 0.04 6.9
TPG 2 1.73 0.13 7.5
TPG 3 4.53 0.64 14.1

16. TROUBLE SHOOTING GUIDE

PROBLEM POSSIBLE SOURCE TEST OR ACTION

Invalid run (all negative) One or more reagents not added or | Recheck procedure
added in wrong sequence Check for unused solutions. Repeat test.
Unreactive plate Check the code on the package containing
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the plate (see instructions for use, section 4 ,
for correct code).
Check for moisture in unused plate. (Silica
gel dessiccant must be pale yellow ).Repeat
test

Invalid run (all positive) Contamination of substrate Take new aliquot of substrate.

Inadequate washing Ensure that wash apparatus works well

Poor precision Incomplete washing of wells Ensure that wash apparatus works well

Inadequate aspiration of wells Ensure that wash apparatus works well

Pipetting error Check pipette function

Reagent addition too slow Avoid drying of the plate after washing step.
Add reagents immediately

Presence of bubbles Avoid air bubbles during pipetting.

Optical pathway not clean Check instrument light source and detector
for dirt. Wipe bottom of plate with soft
tissue.

Inadequate Color development Incorrect incubation times or Check for temperature control and time
temperature monitoring
Adhere to recommended instruction for use.
Inadequate volume of substrate Check pipette function.
added to the plate
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GEBRAUCHSANWEISUNG

ENZYWELL
TREPONEMA 19G

91050 (Deutsch)

1. VERWENDUNGSZWECK
Treponema IgG ist eine immunenzymatische Methode zur qualitativen Bestimmung von IgG-Antikérpern gegen
Treponema pallidum in humanem Serum.

2. PHYSIOLOGIE

Die serologische Diagnose von Syphilis erfolgt durch den Nachweis signifikanter Konzentrationen spezifischer
Treponema-pallidum-Antikorper in der Serumprobe.

Als Referenzmethode wird der FTA-ABS-Test verwendet, mit dem sowohl I1gG- als auch IgM-Antikdrper
nachgewiesen werden kénnen. Seine Durchfilhrung ist jedoch arbeitsintensiv und die Auswertung der Ergebnisse nicht
einfach; zur Vereinfachung des Verfahrens sind daher alternative Methoden eingefiihrt worden. Mit der ELISA-
Technik werden voll automatisierte, reproduzierbare und spezifische Ergebnisse erzielt. Aus diesem Grunde wird sie
von vielen Anwendern bevorzugt.

Die Erfassung spezifischer IgM-Antikorper im Gegensatz zu 1gG-Antikdrpern ist fir die Diagnose der kongenitalen
Syphilis von besonderer Bedeutung.

3. TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der ELISA-Technik (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) (1-6).

Ein Pool von T.-pallidum-Antigenen, das mit einem rekombinanten Verfahren in E. coli gewonnen wurde, ist an eine
Festphase gebunden (Streifen mit je 8 Wells). Die spezifischen Immunglobuline werden bei der Inkubation mit
verdinntem Patientenserum an das Antigen gebunden.

Die ungebundenen Proteine, die nicht reagiert haben, werden aus den Wells gewaschen; danach folgt eine Inkubation
mit dem Konjugat aus monoklonalen Antikorpern gegen humanes IgG, die mit Peroxidase gekoppelt sind.

Das ungebundene Konjugat wird entfernt und das Peroxidase-Substrat zugegeben.

Die Farbe, die sich entwickelt, ist proportional zur Konzentration von spezifischen Antikérpern, die in der Probe
vorhanden sind.

4, KITKOMPONENTEN
- Die Reagenzien sind ausreichend fir 96 Bestimmungen.
- Vor Gebrauch auf Raumtemperatur bringen.

MIKROTITERPLATTE 12x8 Wells, beschichtet mit einem Pool rekombinanter Proteine von
Treponema pallidum.

Gebrauch: Die Verpackung an der gegeniiberliegenden Seite des Codes (SR plus Lotnummer) 6ffnen und die nicht
bendtigten Streifen im beigefugten Plastikbeutel mit dem Silica-Gel lagern; die Luft herausdriicken und gut
verschlieRen.

CONJ| KONJUGAT 1x16 mL
Inhalt: Monoklonale Antikorper, gekoppelt mit Peroxidase, in Phosphatpuffer mit 0,05 % Phenol und 0,02% Bronidox.
Gebrauchsfertig ohne weitere Verdinnung.

POSITIVKONTROLLSERUM 1 x 1.6 mL

Inhalt: VVerdiinntes Humanserum mit bekannter Anti-Treponema-IgG-Konzentration in 0,01 mol/l Phosphatpuffer, 1 %
BSA und 0,09 % Natriumazid; flussig, gebrauchsfertig ohne weitere Verdiinnung.

Farbe: Die Farbintensitat der Kalibratoren ist proportional zum relativen Antikorpertiter.

|CONTROL CUT—OFF| CUT-OFF KONTROLLSERUM 1 x 2 mL

Inhalt: Verdinntes Humanserum mit bekannter Anti-Treponema-IgG-Konzentration in 0,01 mol/l Phosphatpuffer, 1 %
BSA und 0,09 % Natriumazid; flussig, gebrauchsfertig ohne weitere Verdinnung.

Farbe: Die Farbintensitat der Kalibratoren ist proportional zum relativen Antikorpertiter.
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CONTROL 1gG { 1gG NEGATIVKONTROLLE (PF93910) 1 x 1.6 mL |LOTS UNTEREINANDER|
IAUSTAUSCHBAR|
Inhalt: Humanserum in 0,01 mol/l Phosphatpuffer, 1 % BSA und 0,09 % Natriumazid; flissig, gebrauchsfertig ohne
weitere Verdinnung.

SUBS TMB| SUBSTRAT (PF93619) 12 mL |LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR|
Inhalt: 0,26 mg/ml Tetramethylbenzidin und 0,01 % Wasserstoffperoxid, stabilisiert in 0,05 mol/l Zitratpuffer (pH 3,8).
Gebrauchsfertig.

SAMP DIL 10 VERDUNNUNGSMITTEL 10 (PF93621) 1 x 100 mL Fir die Verdinnung von Proben.
UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR)|

Inhalt: Proteinlésung (10%) in Phosphatpuffer mit 0,09 % Natriumazid und Methylorange.

Rekonstitution: Gebrauchsfertig.

WASH BUF 10X WASCHPUFFER 10X (PF93603) 1 x 100 mL [LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR)
Inhalt: Phosphatgepufferte Kochsalzldsung, 10fach konzentriert; enthalt 0,5 % Brij.

Rekonstitution: Verdlnnen Sie die bendtigte Menge 1:10 mit destilliertem Wasser, um den gebrauchsfertigen
Waschpuffer herzustellen. Falls Kristalle vorhanden sind, sollten sie vor der Verdiinnung bei 37 °C geldst werden.

H.SO4 0.3 M| STOPPLOSUNG (PF93602) 1 x 16 mL |LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR|
Inhalt: H,SO4 0,3 mol/l, in gebrauchsfertiger Losung.

ABDECKFILM (2).
POLYEHTYLENBEUTEL (1).

ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN

- Inkubator bei 37 °C

- Mikrotiterplatten Reader, Wellenlédnge 450 oder bei 450/620 nm, mit einer OD-Linearitét bis =2,000
- Washer flr Mikrotiterplatten (empfehlenswert) fiir ein Dispensiervolumen zwischen 225-375 pl
- Destilliertes oder deionisiertes Wasser

- Normale Laborgléser: Zylinder, Testrohrchen etc.

- Mikropipetten fiir die exakte Pipettierung von 10, 100, 1000 pl

- Einweg-Handschuhe

- Timer

- Natriumhypochlorit-Losung (5 %)

- Behélter zum Sammeln von potentiell infektiosem Material

- Saugfahiges Papier

5. LAGERUNG UND STABILITAT NACH DEM ERSTEN OFFNEN
Die Reagenzien mussen bei 2-8 °C gelagert werden.
Das Verfallsdatum ist auf allen Kitkomponenten und dem Packungsetikett angegeben.

Die Reagenzien haben nach dem ersten Offnen und/oder der Vorbereitung eine begrenzte Stabilitat.
REAGENZ KONDITIONEN

MIKROTITERPLATTE 8 Wochen bei 2-8 °C im Polyethylenbeutel

KONTROLLSERUM 5 Wochen bei 2-8 °C

KONJUGAT 5 Wochen bei 2-8 °C

SUBSTRAT bis zum Verfallsdatum bei 2-8 °C, 1 Woche ; bei 15-30 °C im Dunkeln
VERDUNNUNGSMITTEL bis zum Verfallsdatum bei 2-8 °C

WASCHPUFFER 2 Wochen bei 2-8 °C, 5 Tage bei 15-30 °C

STOPPLOSUNG bis zum Verfallsdatum bei 2-8 °C

6. HINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN

SICHERHEITSHINWEISE

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK.

Achtung: Dieser Kit enthadlt Bestandteile humanen Ursprungs, die mit einer FDA-gepriften Methode fir
HbsAg, Anti-HIV-1, Anti-HIV-2 und Anti-HCV-Antikdrper negativ waren. Da keine Testmethode mit volliger
Sicherheit ausschliefen kann, dass Produkte humanen Ursprungs infektiose Erreger enthalten, sollten alle

Rif. 10 - 09/018 — Inf. Tecn. 91050 — Ed. 23.02.2012



DE 17/46

Materialien humanen Ursprungs als potentiell infektios betrachtet werden. Alle Materialien sollten gemal? GLP
(,,Gute Laborpraxis*) behandelt werden.

Entsorgung der Abfalle: Die Serum-Proben und die verwendeten Reagenzmittel missen als infizierte Abfalle
behandelt werden, das heif3t, im Einklang mit den geltenden Vorschriften entsorgt werden.

Gesundheits- und Sicherheitsinformationen
Nicht mit dem Mund pipettieren. Tragen Sie Einweg-Handschuhe und einen Augenschutz wahrend des Umgangs
mit Proben und der Testdurchfilhrung. Waschen Sie sich danach griindlich die Hande.
Die folgenden Reagenzien enthalten geringe Konzentrationen von schadlichen oder reizenden Substanzen:

e) Der Waschpuffer enthdlt Detergenzien.

f) Das Konjugat und die Kontrollen enthalten Phenol.

g) Das Substrat ist eine Sdure.

h) Die Kontrollen enthalten 0,09 % Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei und Kupfer explosive Metallazide

bilden.

Falls irgendeines der Reagenzien in Kontakt mit den Augen oder der Haut kommt, waschen Sie den Bereich

intensiv mit Wasser.
Mehrfach verwendbare Materialien oder Gegenstédnde sollten nach Gebrauch sterilisiert werden. Die bevorzugte
Methode ist das Autoklavieren fur eine Stunde bei 121 °C, Einwegmaterialien sollten autoklaviert oder verbrannt
werden.
Schwefelsdure (Stop Soution) und Salzséure (wird fur das Waschen der Laborgléser benétigt) sind &tzend und
sollten mit entsprechender Sorgfalt behandelt werden. Bei Kontakt mit Augen oder Haut grundlich mit Wasser
abwaschen.
Neutralisierte Sauren oder anderer Fliissigabfall sollten mit einer ausreichenden Menge von Natriumhypochlorit
mit einer Endkonzentration von mindestens 1,0 % dekontaminiert werden. Eine 30-mindtige Behandlung mit
Natriumhypochlorit (1 %) ist erforderlich, um eine effektive Dekontamination sicherzustellen.
Verschittete potentiell infektiose Materialien sollten sofort mit saugfahigem Papier aufgewischt werden, und der
kontaminierte Bereich sollte mit Natriumhypochlorit (1 %) nachgewischt werden, bevor die Arbeit fortgesetzt
wird. Natriumhypochlorit sollte nicht bei verschutteter Flissigkeit, die S&ure enthalt, verwendet werden, bevor die
Flussigkeit trocken aufgewischt wurde. Materialien, die fur das Aufwischen verschitteter Flissigkeiten verwendet
wurden, inklusive der Handschuhe, sollten wie potentiell biogefahrdender Abfall entsorgt werden. Autoklavieren
Sie keine Materialien, die Natriumhypochlorit enthalten.

TECHNISCHE VORSICHTSMASSNAHMEN

Lagerung bei 2-8 °C

Bringen Sie alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18-30 °C). Bringen Sie die Reagenzien sofort
nach Gebrauch wieder auf die empfohlene Lagerungstemperatur. Es ist wichtig, bei der korrekten Temperatur
zu arbeiten. Uberpriifen Sie, dass der Thermostat nicht unterhalb 35 ° und nicht tiber 39 °C anzeigt.

Offnen Sie die Packung mit den Streifen erst nach 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Verwenden Sie die Reagenzien nicht Uber das angegebene Verfalldatum hinaus. Mikrobiologische Kontamination
der Reagenzien muss vermieden werden, da dies die Haltbarkeit des Produktes reduzieren und zu falschen
Ergebnissen fiihren kann.

Die Testdurchfuhrung darf nicht veréndert, die Reagenzien diirfen nicht durch Reagenzien von anderen Herstellern
oder aus anderen Lots ersetzt werden, es sei denn, dass die Austauschbarkeit von Lots extra angegeben ist.
Reduzieren Sie keine der Inkubationszeiten.

Die fur die Reagenzien verwendeten Laborglaser sollten griindlich mit 2M Salzsdure gewaschen und dann mit
destilliertem oder deionisiertem Wasser von guter Qualitat gespilt werden.

Vermeiden Sie Gefrierschranke mit Abtauautomatik fiir die Lagerung von Proben.

Setzen Sie die Reagenzien keiner starken Lichteinstrahlung oder Hypochlorit-Dampfen wahrend der Lagerung
oder der Inkubationsschritte aus.

Lassen Sie die Wells wéhrend der Testdurchfuhrung nicht trocken werden.

Vermeiden Sie Verschleppungen beim Pipettieren. Es ist wichtig, dass die Pipetten nur fir den alleinigen
Gebrauch der verschiedenen Reagenzien eingesetzt werden.

Das Bertihren oder Bespritzen des Randes der Wells mit Konjugat sollte sorgféltig vermieden werden. Verschitten
Sie keine Flssigkeit aus den Wells.

Enzymimmunoassays konnen gelegentlich einen “Edge-Effect” zeigen, der durch eine Steigerung der
Luftfeuchtigkeit wéhrend der Inkubationsschritte minimiert werden muss. Die Platten mussen mit Film abgedeckt
und bei 37 °C entweder im Wasserbad (mit einem Rack oder einem Schwimmer, um die Platten zu halten, sofern
nétig) oder in einem Inkubator inkubiert werden. Alternativ koénnen die Platten in einem uberpruften
Analysengerét inkubiert werden. Weitere Details entnehmen Sie bitte der entsprechenden Gebrauchsanweisung des
Gerates. Verwenden Sie keine CO; Inkubatoren.
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e Stellen Sie sicher, dass der Boden der Platte sauber und trocken ist, und dass vor dem Lesen der Platte keine
Blasen auf der Oberflache der Flussigkeit vorhanden sind.
e Die Verwendung von stark hamolysierten Proben, unvollstandig geronnenen Seren oder mikrobiell kontaminierten
Proben flihrt zu falschen Ergebnissen.
e  Die Benutzung der Methode mit automatischen Instrumenten muss von dem Anwender bestatigen werden
e Lesen Sie vor der Verwendung eines Geréates sorgfaltig die Gebrauchsanweisung des Herstellers, damit Sie zu
folgenden Punkten Zusatzinformationen erhalten:
- Installation und besondere Bedarfsartikel
- Arbeitsprinzip, Hinweise zur Testdurchfiihrung, Vorsichtsmalnahmen und Risiken
- Vorgegebene Spezifikationen des Herstellers und Arbeitsweise des Gerates
- Service und Wartung

7. PROBENGEWINNUNG UND LAGERUNG

Als Probenmaterial wird Serum eingesetzt, das auf die iibliche Art aus der Vene unter Beriicksichtigung der ,,Guten
Laborpraxis® entnommen wird. Das frische Serum kann 4 Tage bei 2-8 °C oder fiir einen langeren Zeitraum bei -20 °C
gelagert werden. Die Proben dirfen maximal 3-mal aufgetaut werden. Den Gebrauch von Tiefkiihlschranken mit
automatischem Abtausystem fir die Aufbewahrung der Proben vermeiden. Aufgetaute Proben miissen vor Gebrauch
sorgfaltig geschiittelt werden. Eine Hitzeinaktivierung kann zu falschen Ergebnissen filhren. Die Qualitét einer Probe
kann durch mikrobielle Kontamination ernsthaft beeinflusst werden. Sie fiihrt zu falschen Ergebnissen.

Stark lipdmische, ikterische oder kontaminierte Proben sollten nicht in diesen Assay eingesetzt werden.

Es durfen keine Humanplasmaproben in diesen Assay eingesetzt werden!

8. TESTDURCHFUHRUNG

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

- Bereiten Sie die benotigte Anzahl von Teststreifen vor.

- Bereiten Sie den Waschpuffer vor: Verdlnnen Sie den Washing Buffer 1:10 mit destilliertem Wasser (Beispiel 100
ml + 900 ml H20).

PIPETTIER- UND INKUBATIONSSCHRITTE

Verdlnnen Sie die Proben 1:51, indem Sie 20 pl der Probe 1,0 ml verdunntes Diluent zuftigen. Lassen Sie die erste
Well (A1) flr den Substratleerwert frei (100 pl Substrat und 100 pl Stoppldsung pipettieren).

100 ul  unverdinnte Positiv-, Negativkontrolle (Doppelbestimmung) und unverdinntes Cut-Off-Serum
(Dreifachbestimmung) in je eine Well pipettieren. (Das Minimum sind 1 Negativkontrolle, 2 Cut-Off und 1
Positivkontrolle.) Pipettieren Sie 100 ul der verdlnnten Probe in die entsprechenden Wells (Doppelbestimmungen
werden empfohlen).

Die Wells mit Folie abdecken und 45 Minuten bei 37 °C inkubieren. 4-mal waschen (300 ul, mit jeweils 30 Sekunden
Einwirkzeit). 100 ul Konjugat in die Wells pipettieren (aulRer Substratleerwert). Die Wells mit Folie abdecken und
45 Minuten bei 37 °C inkubieren. Erneut 4-mal wie oben beschrieben waschen. 100 pl Substrat in alle Wells
pipettieren (auch Substratleerwert).

15 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren lassen. 100 pul Stop Solution in alle Wells pipettieren (auch
Substratleerwert).

Die Extinktion innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm oder 450/620 nm messen.

9. TESTSCHEMA

Die erste Well fiir den Substratleerwert frei lassen.

100 pl der unverdiinnten Probe und unverdiinnten Kontrollen in die entsprechenden Wells pipettieren.
100 pl der verdiinnten Probe und Kontrollen in die entsprechenden Wells pipettieren.
45 Min. bei 37 °C inkubieren.

4-mal waschen (300 pl).

Zu allen Wells aufier Well A1 100 ul Konjugat zuftigen.

45 Min. bei 37 °C inkubieren.

4-mal waschen (300 pl).

100 plI Substrat in alle Wells (einschlielich Well A1) pipettieren.

15 Min. bei Raumtemperatur inkubieren.

100 pl Stopplésung hinzufiigen (einschlieBlich zu Well Al).

Messen Sie die Extinktion bei 450/620 nm innerhalb von 30 Minuten.

ASTIOMMUO®m>

10. VALIDITAT DES TESTS
Die OD des Substratleerwerts muss <= 0,150 sein. Subtrahieren Sie den Substratleerwert von allen Extinktionen. Die
Extinktion der Positivkontrolle muss mindestens das 1,5fache der Extinktion des Cut-Off-Serums betragen, die
Extinktion der Negativkontrolle muss <= 0,6fache des Cut-Off-Serums betragen.
Die OD des Cut-Off muss >= 0,2 bei 450 nm und >= 0,16 bei 450/620 nm sein.
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11. QUALITATIVE ERGEBNISSE

Wenn die Extinktion der Probe hoher als die des Cut-Off ist, enthélt die Probe spezifische 1gG-Antikorper.

Berechnen Sie die Ratio zwischen dem Extinktionsmittelwert der Probe und dem des Cut-Off. Die Ratio ist der Cut-
Off-Index (COI):

COl = OD Probe / OD Cut-Off

Die Probe ist:

positiv: wenn die Ratio > 1,2 ist,
zweifelhaft: wenn die Ratio zwischen 0,8 und 1,2 (£ 20 % des Cut-Off) ist,
negativ: wenn die Ratio < 0,8 ist.

Falls das Ergebnis zweifelhaft ist, wiederholen Sie den Test. Wiederholen Sie den Test mit einer neuen Probe, falls das
Ergebnis zweifelhaft bleibt.

12. GRENZEN DES VERFAHRENS

Eine Serumprobe, die in der akuten Phase einer Infektion entnommen wurde, wenn nur IgM-Antikérper vorhanden
sind, kann in diesem Test negativ ausfallen.

Die Treponema-pallidum-lgM-Werte sollten mit dem Treponema pallidum IgM Kit bestimmt werden. Alternativ
kdnnen Sie auch nach 8-14 Tagen erneut IgG bestimmen, um einen Anstieg zu tberprifen.

Zur Erstellung der Diagnose sollte das Testergebnis immer nur in Verbindung mit anderen Laborwerten und klinischen
Informationen verwendet werden.

Es besteht die Moglichkeit von Kreuzreaktionen bei Proben mit Antikérpern gegen E. coli.

Die Arbeitsanleitung ist genau zu beachten; eine sorgfaltige Arbeitstechnik ist fir korrekte Ergebnisse erforderlich.
Eine Anderung der Testdurchfiihrung kann zu falschen Ergebnissen fiihren.

13. ANALYTISCHE SPEZIFITAT

Es wurden 25 Patientenseren mit Anti-Borrelia-burgdorfei-Antikorpern, 12 mit antinukledren Antikérpern (ANA) und
12 mit Anti-EBV-Antikorpern getestet. Dieselben Proben wurden auch mit zwei anderen kommerziellen Kits getestet.
Nur eine Probe (EBV) zeige eine positive Reaktion mit einem der anderen verwendeten Kits.

14, RELATIVE SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT

In einer Kklinischen Studie in einem Krankenhauslabor wurden 205 Proben von gesunden Spendern oder aus der
Serenbank getestet. Die TPHA-Methode wurde zum Vergleich verwendet; die Referenzmethode war der FTA-ABS-
Test. 51 Proben waren positiv fur den TPHA-Test (Titer >= 1/160). Die beiden Methoden stimmten zu 100 % Uberein.
Von den 24 Proben mit einem Titer von 1/80 fihrte die ELISA-Methode in 19 Féllen zu einem positiven Ergebnis;
zwei Falle waren zweifelhaft und 3 negativ. Die Referenzmethode bestatigte die 3 negativen Proben, die mit der
ELISA-Technik ermittelt wurden. Die folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse:

REFERENZ
+ -

Diesse + 74 0
- 2 129

Der Enzywell Kit bietet 97,4 % Sensitivitat und 100 % Spezifitdt im Vergleich mit der Referenzmethode FTA-ABS,
wenn zweifelhafte Ergebnisse als positive betrachtet werden.

15. PRAZISION
Préazision in der Serie

Probe TPG1 TPG 2 TPG 3 Cut Off Positivkontrolle

(Negativ < Cut-Off) | (Positiv >Cut-Off) [Starkpositiv)
N. 24 24 24 12 12
Mittlere 0,18 0,50 1,14 0,28 1,69
0.D.
CV % 6,4 14,0 6,2 3,8 3,6
Interassay-Préazision

| INDEX |
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Probe Mittel Standardabweichung CV%
Positivkontrolle 6,52 0,81 12,4
TPG 1 0,58 0,04 6,9

TPG 2 1,73 0,13 7,5

TPG 3 4,53 0,64 14,1
16. “TROUBLESHOOTING” (PROBLEMLOSUNGEN)

Wenn Sie sowohl die Angaben in der Gebrauchsanweisung fir die Testdurchfiihrung und deren Spezifikationen
beachten als auch sorgfaltig mit den Reagenzien umgehen und pipettieren, kdnnen Sie die folgenden Fehler vermeiden.

PROBLEM

MOGLICHE URSACHE

MOGLICHE PROBLEMLOSUNG

Ungdltiger Testrun
(alle negativ)

Eins oder mehrere Reagenzien wurden nicht
zugefiigt oder in der falschen Reihenfolge.

Uberpriifen Sie die Testdurchfiihrung.
Suchen Sie nach evt. ungenutzten Reagenzien.
Wiederholen Sie den Test.

Nichtreaktive Platte

Prifen Sie den Code auf der Plattenpackung. (Der
korrekte Code ist in der Gebrauchsanweisung unter
Punkt 4 angegeben.)

Prifen Sie, ob die ungenutzte Platte feucht ist. (Das
Silica-Gel Trockenmittel muss blassgelb sein.)
Wiederholen Sie den Test.

Ungdltiger Testrun
(alle positiv)

Kontamination des Substrates

Nehmen Sie ein neues Substrat.

UnvorschriftsmaRiges Waschen

Stellen Sie sicher, dass der Washer korrekt arbeitet.

Schlechte Prézision

Unvollstandiges Waschen der Wells

Stellen Sie sicher, dass der Washer korrekt arbeitet.

UnvorschriftsmaBiges Absaugen der Wells

Stellen Sie sicher, dass der Washer korrekt arbeitet.

Pipettierfehler

Prifen Sie die Pipettierfunktion.

Reagenzienzugabe zu langsam

Vermeiden Sie ein Austrocknen der Platte nach dem
Waschschritt. Geben Sie sofort danach die Reagenzien
zu.

Vorhandensein von Luftblasen

Vermeiden Sie Luftblasen wéhrend des Pipettierens.

Optischer Weg nicht sauber

Uberpriifen Sie die Lichtquelle und den Detektor auf
Verschmutzung. Reinigen Sie den Boden der Platte
mit einem weichen Tuch.

Nicht ausreichende
Farbentwicklung

UnvorschriftsmaRige Inkubationszeit oder -
temperatur

Prifen Sie die Temperaturkontrolle und die
Zeitiberwachung.

Beachten Sie die Vorschriften in der
Gebrauchsanweisung.

UnvorschriftsmaRiges Pipettiervolumen von
Substrat

Prifen Sie die Pipettierfunktion.

10.

11.

12.
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OAHTI'IEY XPHYXHX

ENZYWELL
XIIEIPOXAITH IgG

91050 (EXMVIKE)

1. HOY XPHXIMOIIOIEITAI
ANOZXZOENZYMATIKO KIT I'lA TON IIOIOTIKO ITPOXAIOPIZEMO TQN ANTIZQMATQN 1gG QXPHX
XIIEIPOXAITHE XTON ANOPQITINO OPO.

2. EIZATQI'H

H péoo tov opod didyveon g Zoeiing yivetor pe v dwmictoon vmoapéng, otov opd tov aoBevn, EVOEIKTIKNG
TOGOTNTAG EWOIKMY OVTICOUATOV TNG QYPNG ZTEPOYALTNG.

H pébodog avapopdg ivor 1 FTA-ABS mov emitpéner v aviyvevorn 1600 tov 1gG 6co kot tov IgM. Enedn n
EKTEAEOT] TOL TeOT &ival OVOKOAN Kol 1 €PUNVEID TOV OTOTEAECUATOV dev glvar TO00 €OKOAN, emvonOnkav
gvailaxtikol péBodot ywoo T devkdivvon g OAng dwdwaciog. H ELISA mapéyer avamapayodyyla kot €dKd
OTOTEAEG AT LLE EVIEAMG AVTOLOTO TPOTO, KOt YU VTO TOV AOY0 GUGTIHVETOL Od TOAAOVG XPTOTEC.

Inuavtikny amodekvioetal 1 ewdikn aviivon tov IgM amopovopévev ond tig 1gG ywortl fondd ot didyvoon g
GLYYEVOLG ZOQIANG.

3. AEITOYPI'IKH APXH

To teot avatvong Baciletor otnv apyr ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay).

Mio opdda aviiyovov tng Qypng Zmewpoyaitng, mov &yovv mapaybei pe v uébodo avacHvdeong oe E. coli,
GLVEVAVETAL G| 0TEPEN LOPPT (Touvia oelpds fobpiwv 1X8). Ot €101KEG AVOGOGPAPIVEG GUVEVAVOVTOL LLE TO AVTLYOVO
HEC® NG EMMOOTG OE APULOUEVO avBpmTLVO 0po.

Metd Vv amopdKpuveT, HECH EKTAVONG TOV TPOTEIVAV OV deV EYOVV AVTIOPACEL yivetal 1 endoacn [e To ovlegvypa
OV AMOTEAEITAL OO LOVOKA®VIKA avBpdmiva avticdpata ovti-IgG mov éxovv mpoonueiwbel e vrepo&idao.
AmopokpOvetar ot ovvéyele to ovievypo, mov dev €xel ovvevmbel kol mpootifetar 1o LVROCTPOUO YL TNV
vrepo&daon.

To ypodpa mov mTpokvHTTEL Elvar €VOBEOS aviAloyo pe Tov aplipd TOV eWIKOV AVTICOUATOV Tov Bpickovial 6Tov Vo
e&étaom opo.

4. YXYNOEXH TOY KIT KAI IPOETOIMAYIA TON ANTIAPAXTHPIQN
- To avtidpacthiplo ET0PKOVY Y10, 96 TPOGIOPIGUOVG AVTICMUATMV.
- Agnorte Ta vo £pBovv o€ Beppokpacio TePLPairoviog Tpiy amd TN YP1IoN).

MIKPOITAAKA 12x8 BoBpiwv mov éxovv gvatcOntomombei pe avacuvdvacpéves np@teiveg Qypng
Xrepoyaitng.

Xpnon: Avoi&te 1o mepifAnpa and v avtibetn peptd mov Ppicketor 0 kK®dwOS (éva N mov akoiovbeital and tov
apBud g moptidag) mov ypnotpevel Yo v efakpifoon tng mpoérevong e I[dpte ™ Pdon kot pévo Tig
anopoitTeg Yo o 1e0T Tavieg. TomoBetnote Tig VIOAOWES TV GOKOVAN amd TOALABVAEVIO, mov €yl péoa (eAé
TOPLTIOn, AEULPESTE TOV 0PN KOl KAEIOTE TNV EPUNTIKA.

OPOX EAET'XOY @ETIKOX 1 x 1.6 mL

[epieyopevo: Apaiopévog avBpdmvog opds, HE YVOOTH GLYKEVIPWOOT OVTICOUATOV avii-Zreipoyoims 196G, oe
dddvpa poceoptkod dratog 0.01 mol/L mov mepiéyer BSA 1% kon alidio tov varpiov 0,09%, vypdg, £touog yio
xPNomn Yopic va xpetdleTon TEPIOcOTEPO OPAIMLLAL.

XpAUa: 0 YPOUATICUOG Etvat EVOEWE avAA0YOG TOL 0P1OLLOD TOV OVTICOUATOV.

ICONTROL CUT-OFF EAEI'XOX CUT-OFF 1x2 mL
[epieyopevo:  Apotouévog avlpdmivog opdc, HE YVOOTH GLUYKEVIPMOT OVIICOUATOV ovil-Xuewpoyaitg 109G, oe
dddvpa poceoptkod dratog 0.01 mol/L mov mepiéyer BSA 1% ko alidio tov vatpiov 0,09%, vypdc, £toyog yio
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XPNoM Y®pPic va xpetdleTon TEPIOCOTEPO OPAIMLLAL.

CONJIXYZYTEX 1 x 16 mL

Hepieyopevo: dStdivpa avBpOTVOV LOVOKAOVIKOV avTicopdtov avt-1gG mov égovv mpoonueimdetl pe vrepo&ddon oe
Siilopo poogopkod Ghatog pe meplektikdOT T Govorng 0,05% kot Bronidox 0,02%. ‘Etowo yw yprion ympig va
xperleTon mEPLocHTEPO APOi®LLAL.

[CONTROL IgG - | OIIOE EAEI'XOX APNHTIKOY IgG (PF93910) 1 x 1.6 mL [KOINO XIE OAEX TIZ|

IMAPTIAEX

Iepieyouevo: AvBpdmvog opdg apaiwpévog oe dddvpa pocpopkod diotog 0.01 mol/L mov mepiéyer BSA 1% won
agidio tov vatpiov 0,09%, vypodg, £Toog Yo xpriomn xwpis va xpetaletorl teptocdTePo apaimpia.

AIAAYMA EKIIAYZHE 10X (PF93603) 1 x 100 mL [KOINO XE OAEX TIX TAPTIAEY]
Iepeyduevo: Alatovyo diddvpa (PBS), cupmvukvepévo 10 popéc, mepiéyov Brij 0.5% .

Hoapaokevn): ApaidcTe TV omatovpeyn TocodtTta 6€ avoroyio 1:10 pe amootaypuévo vepd, Yo va mapaucKeELAGETE EVal
Stddlopol EKTAVOTG £TOLHO Yia (PNOT|. ALOADGTE TOVG TVYOV KPVGTAAALOVG oTOoVG 37°C TPV TPOYDPNCETE GTO APOIMLLOL.

AIAAYTHE 10 (PF93621) 1 x 100 mL [KOINOX ZE OAEX TIX APTIAEY]

Xpnoonoleitat yio Ty apaioon Tov dEypatoy.

Mepiexdpevo: Ahatouyxo puBbpiaTikd didAupa (PBS) pe rpwreiveg 10% K.0, adidio Tou vaTpiou KAl XPpWOTIKN
ouoia (TTopTokaAi Tou peBuAiou).

SUBS TMB| YIIOXTPQMA (PF93619) 1x12 mL 'Etotpo yio gpfion [KOINO XE OAEX TIX ITIAPTIAEY]
Hepeyduevo: Tetpapeborofevidivn 0,26 mg/mL kot H202 0,01% otabepomomuévn og kitpkd dopa 0,05 mol/L
(pH 3.8).

H2S04 0.3 M| AIAAYMA ITAPEMIIOAIZHE (PF93602) 1 x 16 mL |KOINO XE OAEX TIZ ITAPTIAEY]
Adivpo H2SO4 0,3 mol/L éroyto yio xprion.

I[MPOXTATEYTIKO INEPIBAHMA (2).
YAKOYAA AIIO IIOAYAI®OYAENIO (1).

YAIKA ATTAPAITHTA ITOY AEN IEPIAAMBANONTAI XTH XYXKEYAXIA

- Enoactmpoag otovg 37°C

- Zvokeun aviyveong pkpomidkag (UKo kopotog 450 11 450/620 nm, pe ypoppukotnta péypt OD >= 2,000)
- Yvokeun ékmivong pkpomhakoag (Ot amapaitntn) woavotntag 225-375 uL

- Amootoyévo 1 amovIGUEVO VEPD

- Ydalwva vikd kobnpepvng xpnong (Sokiaotikol GoAVESG, K.AT.)

- BaBpoloynuévotl cornveg (miméteg) mov pmopovv va avappoencovv 10, 100, 1000 pL staidpatog
- Tévtuo pag xpnong

- Xpovopetpa

- AdAvpa og 5% vroyhmplddovs vatpiov.

- Aoyeia yo, T S1dBgomn TV SuVNTIKG LOAVGUATIKMY VAIKMV

- Amoppopntikd yopti

5. TPOIIOI AIATHPHYHY. KAI Y TAGEPOTHTA TON ANTIAPAYXTHPIQN
Ta avrdpaoTi|plo TPETEL Vo, puAdccovTal o€ Oeppokpacio 2/8°C.
H npepopnvia MiEng avaypdeetor Eexmprotd ndvo og kKGOg avtidpacTiiplo kol £Em 0d KGOE cvokevacia.

To avridpactipro £y0Vv TEPLOPLGUEVT 6TAOEPOTNTA NETA OTTO TO GVOLYIE TOVE 1)/KOL TNV TAPUGKELT TOVS

ANTIAPAXTHPIO YYNOHKEX

MIKPOITAAKA 8 efdopadeg otovg 2/8°C cakovia 0md ToAVOLBVAEVIO

OPOI EAEI'X0OY 5 ePdopddeg otovg 2/8°C

XYZEYTMA 5 ePdopddeg otovg 2/8°C

YIIOZTPQMA péyxpt ™ Aén otovg 2/8°C; 1 gfdopdda otovg 15/30°C; vo puAGoceTal 6T0 GKOTAL
ATAAYTIKO AEITMATQN péypt t ANéEn otovg 2/8°C

ATAAYMA EKITIAYXHX £rolpo yio ypnon 2 efdopddeg otovg 2/8°C, 5 nuépeg atovg 15/30 °C

6. MNPOPYAAZEIX KAI ITPOEIAOINIOIHXEIX

MONO I'TA ATATNQXETIKH XPHXH IN VITRO. NA ®YAAXXETAI XTOYX 2-8°C
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Mpocoyn:

H mopovca cvokevacio mepiéyel avOpOTIVO VAMKO OV €£YEL TEPAGEL 0O TEGT, eyKeKPLuéva amé Tmv FDA, km
&xer Ppe0dei apvnTIKO, TO60 060V 0Popd TV HBSAg kar 6oov agopd ta avricodparte avti-HIV-1, avti-HIV-2 ko
ovti-HCV. Ente101] Kavéve d10yvemoTIKO TE6T 0gV TPOGPEPEL AMOLVT EYYUNG KOl AGQPAAELN (O TTPOS TNV Vapin
1 U1 HOAVGUOTIKAV GTOL(EIOV, KGO avOpamivo viké mpémerl vo Bempeitor @g duvnTikd porivopotikd. Ola Ta
OVTIOPUGTIPLE KOL TO OEiypoTo TPEMEL VO YPNOCLUOTOLOVVTUL GOUOPOVE PE TOVS KAVOVIGUOVS UGPUAEiNS OV
1G6(VOVV GTO EPYOCTNPLO.

Awygipion TOV KATIAOWTOV: TO dEiypoTO TOV 0POV KOL O OVTLOPOCTIPLO OV Yproinonou|dnkay npémer vo
OVTINETOTILOVTOL OC KOTOAOWTO OUVNTIKA MOAVGROTIKG KOU VO 0moppinTovTol oONQOVE HE TIS LGYVOVGES

o TaEeLs.

Y7rodsiEglc Yo TNV TPOCWOTIKN 60C 0OPAAELD,

7. Mnv xévete avappdéenon tov delypato pe to otopo. XpNoonoleite yévtio UG ¥pong Kot TPOCTUTEVTIKE
0BGV KaTd TN Stdpkela TNG avaAivons. Na miévete TolD kald ta yépla cog Letd To TéA0G Kabe avaivong.

8. Ta mapokdtm avidpactipla tepiEyovv epediotikéc 1| Prapepés ovoieg o yaunid Pabuod cvuykévipwong:

To duddvpa Ekhlvong mepiéyet ovoieg Kabapioon

To ovlevypo Kot ta pHelyoTo EAEYYOV TEPLEYOVY PAIVOA

To vréoTpopa etvon 6Evo

O1 opoi eréyyov mepiéyovv Alido tov Natpiov (0.09%),mov pmopei vo oynuatiost pe tov poivfdo M

pe ToV YOoAKO, Aoy EKpNKTIKG peTaAAkd alidted Whpoto.

Av TUY0V €va avTIdpacTiplo Epbet oe emapn L To déppa M pe To patia, EemAdvete ToAD kald pe dpbovo vepd

9. Ta eEaptiuota mov dev eivarl pOG XPNONG TPEMEL VO OTOAVUOIVOVTOL PETA TN YPNON, KOTO TPOTIUNCN OTOV
KAiPavo yuo 1 dpa otovg 121°C; o de e&aptipata pog xp1ong TPEMEL va piyvovTal oTo 01K amoppitplaTo 1 vo
OTOTEPPDVOVTOL.

10. To Beukd o&0 tov Stop Solution kot o VEPOYA®PIKS 0ED TOV ¥PNOIULOTOLEITAL GTO TAVGIHO TOV VIAVOV VAIK®V
kot e&optnudtov, givatl dwfpotikd. IIpocoyn oty xpnon Tove. e TEPInTOON EXUPNG Le TO dEPUA 1] LLE TO LATLOL
TAVOVETE TO. TOAD KOAQL e vepo.

11. Ta vypd andPinta, aeod eEovdetepBolv pe aAKoOMKEG 0VGiEG, TPENEL Vo amoAvpavOobY HEC® TG TPOGONKNG
VIOYA®PLDOOVG VaTpiov, 1060 660 ypeldletar yio va emitevyfel (o TokvoTnTa TovAdyiotov tov 1%. H ékBeon oe
VIOYA@PLDOES VATPlo 610 1% vyio 30 Aemtd Qo mpémer va givarl apkeTy Yol vo, eyyondel pio amoTeEAECUOTIKY
amoAdavon.

12. Toyov vypd katdAowmo amd SVVNTIKG HLOAVGHOTIKA VAKG, TPETEL VO KOOOUPIOTOOV TOYVTATA HE OTOPPOPNTIKO
XapTi Kot 1 poAvcpévn empdaveln vo Kobaplotel, m.y. Le vroylwpuddeg vatplo oto 1%, mpv va cuveyicete Tic
avaAvoets. [oapovsio 0EE0G T0 VIOYA®PLOOES VATPLO deV TTPEMEL VA, XPTCYLOTOMOEL TPV VO GTEYVAOGEL KOAL OAN M
emeaveln. Oha To VAIKA Tov ypnotporodnkay yio tov kafapiopd emipaveldv amd vypa Tov TPOEPYOVTAV UTd
Toyaies ekyvoels, pali Kot o yavtio, Tpémet Bempovvtotl mg SuVNTIKE LoAVSUATIKG aroppippata. Mn Balete otov
KAPovo VAKG OV TEPIEYOVY VTOYADPLDOES VATPIO.

Odnyieg yio pio cwot avéiveon

14. TIpw amd ™ PO OENOTE VO PTACOVY TO. avTIOpacTAplo Kot Ta deiypoto ot Bepuokpacio mepiPdirovtog (18-
30°C). Apéowg petd ™ xpnomn Paite kot TG To avtidpactiplo ot BEon Tovg 6T GuVicTOEVT Beppokpacio.
Eivor moAd onpovtiké va £xete po owotn pvdpion tg Oeppokpaciog Yoo TNV ETOUCN TOV TOEIVIOV.
Beparm0site 6,11 0 Oeppootatng dev katefaivel katTm amd Tovg 35°C kan dev avePaiverl Tave amoé Tovg 39°C.
Avoi&te 1 cvokevooio pe TIG Tovieg o@D TPMTO TNV OENOETE TOVAGYIOTOV [UcH Gpo ce Oeppokpocio
TEPPAAAOVTOG.

15. Mnv ypnoiuonoleite to avtidpacTiplo. HeTd TV nuepounvie AMENG. Amopiyete v pukpoflokn pOAvven tev
avTOpooTNPi®V Yot HEOVETOL 1 €YKLPOTNTO TOL TPOidVTOG Kol pmopel va odnynoet oe AavOoouévo
OTOTEAEGLLOTOL.

16. Mnv aAldEete T Awdikocio Kot PNV oVTIKOTOOTIOETE TO aVTOPACTHPLL Pe GAA OLOPOPETIKNG LAPKAG 1 OO
AN TopTida, TaPd LOVOV GE TEPIMTMOON TOV AVAYPAPETAL 0,TL TO AVTIOPUCTHPLO EVOL KOWO G€ OAEG TG TOpTIdEC.
MnV LEUDGETE TOVG CLUVIGTOUEVOVG YPOVOLS ETDACT|S.

17. Olo ta YOAAIVO QVTIKEIIEVO TTOV YPTCLOTOLOVVTAL GTO TECT, TPEMEL VO, TAEVOVTOL KAAG e VOPOYAPIKO 0D 2M
Kol VoL EETAEVOVTOL KOAGL [LE ATOGTAYUEVO 1) LUE ATLOVIGUEVO VEPD.

18. Amo@¥yete TN YPNON KOTOWYVKTOV HE aVTOUATY aOWVEN, Y10 T d0T PN oT TOV JEYUATOV.

19. Mnv exbétete o avTdpaotiplo. 6€ Suvatd POTIGHO 0VTE G€ VIOYAWMPIMIEIS ATHOVG KATA TNV omobnkevon 1| v
EMMOON.

20. Mnv apnvete va oteyvadvouy ta fobpia Kotd T didpkela TV TEOT.

21. Amogevyete T S100TAVPOVUEVT HOAVVOT UETOED TOV OVTIOPACTNPIMV. XPNGLLOTOIELTE TIG KELOIKESH TUTETEC.

22. Mnv akovumdre to xeiln tov fobpinv pe 1o culevyna. Mnv guodte TAve GTIG PIKPOTAGKES.
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23. Ot avoooeviupatikég avoAdoelg PTopel vo. Tapovstdoouy Kopd @opd diatovia gawvopeva ota yeiln ("edge
effect"); Mropeite va ta ghoyiotonomoste avEdvoviag v vypacio katd mv endaocn. Ot TAdkeg Tpénel va
KoAOTTOVTOL Ko pETd vo tomofetovvtor yw emdacn otovg 37°C, N oe umevpapl xpnoLOTOIOVTAG £V
VIOCTHPIYUA, 1] OTOV EMMOCTNPN. oV EVOAAOKTIKN AVom ot TAdkeg pmopel va tomofetnfovv yia v endacn o€
évav ewdkd avaidmn. o mepiocodtepeg mAnpogopiec cvpPfovievteite to PifAio odnyudv g cvokevng. Mnv
XPNOOTOIELTE EMMATTNPES TOL AgtTovpyolv pe CO;,

24. Tlpw dwPdoete v TAdka PePoiwbeite 6,T1 | Paon g glvar oteyvh Kol Kabapn Kot 0,TL 0EV VITAPYOVY PVGOAMOEG
aépa GTNV EMPAVELL TOV VYPOD.

25. H ypnoyomoinon detypdtmv pe vynin apdAvor, oyt TEAEd TNyUEVOD 0poD, TAAGUATOG e Vivh 1 SELYHATOV UE
pikpofrokn poéivven propel vo. 00Ny oEL 6€ EGOOAUEVO ATOTEAEGLATOL.

26. Awpaocte to Piiio 0dNYIOV KAOE GLOKEVNG TOL YPNOLOTOIELTE, FIVOVTOG LEYOAN TPOGOYN OTA TAPAKAT® oTueio:

- £YKOTAOTOOT Kot E01KEG TpoUmobéoelc.

- AELTOVPYIKY| apyn, 0dMYiES, TPOPLAGEELS, Kivouvol.

- TEYVIKEG TANPOPOPIEG TOV KATOOKEVOOTN KOl OTOSOGELS TNG CVGKELNG.
- GUVTHPNON Kot TEYVIKN e&umnpénon.

7. EIAOX AEITMATOX KAI AIATHPHXH

To otévtapvt €1dog delypatog amoteleitarl amd opd TPOEPYOUEVO A0 KAVOVIKT OLLOANyia amd o AEPa Kot TpEmet
va ypnotponombel coppmva pe Tig kabopiopéveg dadikacies aopaleiog tov gpyactnpiov. ‘Eva npoéceato deiypo
umopel vo dratnpnBel yuo 4 nuépeg otovg 2/8°C ko yo peyardtepeg meplodovg otovg —20°C . To delypo pmopel va
amoyvyfel to TOAD 3 Popéc. ATOPEVYETE TN YPTOT CVTO-ATOYLYOUEVOV YUYEIMV YO T GUVTNPNCT TOV OELYUATOV.
Ta delypoto mov £xovv amoyvybel, mpémetl va avakvnBovv Told Kodd mpv amd v aviivon. H adpavomroinon Adywm
g Oeppottag pumopei vo 0dNynoel o ec@oipéva amotedéopato. H moldtnta tov deiypatog uropei va adloiwdel o
peydro fabud amd Tuyxdv pkpofraxy poilvven kat vo ddoet AovBaouéveg evoeitelc,

Aglypoto MTopiKd, IKTEPIKA, 1 EMUELOAVGLEVA, dEV TPETEL VOL XPT|CLLOTOLOVVTAL.

Mn ypnoYOTON|GETE TO TAPOY TEGT 6€ TAAGNA OVOpOTivoy aipaTog.

8. ATAAIKAYTA

Méow yeipiotn
- IIpogtoydote tov amapaitnTo oplOpd Tavidy TEoT.

- Etowdote to didhopa Exkmivong apardvovtag to Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H;0).

Apoidote to detypato og avaroyio 1:51 piyvovtag 20 pL opov oe 1 mL doivtikov, kot pi&te 100 pL apoi@pévov
delypotog oe kdbe Pobpio (cvvictdtar avdivon eig durAovv). Tomobetote o€ pia Tovio Tovg 0povg eAéyyov OXI
APAIQMENOYZX (100 pL avé Bobpio). Eivar arnapaitntol, tovddyiotov, 1 apvntikdg, 2 cut-off kot 1 Betucde.

Apnote éva Pobpio glevBepo Yo po avaivon yopic delypa, ypnoonotdvtag povo 100 pL and 1o vrdécTpopua.
Koloyte ta fobpia pe 1o mpoctatentikd nepifAnpa kot torodetiote ta ylo endaon yio 45 Aentd oe 37°C. Metd and
4 gkmiooelg, ddpketag 30 devteporéntav 1 pia (300 pl) mpocsbiote 100 pL cvledypatog oe kébe Pobpio kot Barte Ta
Kot T otV endaon yio 45 Aentd otovg 37°C apod kalvyete ta fobpia pe To Tpoctatevtikd mepiPAnua. [TAdvte Kot
TIAL TNV TAGKO Yo 4 popéc, OmmG meptypapetat mponyodueva, kot Badite 100 pL Yrootpodpotog oe kébe Bobpio.
Metd amo 15 Aentd og Oegppokpacio meptBdilovtog ctapatiote v evivpotiky avtidpacn pe 100 pL Stop Solution.
AwBdote v Tiuf Aroppdenong (0.D.) ota 450 nm 1 ota 450/620 nm péca o 30 Aemtd.

| 9. Awypappa g avédiveng

Méow yeprom

STEP 1 Bakte 100 pL opod apoiwpévov/diovyoig/eAéyyov ota Pobpia g tauviag.

Enwdote yio 45 Aentd otovg 37°C

EenmAovate 4 gopég (300 ul)
STEP 2 Béhte 100 pL peiypa ovledypatog ava Bobpio.

Enwdote yo 45 dentd otovg 37°C

Eemidvate 4 popég (300 pL)

STEP 3 Bakte 100 pL vrootpodpatoc avd fobpio.

Enwdote yio 15 Aentd og Oeppokpoacio meptpdAiovtog
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STEP 4 Ipocbéote 100 pL Stop Solution
MoBdote v iy Ioydog g Amoppdgnong (O.D). ota 450 nm péoa og 30 min.

10. EI'KYPOTHTA TOY AITIOTEAEEXMATOX TOY TEXT

A@apéote TNV TN TOV dlawyovg amd OAeG T AAAes. To Betikd mpémet va €xet pua Tur OD ion tovAdyiotov 1,5 eopd
pe v T tov Cut-off. H oyéon peta&d tov Apvntikod kon tov Cut-off mpénet va givan <= 0,6. H D.O. tov cut-off
nmpénel va ol >= 0,2 oto 450 nm ko >= 0,16 ota 450/620 nm.

11. EPMHNEIA TON TIMON TOY TEXT

Iowtikd amoteréopata

Av 1 ryn Ioyvog g Amoppdenong tov deiypotog sivar peyordtepn and to Cut-off, 1o deiypo Oa mpokdyel OeTikd
AOYO ™G mapovoiog tov eWkodv 1gG tov avirydvov.

Yrohoyiote ™ oyéon petald g péong twng g O.D. tov e€etaldpevov deiypatog kot tov Cut-off (INDEX). To
delypa Ba giva:

Oetikd: av 1 oxéon eivar > 1.2.
Angiporo: = = 20% tov Cut-off.
Apvntikd: av 1 oyéon eivor < 0.8.

Y nepintoon acu@os anoTEAEGHATOC, EXOVAAAPUTE TO TE0T. AV TO OTOTEAEGLO TOPAUEIVEL Kat TTaA apeiforo, TOTE
enovaldfote v apoinyia.

12. OPIA THX ANAAYXHX
Opot mov éyovv AnNeBel katd v ddpketa g o&eiog eAong ™G LOAVVONGS, OTAV VILAPYOLY UOVO AVTICOUOTO THG TAENS
tov IgM, pmopet va SOGoVV apvnTIKEG TYEG LLE QTN TV TEXVIKY.

To eninedo Twv IgM avti-Qypric Enepoyaitng npémet va vroloyiletar ypnowonoidvrag to kit Enzywell Treponema
pallidum IgM. EvaAlaxtikd Ba yiver puo avéivon, og éva, dedtepo deiypa mov Oa Angdei 8-14 nuépeg apydtepa, yia vo
eEaxpPobel pia toydv adénon g Tung tov 1gG.

To amotéheopa TOV TEOT TPEMEL VO, avTITOPoPANOel pe To AmOTEAECUATA TTOV TPOEPXOVTOL OO GAAEG SLYVOGCTIKEG
€peuvec.

Yrdpyst mBavoTnTa S1eToVPOVUEV®V AVTIOPAcE®V oTa delypata Tov TEpEyovy avticopata avti-E. coli.

Av kot o1 0pol Tov TEPIEYOVTAL GTI GLOKEVAGIN, £X0VV TOPACKELOGTEL GUUPWVA e Tov opd avapopdg g [1.0.Y.,
propel va TopoatnpnBodv peptic€g d10popéc av To 1010 detypa avorvbel Le dSapopeTikég TEXVIKES OvAAVGONG OpPOL.

13. ANAAYTIKH EIAIKOTHTA

‘Eywav teot og 25 opolg acBevdv mov mepieiyov avticopota avti-Borrelia burgdorfei, oe 12 mov mepieiyav
avuiupnvikd avticopata (ANA), kot o 12 mov mepieiyav avticopata avti-Epstein Barr Virus. Xt cuvéysia éywvav
1e0T ota {610 detypata pe 0o Ao kit avdivong mov dotibevtar oty ayopd. Xe éva uovo deiypa (EBV)
napatnpnOnke OeTikn avtidpaon pe évo amd To 2 ayopaciéva, KIT ToL giyav yprnoytomomdei.

14. EYAIZOHXIA KAI AIATNOQYXTIKH EIAIKOTHTA

e éva KAk melpapio Tov £Y1ve o€ £va VOGOKOUELNKO pyaoTiplo, avoivdnkay 205 deiypoato tpogpydpeva 1060 omd
vyteig 00teg 660 kat and apyeio dwtnpnuévav opmv. H pébodog TPHA ypnoiporombnke g avtimapoforn, evd 1
teyvicn FTA-ABS ypnoyomomnke mg pébodog avapopds. 51 deiypata mpoékvyav Beticd oto teot TPHA (T >=
1/160). Ot tipég OAmv TV detypdtov kot pe Tig 000 avtég pebddovg, cuvéneoav katd 100%.

Ye 24 detypara pe iun 1/80, n néBodog ELISA €dwoe Betikd amotéleopa og 19 mepimtdoeic, dvo frav apeifora kot 3
apvntikd. H péBodog avaeopds emPefaiove ta 3 apvnrikd mov Ppébnkav pe v ELISA. Ta omotedéoparta
cuvoyilovtal 6ToV TaPAKAT® TIVOKAL:

ANA®OPA
+ -
DIESSE + 74 0
- 2 129

To xit Enzywell éyet o evarsOnoio 97,4% won pia ewdikotnra 100% ypnoporoidvrag v FTA-ABS wg pébodo
avaeopds kol Oeopmvtag To apueiPoAa amoteAéopato MG OETIKA.
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15. AKPIBEIA

Axpipero katd TNV doKun

GR 26/46

Agtypa TPG1 TPG 2 TPG 3 Cut Off Betkoc EAeyyog
(Apvntiko < | (@etkd >Cut  [loyvpd OeTid)
Cut off) off)
Ap. Aoxiuarv 24 24 24 12 12
Méon D.O. 0.18 0.50 1.14 0.28 1.69
CV % 6.4 14.0 6.2 3.8 3.6
Akpifero katd TIg doKpuég
INDEX

Asgtypa Méon tiun Hapékkiion CV%

ZTOVTOPVT
C Pos. 6.52 0.81 12.4
TPG 1 0.58 0.04 6.9
TPG 2 1.73 0.13 7.5
TPG 3 4.53 0.64 14.1

16. OAHT'OX I'TA THN ANTIMETQIIIXH TON IPOBAHMATON KATA TH XPHYXH

NMPOBAHMA

MI©ANH AITIA TOY
NMPOBAHMATOZ

MPOTEINOMENH AYZH

Aladikacia akupn (6Aa

apvnTIKA)

‘Eva 1] TepioadTEPQ
avTIOpaaTHpIa OEV TTPOCTEBNKAV
N TTpooTéBnKav o€ AdBog oeipd.

EAéyEre kai TTdAI T Siadikaaia.
EAEyETE av €xouv TTpoaTebei OAa Ta
avTidpaoTApIa.

EmmavaAdRere 1o TEOT.

H mAdka dev avTidpd

EAEyETE TOV KWOIKG OTNV GaKOUAA TNG
TTAGKOG (BA. TIG TEXVIKEG OONYIEG OXETIKA
JE TOV 0WaTd KWOIKO).

EAEyETe TUXOV TTOpouTia uypagiag oTnv
un xpnoigotroinuévn TTAdka (To CeAé
TTUpITIOU TTPETTEI VA Eival wXPO KIiTPIVO).
EmavaAdBere 10 TEOT.

Aladikacia akupn (6Aa BeTIKA)

MoAuopuévo utréoTpwia

XpnoipotroinoTe véo,kabapo
UTTOOTPWA.

AveTTapKEG TTAUCIYO

EAéyETe av n ouokeur €KTTAUGNG
AgIToupyei owaTd.

Melwpévn akpipela

AvetTapkng avappoéenan amo Ta
BoBpia

EAéy&Te av n ouokeur €KTTAuong
AgIToupyei owaTd.

Avetrapkng avappoéenaon amo Ta
BoBpia

EAéy&Te av n ouokeur| €KTTAUCNG
AeIToupyei cwoTd.

NavBaouévn avappoéenon

EAEETE TN AeiToupyia TNG TTITTETOG.

[MpocOnkn Twv avTidpacTnpiwv
TTOAU apyn

Mnv aenoete Ta foBpia va ¢epabBolv
META atrd TNV éKTTAUOT. NpocBéaTe
auEéowG Ta avTIdpacTrPId.

Mapouaia euoaAidwv agépa

ATTOQUYETE TOV OXNUATIOUO QUOANIdWY
aépa KAtd Tnv avappoenon.

OTrmikry diadpopn 6x1 dlauyng

EAEyETE TNV QWTEIVA TTNYA YIa TUXOV
TTapoucia akabapoiwv. Kabapiote KaAd
TNV TTAAKQ JE £va XAPTOUAVTIAO.

AVETTOPKAG XPWHATIONOG

NavBaouévog o xpoévog A n
BepPoKPATia TG ETTWACNG

EAEyETe TN pUBUION TNG BeppoKpaaiog
KQl TOV XpOVO ETTWACNG.

AkoAouBnoTe maoTd TIG 00nyieg Xprong

To uTTGoTPpWHA TTPOCTEBNKE O€

A&Bog TTocdTNTa

EAéyETe TN AciToupyia TNG TITTETAG.
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZYWELL
TREPONEMA 19G

91050 (Espafiol)

1. INDICACIONES
KIT INMUNOENZIMATICO PARA LA DETERMINACION CUALITATIVA DE ANTICUERPOS DE
CLASE 1gG HACIA TREPONEMA PALLIDUM EN SUERO HUMANO.

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

La diagnosis en suero de la Sifilis es realizada demostrando la presencia de los niveles significativos de anticuerpos
especificos para Treponema pallidum (TP) en el suero del paciente.

El método de referencia es el FTA-ABS, que permite la deteccién de 1gG e IgM. Pero dado que la ejecucion es
laboriosa y la interpretacion del test no es simple, se han introducido métodos alternativos para simplificar el
procedimiento.

La técnica ELISA ofrece resultados automatizados, reproducibles y especificos, y por esta razon muchos operadores la
prefieren.

La técnica especifica de IgM, opuesta a la de IgG, es de particular importancia en la diagnosis de Sifilis congénita.

3. PRINCIPIO DEL METODO

El test se basa en la técnica ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay) (1-6).

Un pool de antigenos T. Pallidum obtenido por la técnica recombinante en E. Coli se une a la fase sélida (tiras de 8
pocillos). Las imunoglobulinas especificas se unen al antigeno por medio de incubaciéon con el suero humano
diluido.Después de lavados para eliminar las proteinas que no han reaccionado, se ejecuta la incubacion con el
conjugado, compuesto de anticuerpos monoclonales 1IgG humanos marcados con peroxidasa. Eliminar el conjugado que
no se ha unido y afiadir el substrato para 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 de su uso.

MICROPLACA 12x8 pocillos recubiertos de un pool de proteinas recombinantes de Treponema pallidum
Uso: Abrir el envase de la placa desde el lado opuesto del cddigo (SR seguido por el nimero de lote) que sirve para su
identificacidn,; 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 1x 1.6 mL

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

Color: el color de los calibradores es proporcional al titulo del anticuerpo.

ICONTROL CUT-OFF CONTROL CUT OFF 1x2 mL

Contenido: Suero humano diluido de concentracion conocida de anti-Treponema IgG, en tampon fosfato 0.01 mol/L,
con BSA 1% y azida sodica al 0.09%, liquido, listo para su uso sin dilucion adicional.

Color: el color de los calibradores es proporcional al titulo del anticuerpo.

CONJ| CONJUGADO 1x16 mL
Contenido: una solucion de anticuerpos monoclonales marcados con peroxidasa, con fenolo 0,05% y Bronidox 0,02%.
Listo para su uso sin dilucion adicional.

ICONTROL IgG - | 1gG CONTROL NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Suero humano diluido en tampén fosfato 0.01 mol/L, con BSA 1% y azida sodica al 0.09%, liquido, listo
para su uso sin dilucién adicional.
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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 tampdén de lavado listo para
su uso. Si hay cristales presentes, disolverlos a 37°C antes de diluir.

SAMP DIL 10| DILUYENTE 10 (PF93621) 1x100 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Solucién de proteinas (10%) en tampdén fosfato con azida sédica 0.09% con adicidn de metilnaranja como
conservante.

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL Listo para su uso INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL y H202 0,01% estabilizados en tampon citrato 0.05 mol/L (pH 3,8).

H>S04 0.3 M| SOLUCION BLOQUEANTE (PF93602) 1x16 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Solucion de H2SO4 0.3 mol/L, lista para su uso.

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

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS

- Incubador a37°C

- Lector de Microplacas (longitud de onda 450 o 450/620 nm, con linealidades por lo menos hasta OD >= 2,000)
- Lavador de Microplacas (no indispensable) para dispensar volumenes entre 225-375 pl
- Agua Destilada o desionizada

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

- Micropipetas de precision para extraer 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 adsorbente

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 preparacién

REACTIVO CONDICIONES

MICROPLACA 8 SEMANAS 2/8°C bolso de pléstico

SUEROS DE CONTROL 5 SEMANAS 2/8°C

CONJUGADO 5 SEMANAS 2/8°C

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

SOLUCION DE LAVADO 2 semanas 2/8°C 5 dias a 15/30 °C

SOLUCION BLOQUEANTE hasta la fecha de caducidad a 2/8°C,

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

Cuidado:

Este kit contiene materiales de origen humano que han sido testados y dieron resultados negativos en las
pruebas aprobadas por la FDA para la presencia de HbsAg y de los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-
HCV. Dado que ninguna prueba diagnoéstica 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 segiin las practicas de seguridad cominmente adoptadas en la
préactica 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:
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1. No pipetear por via oral. Usar los guantes de un solo uso y la proteccion para los ojos al manejar las muestras y
durante la prueba. Lavar las manos a fondo después de terminar el test.

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

a) El tampdn de lavado contiene detergentes

b) El conjugado contiene fenol

c) Elsubstrato es acido

d) Los reactivos contienen Azida Sodica (0.09%) que puede reaccionar con cobre y plomo y formar
&zidas metélicas potencialmente explosivas.

Si cualquier reactivo entra en contacto con la piel u o0jos, 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 &cido sulftrico contenido en la Solucién 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
area contaminada tendra que ser limpiada, por ejemplo con hipoclorito de sodio al 1,0%, antes de se que se
continde el trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe utilizar en derrames que contengan &cido antes de que la
zona sea limpiada . Todos los materiales utilizados para limpiar derrames, incluidos los guantes, se deben desechar
como residuos potencialmente infecciosos . No autoclavar materiales que contengan hipoclorito de sodio.

Precauciones analiticas

1. Poner todos los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (18-30°C) antes de su uso. Inmediatamente
después del uso poner los reactivos a la temperatura de 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..

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

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

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

incubacion.

Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.

Evitar la contaminacién cruzada entre reactivos. Es importante usar pipetas exclusivas para cada reactivo..
Evitar de tocar el borde del pocillo con el conjugado. No salpicar sobre las microplacas.

Las titulaciones inmunoenzimaticas de vez en cuando pueden presentar un particular efecto llamado "edge
effect" (“efecto filo”) que debe reducirse al minimo aumentando el valor de la humedad durante las fases de la
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, o un incubador. Alternativamente, incubar las placas en un analizador
aprobado. Para més informacién consultar el manual de usuario del equipo. No utilizar incubadores de CO5.

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 informacion sobre los puntos

siguientes:

- instalacién y requisitos especificos

- principios operativos, instrucciones, precauciones y riesgos
- especificaciones del fabricante y rendimiento del equipo

- mantenimiento y servicio técnico

©o~N®

7. TIPO DE MUESTRA Y CONSERVACION

El tipo de muestra es suero recogido normalmente 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.
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La inactivacion al calor puede proveer resultados erréneos. La calidad de la muestra puede ser seriamente afectada por
la contaminacion micrébica que conduce a resultados erréneos.

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

El test no se puede aplicar a plasma humano.

8. PROCEDIMIENTO

Método Manual

- Preparar el nimero requerido de tiras.

- Preparar el tampdn de lavado diluyendo la solucién de lavado 10x (100 mL + 900 mL H,0).

Diluir las muestras 1:51 poniendo 20 pL de suero en 1 mL de diluyente. Dispensar 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). El requisito minimo indispensable es 1 control negativo, 2 cut-off y 1 positivo. Dejar un pocillo libre
para efectuar el blanco, utilizando s6lo 100 pL de la mezcla substrato.

Cubrir los pocillos con la cinta protectora e incubar 45 minutos a 37°C. Lavar 4 veces, dejando la solucidn de lavado en
el pocillo 30 segundos cada ciclo (300 pL). Afiadir 100 pL de conjugado a cada pocillo e incubar de nuevo 45 minutos
a 37°C, cubriendo los pozos con la cinta protectora. Lavar la placa otra vez 4 veces, como se describié anteriormente.
Finalmente distribuir el Substrato, 100 uL/pozo.

Después de 15 minutos a temperatura ambiente parar la reaccion enzimatica 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

Método Manual

STEP 1 Poner 100 pL de la muestra diluida/ controles en los pocillos.

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

STEP 2 Afadir 100 pL de conjugado a cada pocillo

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

STEP 3 Afadir 100 pL de Substrato a cada pocillo

Incubar 15 min. a T.A.

STEP 4 Afadir 100 pL de Solucién Bloqueante

Leer la adsorbancia a 450 nm dentro de 30 min

10. VALIDACION DEL TEST

Restar el valor del blanco (<= 0.150) a todas las otras lecturas. El valor positivo debe tener D.O. igual por lo menos a
1.5 veces del suero Cut-off. La relacién 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

1. 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 entre el valor medio de D.O. de la muestra y la del Cut-off (INDEX).

La muestra se considera:

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

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

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

El nivel de las IgM Treponema pallidum tendria que ser determinado usando el kit Enzywell Treponema pallidum
IgM. Alternativamente, se analizara una segunda muestra de suero recogida 8-14 dias después para determinar un
eventual incremento del nivel de anticuerpos 1gG.

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

Existe la posibilidad de reacciones cruzadas si las muestras contienen anticuerpos E. Coli. Aunque los sueros de control
utilizados en los Kits sean calibrados segun la referencia WHO, algunas discrepancias de resultado se pueden observar
cuando el mismo suero esta probaso con distintas técnicas seroldgicas.

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA

Se ensayaron 25 sueros de pacientes con anticuerpos anti-Borrelia burgdorfei, 12 con anticuerpos anti-nucleares
(ANA), y 12 con aanticuerpos anti-EB. Las misma muestra se ensay6 con dos otros kits comerciales. En una Unica
muestra (EBV) hubo una reaccion positiva con uno de los Kits utilizados.

14. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIAGNOSTICO

En una prueba clinica ejecutada en un laboratorio hospitalario, se analizaron 205 muestras procedentes de de donantes
sanos o de la recoleccion de sueroteca. EI método TPHA fue utilizado en comparacién, con el método de referencia
FTA-ABS. 51 muestras fueron positivas al test TPHA (titulacién >= 1/160) y un acuerdo del 100% fue encontrado en
estas muestras entre los dos métodos. De 24 muestras con titulacion de 1/80, el método ELISA dio un resultado
positivo en 19 casos; dos fueron dudosos y 3 negativos. ElI método de referencia confirmé las 3 muestras negativas
detectadas con ELISA.

Los resultados pueden ser resumidos como sigue:

REFERENCIA
+ -
DIESSE + 74 0
- 2 129

El kit Enzywell ofrece sensibilidad del 97.4% y especificidad del 100%, comparado con el método de referencia FTA-
ABS, y considerando los resultados dudosos como positivos.

15. PRECISION
Precision intra-ensayo
Muestras TPG1 TPG 2 TPG 3 Cut Off Control Positivo
(Negativo < | (Positivo >Cut |(Fuertemente
Cut off) off) positivo)
N. Replicados 24 24 24 12 12
Media O.D. 0.18 0.50 1.14 0.28 1.69
CV % 6.4 14.0 6.2 3.8 3.6
Precision realizada en series
INDEX
Muestra Media Deviacion CV%
Estandar
Control 6.52 0.81 12.4
positivo
TPG 1 0.58 0.04 6.9
TPG 2 1.73 0.13 75
TPG 3 4,53 0.64 14.1

16. GUIA DE_RESOLUCION DE PROBLEMAS

PROBLEMA

ERROR

POSSIBLES FUENTES DE

PRUEBA U ACCIONES

Uno o mas reactivos no han sido

Serie no valida (todos negativos) Controlar de nuevo el procedimiento

Controlar si hay disoluciones que no se

afadidos o han sido afiadidos en
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secuencia errénea .

hayan utilizado.

Placa no reactiva

Controlar el codigo del envase de la placa
(ver punto 4 de la informacién técnica para
el codigo 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

Adicién 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 incubacioén.

Seguir cuidadosamente las instrucciones.

Volumen inadecuado de substrato
afiadido a la placa

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

ENZYWELL
TREPONEMA 19G

91050 (Francais)

1. UTILISATION
METHODE IMMUNOENZYMATIQUE POUR LA DETERMINATION QUALITATIVE DES ANTICORPS
I9G ANTI-TREPONEMA PALLIDUM DANS LE SERUM HUMAIN.

2. INTERET CLINIQUE

Le diagnostic sérologique de la syphilis s’effectue au travers de 1’identification des anticorps spécifiques a titre
significatif pour le Tréponeme pallidum dans le sérum du patient. La FTA-ABS est la méthode de référence qui permet
de détecter les IgG ainsi que les IgM. Etant donné que I’exécution de cette méthode est laborieuse et que
I’interprétation des résultats n’est pas facile, des méthodes alternatives ont été recherchées pour en simplifier le
déroulement. Le systeme ELISA offre des résultats répétables et spécifiques de fagon complétement automatique. C'est
la raison pourquoi nous le préférons. Le dosage spécifique des IgM plutdt que des IgG est tres important dans le
diagnostic si la syphilis est congénitale.

3. PRINCIPE

Le test se base sur le principe ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay). Un groupe d’antigénes T. pallidum
obtenus avec une technique recombinante dans I’E. Coli, est lié¢ a la phase solide (puits de la barrette 1x8). A travers
I’incubation dans le sérum humain dilué, les immunoglobulines spécifiques se lient a 1’antigéne. 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 lié est éliminé et 'on ajoute le substrat. La couleur qui apparait dépend de la concentration
en anticorps spécifiques dans le sérum examiné. Quand la réaction enzymatique est interrompue par I’ajout d’une
solution d’acide sulfurique. La couleur jaune qui apparait alors se lit facilement avec le lecteur des microplaques.

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

Porter les réactifs & température ambiante avant de les utiliser.

MICROPLAQUE 12 x 8 puits sensibilisés avec un groupe de protéines recombinantes du T. pallidum
Utilisation : Découper le sachet du c6té opposé au code (SR, suivi par le numéro du lot) qui sert & son identification.
Sortir le support et les barrettes nécessaires du papier d’emballage et placer les barrettes non utilisées dans le sachet en
plastique avec le gel de silice. Chasser I’air du sachet et le fermer en exergant une pression sur la fermeture.

CONTROLE POSITIF 1x 1.6 mL

Composition :  Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgG anti-Tréponeme, 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 ’emploi sans autre dilution.

ICONTROL CUT-OFF CONTROLE SEUIL 1x2mL

Composition :  Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgG anti-Tréponéme, 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.

CONJ|CONJUGUE 1 x 16 mL
Composition : Anticorps monoclonaux anti-lIgG marqués a la peroxydase, dans un tampon phosphate contenant 0.05 %
de phénol et 0.02 % de bronidox.. Prét a I’emploi.

ICONTROL IgG -| CONTROLE NEGATIF IgG (PF93901) 1 x 1.6 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
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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 I’eau distillée pour obtenir un tampon de lavage prét a I’emploi.

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

SAMP DIL] DILUANT 10 (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 Prét a I'emploi. LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Tétraméthylbenzidine (& 0.26 mg/ml) et peroxyde d’hydrogéne ( H2O; & 0.01 %) stabilisé dans un
tampon citrate (a 0.05 mol/l). pH = 3.8.

H2S04 0.3 M| SOLUTION D’ARRET (PF93602) 1x 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 & 37 °C

- Lecteur de microplaques (longueur d’onde 450 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 prélevement précis de 10, 100, 1000 ul de solution

- Gants a jeter

- Compte-minutes

- Solution 5 % de sodium hypochlorite

- Récipients pour les matériaux potentiellement infectieux

- Papier absorbant

5. MODALITES DE CONSERVATION ET STABILITE DES 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 ’aperture et/ou la préparation.

REACTIF CONDITIONS

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

CONTROLES 5 semaines a 2/8 °C.

CONJUGUE 5 semaines a 2/8 °C.

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

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

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

6. PRECAUTIONS D’UTILISATION

POUR DIAGNOSTIC IN VITRO.

ATTENTION Ce kit contient des matériaux d’origine humaine. Bien que tous les produits d’origine humaine
aient subi un contréle de dépistage négatif, concernant les anticorps anti-VIH 1 et 2, les anticorps anti-VHC et
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
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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

bd) Le conjugué et les contrdles 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 composeés explosifs.

En cas de contact d'un réactif avec la peau ou les yeux, les laver a grande eau.

Les instruments que ne sont pas & jeter doivent étre stérilisés aprés 1’emploi, de préférence en autoclave pendant
1ha121 °C. Les matériaux a jeter doivent &tre mis en autoclave ou incinérés.

L’acide sulfurique contenu dans la solution d’arrét et 1’acide chlorhydrique utilisé pour laver la verrerie sont
corrosifs ; ces substances doivent étre utilisées avec prudence. En cas de contact avec la peau ou les yeux, les
laver a grande eau.

Les matériaux liquides a jeter, neutralisés avec une solution alcaline, doivent étre désinfectés avec de
I'nypochlorite de sodium en quantité suffisante pour obtenir une concentration finale de 1 % au moins. Une
exposition a I'nypochlorite de sodium 1 % pendant 30 minutes suffit pour garantir une désinfection efficace.

En cas de renversement accidentel de matériaux potentiellement infectieux, essuyer immédiatement avec du
papier absorbant et nettoyer le plan de travail avec, par exemple, de I’hypochlorure de sodium (1 %), avant de
continuer le test. En présence d’un acide, on pourra utiliser I'hypochlorite de sodium seulement aprés avoir
essuyé la zone. Tous les matériaux utilisés pour nettoyer un renversement accidentel doivent étre éliminés
comme étant potentiellement infectieux.

AVERTISSEMENTS ANALYTIQUES

1.

© o ~N®

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 contréler 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 & 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, a moins
qu’il ne soit précisé que le réactif est interchangeable parmi différents lots. Les temps d’incubation ne
doivent pas étre réduits.

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

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

Eviter le desséchement des puits pendant le test.

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

Eviter de toucher ou d’éclabousser le bord du puits avec le conjugué. Ne pas souffler sur les microplaques.
Les dosages immunoenzymatiques présentent parfois un « effet de bord » (« edge effect ») ; cet effet peut
étre minimisé en augmentant 1’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.

12.  L’utilisation du kit avec des instruments automatiques doit étre validée par I’utilisateur.
13.  Lire attentivement les modes d'emploi des instruments utilisés ; en particulier, il faut préter attention :

7.

- 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 l'assistance technique.

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...+8 °. Pour un stockage plus long,
congeler les sérums & — 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

Rif. 10 - 09/018 — Inf. Tecn. 91050 — Ed. 23.02.2012



FR 37/46

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

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

8. PROCEDURE
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).

Exécution

Diluer les échantillons 1 :51 en versant 20pl de sérum dans 1 mL de diluant ; distribuer 100 pl de chaque échantillon
dilué dans les puits (il est conseillé d’effectuer I’analyse en double). Mettre les controles NON dilués (100 pl/puits)
dans une barrette. Le numéro minimum indispensable est 1 négatif et positif et 2 cut-off. Utiliser un puits pour effectuer
le blanc, en ajoutant seulement 100 pl de substrat par puits. Couvrir les puits avec la feuille de protection.

Incuber pendant 45 minutes a 37 °C. Laver pendant 30 secondes (300 L), répéter la phase de lavage 4 fois. Ajouter
100 pl de conjugué (protéines recombinantes purifiées du Treponema pallidum marquées a la peroxydase) 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 ul / puits). Incuber 15 minutes a température
ambiante. Ajouter 100 pl de solution d’arrét.

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

9. SCHEMA D’ANALYSE

le ETAPE Mettre 100 ul de sérum dilué/contréles dans les puits de la barrette.
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 L)

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

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

10. VALIDATION DU TEST - CONTROLE QUALITE

Lire les absorptions a 450 nm et en déduire la valeur de la D.O du blanc (<= 0.150). Le contr6le positif doit avoir une
D.0 1,5 fois supérieure a celle du sérum seuil.

Le rapport des D.O du contr6le négatif et du sérum seuil doit étre <= 0.6.

La D.O. du contr6le seuil doit étre >= 0.2 2 450 nm et >= 0.16 a 450/620 nm.

11, INTERPRETATION DES RESULTATS

Résultats qualitatifs

Si la valeur de I’0O.D. du sérum est supérieure au sérum seuil, 1’échantillon est positif en présence d'IgM spécifiques
contre le tréponéme.

Calculer le rapport entre la valeur d’absorption de 1’échantillon et celle du seuil (Indice).

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
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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 ’infection, quand seulement les anticorps IgM sont présents, peut étre
négatif avec cette méthode. Le niveau des IgM anti-T. pallidum doit étre déterminé en utilisant le kit Enzywell
Treponema IgM. Autrement, un deuxieéme échantillon prélevé 8-14 jours plus tard, devrait étre contrdlé en paralléle
pour déterminer un incrément des anticorps IgG.

Une réaction croisée est possible si 1’échantillon contient des anticorps anti-E. coli.

Les résultats obtenus servent seulement en tant que support pour le diagnostic et ils doivent étre interprétés en tenant
compte d'autres observations.

13. SPECIFICITE ANALYTIQUE

Nous avons testé 25 sérums de patients contenant des anticorps anti-Borrelia burgdorfei : 12 contenaient des anticorps
anti-nucléaires (ANA) et 12 contenaient des anticorps anti-EBV. Les mémes échantillons ont été testés avec 2 autres
kits disponibles dans le commerce. Avec les méthodes disponibles dans le commerce, la réaction n'a été positive que
dans un seul cas.

14, SENSIBLITE ET SPECIFICITE DIAGNOSTIQUES

Dans une expérimentation clinique, effectuée dans un laboratoire hospitalier, I'on a analysé 205 échantillons provenant
de donneurs sains ou de la sérothéque, en comparant les résultats obtenus avec cette méthodes et ceux de la méthode
TPHA. La technique FTA-ABS a été utilisée en guise de référence. 51 sérums étaient positifs au test TPHA (titre >=
1/160) et la similitude était de 100 %. Il y avait 24 sérums avec un titre 1/80 pour lesquels la méthode ELISA donnait
un résultat positif dans 19 cas ; 2 étaient douteux et 3 négatifs. Le test de référence confirmait les 3 sérums négatifs
trouvés par ELISA. Les résultats sont reportés dans le tableau suivant :

REFERENCE

+ -

DIESSE + 74 0
- 2 129

Quand on fait la comparaison avec le test de référence FTA-ABS et que I'on considére les résultats incertains comme
étant positifs, on a :
Sensibilité : 97.4 %
Spécificité : 100 %.

15. PRECISION

Précision dans la série:

Echantillon TPG1 TPG 2 TPG 3 Cut Off Contrble Positif

(Négatif (Positif >Cut | (Fortement

<Cut Off) Off) positif )
N. 24 24 24 12 12
Réplications
Moyenne O.D. 0.18 0.50 1.14 0.28 1.69
CV % 6.4 14.0 6.2 3.8 3.6
Précision entre séries:

INDICE
Echantillon Moyenne Déviation CV %
standard

Pos. Contréle 6.52 0.81 12.4
TPG 1 0.58 0.04 6.9
TPG 2 1.73 0.13 7.5
TPG 3 4.53 0.64 14.1
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PROBLEME CAUSES POSSIBLES ACTION/CONTROLE
Session non valable (tous Absence d’un ou de plusieurs Controler le processus.
négatifs) réactifs, ou ajout des réactifs en Controéler s’il y a une solution inutilisée.

ordre erroné

Refaire le test.

Plaque non réactive

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

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

Session non valable (tous positifs)

Contamination du substrat

Prélever une nouvelle quantité de substrat.

Lavage insuffisant

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.

Précision insuffisante

Lavage incomplet des puits

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.

Aspiration insuffisante des puits

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.

Erreur de pipetage

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement

Ajout des réactifs trop long

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

Présence de bulles d’air

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

Parcours optique pas propre

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

Développement insuffisant de la
couleur

Temps ou température d’incubation
non correct

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

Suivre attentivement les instructions
d’utilisation.

Volume incorrect du substrat ajouté
a la plaque

Controler le fonctionnement de la pipette.
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INSTRUCOES DE UTI LIZACAC

ENZYWELL
TREPONEMA 19G

91050 (Portugués)

1. UTILIZACAO PRETENDIDA
METODO IMUNO-ENZIMATICO PARA A DETERMINAGAO QUALITATIVA DOS ANTICORPOS DE
CLASSE IGG AO TREPONEMA PALLIDUM NO SORO HUMANO.

2. SUMARIO E EXPLICACAO DO TESTE

O diagnostico serolégico da sifilis é efectuado demonstrando a presenca de niveis significativos de anticorpos do
Treponema pallidum na amostra de soro.

O método de referéncia utilizado é a técnica FTA-ABS, que permite a detecgdo de IgG e IgM. Contudo, a sua execucdo
¢ laboriosa e a interpretacdo dos resultados ndo é simples; métodos alternativos foram por isso introduzidos para
simplificar o procedimento. O ELISA fornece resultados especificos totalmente automatizados e reproduziveis, pelo
que é preferido por muitos operadores.

Ao contrério do ensaio 1gG, o ensaio especifico da IgM assume uma particular importancia no diagnéstico da Sifilis
congeénita.

3. PRINCIiP1O DO TESTE

O teste baseia-se na técnica ELISA (Ensaio de imuno-absor¢do enzimatica) (1-6).

Um pool de antigenos T. Pallidum obtidos através de uma técnica recombinante em E. Coli liga-se a fase solida (tiras
de 8 pocos). As imunoglobulinas sdo ligadas ao antigénio por incubagdo com soro humano diluido.

Apos as lavagens para eliminar as proteinas que ndo reagiram, a incubacdo é efectuada com conjugado, composto por
anticorpos 1gG humanos monoclonais marcados com peroxidase.

O conjugado nao ligado 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 determinagdes.
- Ponha a temperatura ambiente antes da utilizacéo.

MT PLATE | MICROPLACA 12 x 8 pocos cobertos com proteinas recombinantes do Treponema pallidum

Utilizacdo: abra a embalagem no lado oposto ao cddigo (SR seguido do nimero do lote), que é til para fins de
identificacdo, retire o suporte e as tiras da embalagem folheada para serem usadas e coloque as tiras ndo usadas no saco
de polietileno com silica gel, retire o ar e vede premindo o fecho.

CONJ| CONJUGADO 1x16 mL

Conteudo: anticorpos monoclonais marcados com peroxidase, numa solucdo tampdo fosfatada contendo fenol a 0,05%
e Bronidox a 0,02%. Pronto a ser usado sem mais dilui¢&o.

CONTROL +4 CONTROLO POSITIVO 1x1.6 mL

Conteudo: Soro humano diluido, contendo concentragdes conhecidas de anticorpos anti-Treponema 1gG, num tampéo
fosfatado 0,01 mol/L com BSA a 1% e azida de sodio liquida a 0,09%, pronta para ser usada sem qualquer diluigdo
adicional.

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

ICONTROL CUT-OFF CONTROLO DIRECTO 1x2mL

Contetdo: Soro humano diluido, contendo concentrages conhecidas de anticorpos anti-Treponema IgG, num tampéo
fosfatado 0,01 mol/L com BSA a 1% e azida de sddio liquida a 0,09%, pronta para ser usada sem qualquer diluigdo
adicional.

Cor: a cor dos calibradores é proporcional ao respectivo titulo dos anticorpos.
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ICONTROL IgG 1 IgG CONTROLO NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Contetdo: Soro humano, num tampéo fosfatado 0,01 mol/L, com BSA a 1% e azida de sodio liquida a 0,09%, pronta
para ser usada sem qualquer diluicio adicional.

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Contetdo: Tetrametilbenzidina a 0,26 mg/mL e peréxido de hidrogénio a 0,01% estabilizado num tampao de citrato a
0,05 mol/L (pH 3.8). Pronto a usar.

SAMP DIL 10 DILUENTE 10 (PF93621) 1x100 mL Para diluicdo de amostras de soro INTERMUTAVEL ENTRE
LOTES

Contetdo: Solugdo proteica em tampdo fosfatado com azida de sodio a 0,09% adicionado de metil-orange como
corante .
Preparacdo: Pronto a usar.

WASH BUF 10X TAMPAO DE LAVAGEM 10X (PF93603) 1 x 100 mL |INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Conteldo: Tampao fosfatado salino, concentrado 10 vezes, contendo Brij a 0,5%.

Preparacdo: dilua o volume necessario na proporc¢do de 1:10 com agua destilada para obter o tampé&o de lavagem pronto
a ser usado. Se houver cristais, estes devem ser dissolvidos a 37°C antes da diluig&o.

H>SO4 0.3 M| SOLUCAO DE PARAGEM (PF93602) 1x16 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
H,SO4 a 0.3 mol/L, em solucéo pronta a ser usada.
A ficha de seguranca MSDS est4 disponivel para ser fornecida ao pessoal laboratorial que assim o solicitar.

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

MATERIAIS E EQUIPAMENTO NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

- Incubador a 37°C

- Leitor de microplacas, comprimento de onda 450 ou 450/620 nm e 405 nm, com uma linearidade da DO até 2000 (no
minimo).

- Sistema de lavagem de microplacas (preferivel) capaz de fornecer volumes  entre 225-375 pl
- Agua destilada ou desionizada.

- Recipientes de vidro normais para laboratdrio: cilindros, tubos de teste etc.

- Micropipetas e pontas (10, 100, 1000 pl) com uma precisdo de + 2%

- Luvas descartaveis

- Temporizador

- Solugdo de hipoclorito de sodio (5%)

- Recipientes para colheita de materiais potencialmente infecciosos

- Lengo absorvente.

5. ARMAZENAMENTO E ESTABILIDADE DE REAGENTES
Os reagentes devem ser mantidos a 2/8°C.
O prazo de validade esta impresso em cada componente e no rétulo da embalagem

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

REAGENTE CONDICOES

Microplaca 8 semanas a 2/8°C, saco de polietileno

Soros de controlo 5 semanas a 2/8°C

Conjugado 5 semanas a 2/8°C

Substrato até ao prazo 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

Tampéo de lavagem 2 semanas a 2/8°C, 5 dias a 15/30°C

Solucdo de paragem até ao prazo de validade a 2/8°C

6. PRECAUCOES

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO. CONSERVAR A 2-8°C

Cuidado:
Este kit contém materiais de origem humana que foram examinados e deram uma resposta negativa por
métodos aprovados pela FDA a presenca de HbsAg e de anticorpos anti-HIV1, anti-HIV2 e anti-HVC. Dado que
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nenhum teste de diagnéstico poderd dar uma leitura completa no que respeita a agentes infecciosos, todo o
material de origem humana deve ser manuseado como potencialmente infeccioso. Todas as precaucgdes
normalmente adoptadas na pratica de laboratério devem ser seguidas quando manusear material de origem
humana.

Eliminacdo de residuos: as amostras de soro e 0s reagentes utilizadas devem ser tratados como residuos
infecciosos e portanto, eliminados em conformidade com as disposicoes legais aplicaveis.

Informac&o de salde e seguranca

1.Néo utilize a boca na pipetagem. Utilize luvas descartaveis e proteccdo para os olhos quando manusear amostras e
executar 0 ensaio. Lave as méos meticulosamente quando tiver acabado.

2.0s seguintes reagentes contém baixas concentracGes de substancias nocivas ou irritantes.

a)O tampdo para enxaguar contém detergentes

b)O conjugado e os controlos contém fenol

¢)O substracto é acido

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

depésitos altamente explosivos de azidas metalicas; dilua com grandes quantidades de agua para serem

eliminados.

Se algum dos reagentes entrar em contacto com a pele ou olhos, lave a area profusamente com agua.
3.Aparelhos ndo descartaveis devem ser esterilizados apds a utilizagdo. O método preferido é a autoclave para 1 hora a
121°C; os descartaveis devem ser colocados em autoclave ou incinerados.

4.0 acido sulfdrico necessério para a solucdo de paragem e acido hidroclérico usado na lavagem de recipientes de
vidros sdo corrosivos e devem ser manuseados com cuidado apropriado. Se algum dos reagentes entrar em contacto
com a pele ou olhos, lave a &rea profusamente com agua.

5.Acidos neutralizados e outros liquidos dispensaveis devem ser descontaminados juntando um volume suficiente de
hipoclorito de sddio para obter uma concentracdo final de pelo menos 1.0%. Uma exposi¢do de 30 minutos a
hipoclorito de sédio a 1% pode ser necessaria para assegurar uma descontaminagéo efectiva.

6.Salpicos de materiais potencialmente infecciosos devem ser removidos imediatamente com lenco de papel absorvente
e a area contaminada esfregada com hipoclorito de sédio a 1.0%, 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 biol6gico
potencialmente perigoso. Ndo coloque em autoclave materiais que contenham hipoclorito de sédio.

Precaucdes analiticas

1. Aguarde que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (18-30°C) antes da utilizacdo. Reponha
imediatamente os reagentes & temperatura recomendada para armazenamento ap6s utilizagdo. E importante
trabalhar a temperatura correcta. Verifique se o termostato ndo desce abaixo de 35°C ou acima de
39°C.

2. Nao utilize reagentes além da data de validade anunciada. Contaminacdo microbioldgica de reagentes deve ser
evitada, dado que podera reduzir a duracdo do produto e provocar resultados errados.

3. 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 intermutaveis. Ndo reduza nenhum dos tempos recomendados
para incubacéo.

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

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

6. Nao deixe que 0s pocos sequem durante o procedimento de ensaio.

7. 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.

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

9. 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
necessario, ou num incubador. Alternativamente, as placas podem ser incubadas num analisador aprovado.
Veja o manual de instrucBes apropriado para mais detalhes. Os incubadores de CO2 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 hemolisadas, soros incompletamente coagulados, ou amostras com
contaminagdo microbiana pode dar resultados errneos.
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12. O uso do kit com instrumentos automaticos deve ser validado por o usuério.
13. Para cada instrumento utilizado, leia o manual de instrucBes do fabricante cuidadosamente para obter
informacdo adicional sobre os seguintes pontos:
- instalacdo e requisitos particulares
- principios de operacéo, instrugdes, precaucoes e riscos
- especificacbes do fabricante e desempenho dos instrumentos
- manutencao e reparagéo

7. TIPO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

A amostra é composta de soro recolhido de maneira normal numa veia e manuseado com todas as precaugdes por boas
praticas laboratoriais. 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 méaximo de trés vezes. Evite a utilizacdo de congeladores autodescongelaveis para
armazenamento de amostras. Amostras descongeladas devem ser cuidadosamente batidas antes de efectuar o teste. A
inactivacdo por calor ndo leva a dados erréneos. A qualidade da amostra pode ser seriamente afectada por
contaminagdo microbiana que leve a resultados erréneos.

Amostras fortemente lipémicas, contaminadas ou ictéricas devem ser evitadas.

O teste ndo pode ser executado em amostras de plasma.

8. PROCEDIMENTO DE TESTE
PREPARACAO DOS REAGENTES
- Prepare a quantidade necessaria de tiras.
- Prepare o tampao de lavagem diluindo-o 10x (100 mL + 900 mL H0).

PASSOS DA PIPETAGEM E INCUBA(;AO

Dilua as amostras na proporcao de 1:51 distribuindo 20 pL de soro em 1mL de diluente. Deixe um po¢o (Al) para o
branco, que sera realizado distribuindo apenas 100 pL da mistura de substrato e 100 pL de solucéo de paragem.
Coloque numa tira o controlo positivo, o controlo negativo e o controlo directo (cut-off) NAO DILUIDOS (100 pL em
cada poco). O requisito minimo é 1 controlo negativo, 2 directos e 1 positivo. Coloque 100 pL de cada amostra diluida
por pogo (recomendam-se testes duplicados).

Cubra os pogos com pelicula protectora e incube durante 45 minutos a 37°C. Depois de lavar quatro vezes (em 300 pL,
com 30 segundos de tempo de enxaguamento), junte 100 pL de conjugado a cada poco e deixe incubar mais uma vez
durante 45 minutos a 37°C, cobrindo os pocos com pelicula protectora. Lave novamente a placa 4 vezes, como descrito
acima. Finalmente, o substrato é distribuido (100 pL/poco).

Ap6bs 15 minutos a temperatura ambiente, pare a reac¢ao enziméatica com 100 pL de solucdo de paragem.

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

9. ESQUEMA DE PROCEDIMENTO DE TESTE

Deixe 0 primeiro poco (Al) vazio para o branco

Coloque 100 pL de controlos ndo diluidos nos pogos das tiras.
Coloque 100 pL de amostra diluida/reagente branco nos pocgos.
Incube durante 45 minutos a 37°C

Lave 4 vezes (300 pL)

Adicione 100 pL de conjugado em cada poco (a excepcdo do pogo Al)
Incube durante 45 minutos a 37°C

Lave 4 vezes (300 pL)

Adicione 100 pL de substrato a cada poco (incluindo o pogo Al)
Incube durante 15 minutos a temperatura ambiente

Adicione 100 pl de solucéo de paragem (incluindo o pogo A1)
Leia a absorvéncia a 450/620 nm dentro de 30 min.

10. VALIDACAA DO TESTE

A D.O. do branco deve ser de <= 0.150. Subtraia o valor do branco de todas as outras leituras. O controlo positivo deve
ter uma D.O. de pelo menos 1.5 vezes a do soro directo. A relacdo entre Controlo Negativo e Controlo Directo deve ser
<=0.6.

A D.O. do Directo deve ser >=0.2 a 450 nm e >=0.16 a 450/620 nm.

11. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS
Se a adsorcao da amostra for superior ao valor directo, a amostra é positiva para a presenca de IgG especifico.
Calcule a relagéo entre o valor DO médio da amostra e o do directo. Essa relagdo é o Indice Directo (COIl):
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COIl= DO da Amostra/DO Directa

A amostra é considerada:

Positiva: se a relagéo for > 1.2.
Duvidosa: se a relacdo estiver entre 0.8 e 1.2 (+ 20% do Directo)
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 infec¢do, quando apenas estdo presentes anticorpos IgM, pode
revelar-se negativa por este procedimento.

O nivel de IgM do Treponema pallidum deve ser determinado usando o kit Treponema pallidum IgM. Em alternativa,
uma segunda amostra de soro obtida 8-14 dias mais tarde deve ser tratada em paralelo para determinar um aumento de
nivel de anticorpos IgG.

O resultado do teste deve ser usado juntamente com as informaces disponiveis da avaliacdo de outros procedimentos
de diagnostico.

Existe a possibilidade de reac¢des cruzadas com amostras contendo anticorpos anti-E. coli.

Apesar de os soros de controlo usados no kit serem calibrados segundo o soro de referéncia da OMS, algumas
discrepancias de resultados podem serem observadas quando o mesmo soro é testado por diferentes técnicas
seroldgicas.

13. ESPECIFICIDADE ANALITICA

Foram testados soros de 25 doentes contendo anticorpos anti-Borrelia burgdorfei, 12 soros contendo anticorpos anti-
nucleares (ANA) e 12 soros contendo anticorpos anti-EBV. As mesmas amostras foram também testadas com outros
kits disponiveis no mercado. Apenas uma amostra (EBV) apresentou uma reacgdo positiva com um dos outros Kits
utilizados.

14, ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DO DIAGNOSTICO

Num ensaio clinico realizado num laboratério hospitalar, analisaram-se 205 amostras provenientes de dadores
saudaveis ou de uma colecgéo de soros. Utilizou-se 0 método TPHA como termo de comparacdo, enquanto o método
de referéncia foi a técnica FTA-ABS. 51 amostras foram positivas para o teste TPHA (titulo >= 1/160) e obteve-se uma
concordancia de 100% entre os dois métodos relativamente a estas amostras.

De 24 amostras com titulo de 1/80, analisadas com o método ELISA, 19 obtiveram um resultado positivo, duas
obtiveram um resultado duvidoso e trés foram negativas. O método de referéncia confirmou as trés amostras negativas
obtidas com o ELISA. Os resultados séo indicados na tabela seguinte:

REFERENCIA
+ -
Diesse + 74 0
- 2 129

O kit oferece uma sensibilidade de 97,4% e uma especificidade de 100%, quando comparado com o método de
referéncia FTA-ABS e considerando os resultados duvidosos como sendo positivos.

15. PRECISAQ
Precisdo intra-ensaio

Amostra TPG1 TPG 2 TPG 3 Directo Controlo Positivo
(Negativo < (Positivo (Fortemente
Directo) >Directo positivo)
N. Réplicas 24 24 24 12 12
Médias O.D. 0.18 0.50 1.14 0.28 1.69
CV% 6.4 14.0 6.2 3.8 3.6
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Precisdo entre ensaios

INDICE
Amostra Médias Desvio CV%
Padrao
Controlo 6.52 0.81 12.4
positivo
TPG 1 0.58 0.04 6.9
TPG 2 1.73 0.13 7.5
TPG 3 4.53 0.64 14.1

16. RESOLUCAO DE PROBLEMAS

PT 45/46

O cumprimento do procedimento e das especificaces do ensaio, bem como uma utilizacdo correcta dos reagentes e
uma pipetagem adequada, ajudard a evitar os seguintes erros.

PROBLEMA

POSSIVEIS CAUSAS

TESTE OU ACCAO

Passagem invalida (todos
negativos)

Um ou mais reagentes ndo foram
adicionados ou estdo na sequéncia
incorrecta

Verifique o procedimento
Verifique se existem solucBes ndo usadas.
Repita o teste

Placa néo reactiva

Verifique o cddigo na embalagem que
contém a placa (ver o cédigo 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 invalida (todos
positivos)

Contaminacéo do substrato

Obtenha nova aliquota de substracto.

Lavagem inadequada

Assegure-se que o aparelho de lavagem
funciona bem

Pouca precisdo

Lavagem incompleta de pogos

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 é 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

Verifique o controlo de temperatura e a
monitorizacdo do tempo.

Observe as instruces recomendadas de
utilizaco.

Volume inadequado do substracto
adicionado a placa

Verifique a fungdo de pipetagem
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