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ISTRUZIONI PER L'USO

ENZY-WELL
Epstein-Barr EBNA IgG

Per la determinazione qualitativa degli anticorpi
IgG anti-Epstein-Barr Nuclear Antigen (EBNA)

Solo per uso diagnostico in vitro

1. UTILIZZAZIONE
Metodo immunoenzimatico per la determinazione
qualitativa degli anticorpi di classe IgG anti-Epstein-Barr
Nuclear Antigen (EBNA) nel siero umano.

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

3. PRINCIPIO DEL METODO

II test & basato sul principio ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). L'antigene viene legato alla fase
solida. Le immunoglobuline specifiche si legano all'antigene in
seguito ad incubazione con siero umano diluito. Dopo lavaggi
per eliminare le proteine che non hanno reagito, si effettua
lincubazione con il coniugato costituito da anticorpi
monoclonali anti-lgG umane coniugati con perossidasi di
rafano. Si elimina il coniugato che non si & legato e si aggiunge
il substrato per la perossidasi. Il colore blu che si sviluppa €
proporzionale alla concentrazione degli anticorpi specifici
presenti nel siero in esame.
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Quando la reazione enzimatica € interrotta per aggiunta di una
soluzione di acido solforico, la colorazione diventa gialla. i
colore, proporzionale alla quantita di anticorpi specifici presenti
nel siero, puo essere letto in un lettore per micropiastre.

4. PRECAUZIONI
SOLO PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO

Questo kit contiene materiali di origine umana che sono
stati testati e trovati negativi con test approvati dall’lFDA
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.

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

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

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

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

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

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

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

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

Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio
ipoclorito.
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Avvertenze analitiche

1.

10.

1.
12.
13.

14.

15.

16.

17.

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

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

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

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

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

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

Evitare che i pozzetti si secchino durante il test.

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

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

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

| dosaggi immunoenzimatici possono talvolta presentare
un particolare effetto sul bordo ("edge effect”); si pud
minimizzare tale effetto aumentando l'umidita durante le
fasi di incubazione. Le piastre devono essere coperte con i
copripiastre ed incubate a 37°C o in bagnomaria usando
un sostegno per le piastre, o in incubatore. In alternativa,
le piastre si possono incubare in un analizzatore adatto.
Per ulteriori dettagli consultare ['apposito manuale
operativo dello strumento. Non si possono utilizzare
incubatori a COz

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.

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

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

L'utilizzo del kit con strumenti automatici deve essere
validato da parte dell'utilizzatore.
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18. Leggere il Manuale Utente relativo a qualsiasi strumento
utilizzato, ed in particolare con riferimento ai seguenti
punti:

- installazione e requisiti particolari

- principio operativo, istruzioni, precauzioni, rischi

- specifiche del produttore e performance dello strumento
- manutenzione e assistenza tecnica.

5. COMPOSIZIONE DEL KIT E PREPARAZIONE DEI
REAGENTI
| reagenti sono sufficienti per 96 determinazioni

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

MT PLATE | MICROPIASTRA 12x8 (PF 93071)

Contenuto: 1 piastra da 96 pozzetti sensibilizzati con antigene
EBNA ricombinante

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

CONIUGATO 1x16 mL (PF 93509)

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

CONTROL IgG - | 1gG CONTROLLO NEGATIVO 1x 1.6 mL

(PF93910)

INTERCAMBIABILE FRA LOTTI DEL PANEL EBV, REF|
91055 VCA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA
I9G, 91059 EA IgM

Contenuto: Siero umano, non contenente anticorpi IgG anti-
EBNA, diluito in tampone fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% e
Sodio Azide 0.09%. Liquido, pronto all'uso.

CONTROL +|CONTROLLO POSITIVO 1x1.6 mL (PF 92073)

Contenuto: Siero umano contenente anticorpi 1gG anti-EBNA,
diluito in tampone fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% e Sodio
Azide 0.09%. Liquido, pronto all'uso.

ICONTROL CUT-OFF | CONTROLLO CUT-OFF 1x 2 mL (PF
91873)

Contenuto: Siero umano contenente anticorpi IgG anti-EBNA,
diluito in tampone fosfato 0.01 mol/L con BSA 1% e Sodio
Azide 0.09%. Liquido, pronto all'uso.

SAMP DIL 10 | DILUENTE 10
INTERCAMBIABILE FRA LOTT]]
Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) contenente
proteine  10%, con Sodio Azide 0.09% e colorante
(metilarancio).

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

1x100 mL (PF93621)

10-09/022 IFU 91057 - Ed. 10.07.2014



SORBENT G| DILUENTE EBV 1x7 mL (PF91083)
INTERCAMBIABILE FRA LOTT]

Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) con Sodio Azide
0.09% e siero bovino 10%.

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

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

(PF93603)

| INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|

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

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

SUBS TMB| SUBSTRATO 1x12 mL (PF93619)
INTERCAMBIABILE FRA LOTT]

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

H2804 0.3 M|SOLUZIONE BLOCCANTE 1x16 mL (PF93602)
INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|

Contenuto: Soluzione di H2SOs 0.3 mol/L. Liquido, pronto
all'uso.

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

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO.

« Incubatore a 37-40 °C

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

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

« Acqua distillata o deionizzata

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

 Micropipette capaci di prelevare accuratamente 10, 100,

1000 pl di soluzione

Guanti monouso

Contaminuti

Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

Carta assorbente

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

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

| reagenti hanno una stabilita limitata dopo apertura elo
preparazione:
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MICROPIASTRA 8 settimane a 2-8°C in busta di
polietilene

CONIUGATO 8 settimane a 2-8°C

CONTROLLO POSITIVO 8 settimane a 2-8°C

CONTROLLO IgG

NEGATIVO fino alla scadenza a 2-8°C

CONTROLLO CUT-OFF 8 settimane a 2-8°C

DILUENTE 10 fino alla scadenza a 2-8°C

SORBENT G 5 settimane a 2-8°C

SUBSTRATO fino alla scadenza a 2-8°C;

1 settimana a 15-30°C;
conservare al buio

TAMPONE DI LAVAGGIO 2 settimane a 2-8°C; 5 giorni a
15-30°C

SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2-8°C

7. TIPO DI CAMPIONI E CONSERVAZIONE
Il tipo di campione & rappresentato da siero ottenuto da sangue
prelevato per normale venipuntura e maneggiato come
richiesto nelle procedure standard di laboratorio.
Non sono conosciute le conseguenze dell'utilizzo di altri liquidi
biologici.
Il siero fresco pud essere mantenuto per 4 giorni a 2/8°C; per
periodi di conservazione maggiori, congelare a -20°C.
I campione puo subire fino ad un massimo di 3 scongelamenti
Evitare I'uso di congelatori auto sbrinanti per la conservazione
dei campioni. Dopo lo scongelamento agitare con cura il
campione prima del dosaggio.
L'inattivazione al calore pud fornire risultati erronei. La qualita
del campione pud essere seriamente influenzata dalla
contaminazione microbica che puo portare a risultati erronei.

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

- Preparare le strip necessarie.

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

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

ESECUZIONE DEL TEST

1. Distribuzione dei campioni:
Dispensare 50 ul di Sorbent G per pozzetto e 50 pl di
campione diluito (¢ preferibile effettuare l'analisi in
duplicato).
Dispensare 100 pl di controllo (positivo, negativo o cut-off)
per pozzetto.
Il requisito minimo indispensabile € di 1 controllo negativo,
1 controllo positivo e 2 controlli Cut-Off. Lasciare un
pozzetto della strip per il bianco (100 pL di substrato).

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

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

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

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

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

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

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

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

10. Lettura:
Leggere le D.O. a 450 nm o 450/620 nm entro 30 min.
Rileggere a 405 nm se ci sono D.O. superiori a 2.000.

9. SCHEMA DEL SAGGIO PER EBNA IgG

STEP 1 Mettere 50 uL di Sorbent G e 50 L di siero
diluito. Mettere 100 pL di tutti i controlli
(positivo, negativo e cut-off) nei pozzetti dello
strip. Agitare.

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

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

STEP 3 Mettere-1 00 pL di Substrato per pozzetto
Incubar(;, 15 min. ata.

STEP 4 Aggiungere 100 L di Stop Solution

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

10. VALIDAZIONE DEL TEST
Togliere il valore del bianco (< = 0.100) a tutte le altre letture.

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

Controllo positivo: il controllo positivo deve avere una D.O. di
almeno 1.5 volte quella del siero cut-off.

Controllo cut-off: la D.O. del cut-off deve essere >= 0.200.
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Se uno dei risultati dei sieri di controllo non rientra nellintervallo
di accettabilita, ripetere il test. Se il problema persiste
contattare il Scientific Support.

Tel: 0039 0577 587121
Fax: 00390577 587122
email:  scientificsupport@diesse.it

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

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

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

12. LIMITAZIONI
Tutti i valori ottenuti necessitano di un'attenta interpretazione
che non prescinda da altri indicatori relativi allo stesso paziente.
Il test, infatti, non puo essere utilizzato da solo per una diagnosi
clinica ed il risultato ottenuto deve sempre essere valutato
insieme a dati provenienti dall’anamnesi del paziente e/o da
altre indagini diagnostiche.

13. SPECIFICITA’ ANALITICA
10 campioni negativi agli anticorpi IgG anti-EBNA e anti-VCA
sono stati testati per la determinazione delle IgG anti-CMV,
anti-Herpes Simplex e anti-Varicella. In nessun caso la
presenza di detti anticorpi interferiva con il kit Enzywell EBNA
IgG.

14. STUDI DI COMPARAZIONE
In una sperimentazione sono stati analizzati 88 campioni con il
kit Diesse e con un altro kit del commercio.
Di seguito sono schematizzati i dati della sperimentazione:

Riferimento
+ - Totale
+ 44 1 45
Diesse - 0 43 43
Totale 44 44 88

Percent Positive Agreement (~Sensibilita Diagnostica):
100% Close: 92.0-99.9.

Percent Negative Agreement: (~Specificita Diagnostica):
97.7% Closy: 88.1.-99.6
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15. PRECISIONE E RIPETIBILITA’

Precisione all'interno della seduta eseguita su 3 lotti
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Percorso ottico

Controllare la fonte

temperatura di

non limpido luminosa per la presenza
di sporco. Pulire il fondo
della piastra con
fazzoletto di carta.

Tempo o Verificare il monitoraggio

della temperatura ed il

Insufficiente incubazione non | tempo di incubazione
sviluppo di corretto
colore Substrato aggiunto | Controllare il
in volume funzionamento della
inadeguato pipetta.

diversi
Cut-off n=15 Lotto 011 Lotto 012 Lotto 013
D.O. 0.447 0.498 0.388
CV% 5 8 6
Precisione tra sedute e tra lotti
INDEX
Campione | Lotto 011 | Lotto 012 | Lotto 013 | Media | CV%
EBN 1 0.27 0.26 0.18 0.24 21
EBN 2 1.10 1.17 1.24 1.17 6
EBN 3 2.11 246 2.21 2.26 8
16. GUIDA DEI PROBLEMI DI UTILIZZO
POSSIBLI FONTI AZIONI DA
PROBLEMA DI ERRORE INTRAPRENDERE
Uno o piti reagenti | Controllare nuovamente la

Seduta invalida
(tutti negativi)

non sono stati
aggiunti oppure
sono stati aggiunti
in ordine errato

procedura.

Controllare se qualche
reagente non & stato
aggiunto.

Ripetere il test.

Piastra non
reattiva

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

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

Inquinamento del

Prelevare una nuova

reagenti troppo
lenta

N substrato aliquota del substrato.
Seduta invalida - . .
S Lavaggio Assicurarsi del buon
(tutti positivi) ; .
inadeguato funzionamento del
lavatore
Aspirazione Assicurarsi del buon
inadeguata dei funzionamento del
pozzetti lavatore
Errore del Controllare il
pipettamento funzionamento della
pipetta
Scarsa - - - T
o Aggiunta dei Evitare I'essiccamento
precisione

della piastra dopo il
lavaggio. Aggiungere i
reattiviimmediatamente

Presenza di bolle
daria

Evitare la formazione di
bolle d’aria durante il
pipettamento
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INSTRUCTIONS FOR USE

ENZY-WELL
Epstein-Barr EBNA IgG

For the qualitative determination of IgG
antibodies anti-Epstein Barr Nuclear Antigen
(EBNA)

For In Vitro Diagnostic Use Only

1. INTENDED USE
Immunoenzymatic method for the qualitative determination

of IgG class antibodies to Epstein Barr Nuclear
Antigen (EBNA) in human serum.

2. INTRODUCTION

Epstein Barr Virus (EBV) is a herpesvirus which causes
infectious mononucleosis (IM). It is also associated with
Burkitt's lymphoma, nasopharyngeal carcinoma and lymphatic
proliferative syndromes in immunodepressed patients. The
virus is widespread throughout the world and 80-90% of the
population is serum-positive.

The laboratory diagnosis of IM is traditionally performed by
detecting heterophile antibodies which develop in the serum
during the course of the infection, and which agglutinate horse
erythrocytes. However, these antibodies may not always be
present in patients affected by IM, particularly if below 14 years
of age; furthermore, they may also persist for over a year after
the infection. The determination of heterophile antibodies alone
may therefore lead to an erroneous diagnosis. It is therefore
important to determine the presence of antibodies towards the
viral antigens. In particular, the detection of antibodies directed
to the "Viral Capsid Antigen" (VCA) and the nuclear antigen
(EBNA) is particularly useful.

During the course of IM, the IgM- and IgG-class antibodies to
VCA appear early, while the 1gG to EBNA develop later during
the infection. The presence of IgM against VCA in the absence
of IgG against EBNA therefore indicates that there is a current
infection, while the presence of IgG against both VCA and
EBNA is indicative of a prior infection.

3. PRINCIPLE OF THE TEST
The test is based on the ELISA technique (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). The antigen is bound to the solid
phase. The specific immunoglobulins are bound to the antigen
through incubation with dilute human serum. After washings to
eliminate the proteins which have not reacted, incubation is
performed with the conjugate, composed of anti-human 1gG
monoclonal antibodies conjugated to horseradish peroxidase.
The unbound conjugate is eliminated, and the peroxidase
substrate added. The blue color which develops is proportional
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to the concentration of specific antibodies present in the serum
sample.

When the enzymatic reaction is interrupted by the addition of a
sulphuric acid solution, a yellow coloring develops. The color,
proportional to the quantity of specific antibodies present in the
serum, can be easily read using a microplate reader.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE ONLY

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

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

Health and Safety Information

1. Do not pipette by mouth.

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

3. Wash hands thoroughly when finished.

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

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

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

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

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

1.

1.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

18.

The OD of cut-off, controls and samples can be
slightly different among different plates. For such
reason if during the same run strips from different
plates are used, even if the lot is the same, it is
necessary to repeat the determination of the cut-off.
Allow all reagents to come to room temperature (18-
30°C) before use. Immediately after use return
reagents to the recommended storage temperature.
Working at a correct temperature is important for
the incubation of the strips. Check that the
thermostat does not go below 35°C or over 39°C.
Open the package containing the strips after 30
minutes at room temperature at least.

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

Do not modify the Test Procedure or substitute
reagents from other manufacturers or other lots
unless the reagent is stipulated as interchangeable.
Do not reduce any of the recommended incubation
times.

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

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

Do not allow wells to become dry during the test.

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

Do not "blow-out" from microplates.

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

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

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

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

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

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

EN 8/35

- installation and particular requisites
-operating principles, instructions, precautions and

risks
-manufacturer's  specifications and instrument
performances
- technical servicing and maintenance
5. KIT COMPOSITION AND REAGENT

PREPARATION
Reagents are sufficient for 96 determinations.

- Bring to room temperature before use.

MT PLATE | MICROPLATE 12x8 (PF 93071)

Content: 1 microplate (96 wells) coated with recombinant
EBNA antigen.

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

CONJUGATE 1x16 mL (PF 93509)

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

CONTROL IgG - | 1gG NEGATIVE CONTROL 1x 1.6 mL

(PF93910)

INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS OF THE EBV PANEL,
REF 91055 VCA 1gG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG,
91058 EA IgG, 91059 EA IgM|

Content: Human serum, not containing anti-EBNA 19G
antibodies, diluted in phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1%
and Sodium Azide 0.09%. Liquid, ready for use.

CONTROL +| POSITIVE CONTROL 1x1.6 mL (PF 92073)

Content: Human serum, containing anti-EBNA IgG antibodies,
diluted in phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1% and
Sodium Azide 0.09%. Liquid, ready for use.

ICONTROL CUT-OFF | CUT-OFF CONTROL 1x 2 mL (PF
91873)

Content: Human serum, containing anti-EBNA IgG antibodies,
diluted in phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1% and
Sodium Azide 0.09%. Liquid, ready for use.

SAMP DIL 10/ DILUENT 10 1x 100 mL (PF93621)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

Content: Phosphate buffered saline (PBS) containing proteins
10% with Sodium Azide 0.09% and methyl orange as dye.

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

SORBENT G| EBV DILUENT 1x7 mL (PF91083)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

Content: Phosphate buffered saline (PBS) containing Sodium
Azide 0.09% and bovine serum 10%.
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Use: To be used to dilute samples (in the microwell). Liquid,
ready for use.

WASH BUF 10x| WASH BUFFER 10X 1x100 mL (PF93603)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTY|

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

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

SUBS TMB| SUBSTRATE 1x12 mL (PF93619)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|

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

H2S804 0.3 M| STOP SOLUTION 1x16 mL (PF93602)
INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
Content: H2S0O4 0.3 mol/L. Liquid, ready for use.

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

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

« Incubator at 37-40 °C

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

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

« Distilled or deionized water

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

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

of solution

Disposable gloves

Timer

Sodium Hypochlorite solution (5%)

Containers for collection of potentially infectious materials

Absorbent tissue

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

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

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

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

CONJUGATE 8 weeks at 2-8°C

POSITIVE CONTROL 8 weeks at 2-8°C

IgG NEGATIVE CONTROL  up to the expiry date at 2-8°C
CUT-OFF CONTROL 8 weeks at 2-8°C
DILUENT 10 up to the expiry date at 2-8°C
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SORBENT G 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

WASHING BUFFER 2 weeks at 2-8°C; 5 days at 15-
30°C

STOP SOLUTION up to the expiry date at 2-8°C

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

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

- Prepare the required number of strips.

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

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

PROCEDURE

1. Distribution of the samples:
Dispense 50 uL of Sorbent G per well and 50 L of
diluted sample (duplicate testing is recommended).
Dispense 100 pL of control (positive, negative or cut-
off) per well.
The minimum requisite is 1 negative control, 1
positive control and 2 cut-off controls. Leave one well
for the blank (100 L of substrate).

2. Incubation:
Incubate the plate covered with an adhesive
protective film for 45 minutes at 37°C.

3. Washing:
Remove the adhesive film, aspirate the contents of all
the wells and rinse 4 times, filling each well with 300
pL of washing solution. Wait 30 seconds between
each wash.

4. Distribution of the conjugate:
Dispense 100 pL of conjugate in each well.

5. Conjugate Incubation:
Incubate the plate covered with an adhesive
protective film for 45 minutes at 37°C.

6. Washing:
Remove the adhesive film, aspirate the contents of all
the wells and rinse 4 times, filling each well with 300
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ML of washing solution. Wait 30 seconds between
each wash.

7. Distribution of the substrate:
Dispense 100 L of substrate in each well.

8. Substrate incubation:
Incubate the plate for 15 minutes at room
temperature.

9. Interruption of the reaction:
Dispense 100 pL of stop solution, in the same order
as that followed for point 4.

10. Reading:
Read the O.D. at 450 nm or 450/620 nm within 30
minutes. Repeat the reading at 405 nm in case of
0.D. >2.000.

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE FOR EBNA IgG

STEP 1 Place 50uL of Sorbent G and 50 L of diluted
sample. Place 100 pL of all the controls
(positive, negative, cut-off) in the wells of the
strips. Mix well.

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

STEP 3 Add 100 L of Substrate to each well

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

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

10. TEST VALIDATION
Subtract the value of the blank (< = 0.100) from all the other
readings.

Negative control: the ratio between the negative control OD and
cut-off OD must be < =0.6.

Positive control: the positive control must have an OD at least
1.5 times higher than the cut-off.

Cut-off control: the OD of the cut-off must be >=0.200..

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

Tel: 0039 0577 587121
Fax: 00390577 587122
email:  scientificsupport@diesse.it
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11. INTERPRETATION OF THE RESULTS
Calculate the ratio between the OD value of the sample and
that of the Cut-off (Index).
The sample is considered:
POSITIVE: when the Index is > 1.2
DOUBTFUL.: for all the values between 0.8 and 1.2
NEGATIVE: when the Index is < 0.8

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

12. LIMITATIONS
All the values obtained require a careful interpretation that must
consider other indicators relative to the patient.
The test, indeed, can not be used alone for a clinical diagnosis
and the test result should be evaluated together with the patient
history and other clinical diagnostic evaluation.

13. ANALITICAL SPECIFICITY
10 samples which were negative for anti-EBNA e anti-VCA IgG
were tested for the determination of IgG anti-CMV, anti-Herpes
Simplex and anti-Varicella. In no case did the presence of these
antibodies interfere with the Enzywell EBNA IgG Kkit.

14. METHOD COMPARISON
In an experimentation 88 samples have been tested with
Diesse kit and with a competitor kit .
Data are summarized in the following table :

Reference
+ - Total
+ 44 1 45
Diesse - 0 43 43
Total 44 44 88

Percent Positive Agreement (~Diagnostic Sensitivity):
100% Clos%: 92.0-99.9.

Percent Negative Agreement: (~Diagnostic Specificity):
97.7% Clos: 88.1.-99.6

15. PRECISION AND REPEATIBILITY

“Within run” precision between 3 different lots

Cut-off n=15 Lot 011 Lot 012 Lot 013
0.D. 0.447 0.498 0.388
CV% 5 8 6
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“Between run” and “between lots” precision

INDEX
Samples | Lot 011 | Lot 012 | Lot 013 | Average | CV%
EBN1 0.27 0.26 0.18 0.24 21
EBN 2 1.10 117 1.24 117 6
EBN 3 2.11 2.46 2.21 2.26 8
16. TROUBLESHOOTING
PROBLEM POSSIBLE ERROR | TEST OR ACTION
One or more Recheck procedure.
reagents not added | Check for unused
or added in wrong solutions.
sequence Repeat test.
Unreactive plate Check the code on the
Invalid run package containing the

(all negative)

plate (see package
insert).

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

Contamination of

Collect new aliquot of

of substrate added

Invalid run substrate substrate.
(all positive) Inadequate washing | Ensure that plate
washer works well
Inadequate Ensure that plate
aspiration of wells washer works well
Pipetting error Check pipette function
Addition of reagents | Avoid drying of the
too slow plate after washing
step. Add reagents
Poor precision immediately
Presence of air- Avoid air-bubbles
bubbles formation during
pipetting.
Optical pathway not | Check instrument light
clean source and detector for
dirt. Wipe bottom of
plate with soft tissue.
Incorrect incubation | Check for temperature
Inadequate times or temperature | control and time
color monitoring
development Inadequate volume | Check pipette function
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OAHTIEZ XPHZHZ

ENZY-WELL
Epstein-Barr EBNA IgG

Mo Tov TOoI0TIKG TTPOGdIOPIoHO TWV
avtiowpdtwv IgG avti- Epstein-Barr Nuclear
Antigen (EBNA)

Mévo yia diayvwaTiKA XpAon in vitro

1. XPHZIMOMOIHZH
Avoooev{upikiy pé0odog yia Tov TOIoTIKO TPOadiopIoHd

Twv avriowyparwv ¢ kAdong IgG  avmi-Epstein-Barr
Nuclear Antigen (EBNA) oTov avBpwrivo opb.

2. EIZArQrH
O 166 Epstein-Barr (EBV) €ivai évag 16¢ £ptmTa TTou TPOKAAE
v Aoipwdn povorupAvwaon (IM). Zuvdéetar eTmiong pe 10
Mpoewya Tou Burkitt, ue 10 pivo-Qapuyyikd KapKivwua Kal pe
v Aepygo-umepmAacia Twv atdpwv Tou  TAoYouv amod
avogokataaToli. O 16¢ eivar Oiadedopévog e OAn TV
udpoyelo kal 1o 80-90% Tou TANBuaoU €ival 0poBETIKG.
H epyaotnpiakn didyvwaon e IM yivetar guvAbwg pe v
avixveuan eTepO@IAWY avTICWUATWY TTOU avOTITUGGOVTAl GTOV
opd kata v didpkeia TNG Aoipwing Kai TpoakoAAolvTal aTa
epubpa aigoo@aipia Tou immou. Map’ O6Aa autd TéTOIO
QVTICWHATA UTTOPED va pnv gival Tapévra ae aoBevei¢ pe 1M,
eIdIKa KATW Twv 14 etwv Kai, emimAéov, Wmopolv va
Tapayeivouv TEPICadTEPO amd £va Xpovo peTd Tnv Aoipwén.
I’ autdé Tov Adyo n avixveuon pOvo Twv ETEPOPIAWY
QvTICWPATWY, Utropei va odnynoel oe AavBaapévn didyvwan.
Eivar hoimév anpavtikdg o TpoadIopIouaS TwV avTICWHATWY
evavtiov KWy avtiyovwy. Idiaitepa xpAoiun amodeikvUeTal n
avixveuan g Tapoudiag aviiCWHATWY KAté@ ToU avTiyovikou
oupmAdkou Tou ovopddetar "Viral Capsid Antigen” (VCA) kai
ToU TrUpnVIKOU avTiyovou (EBNA).
Kard v didpkeia Tou kKukhou g IM ta avriowyara IgM kal
IgG avt-VCA epgaviovral mpoéwpa, v Ta avtiowyara 1gG
avtl-EBNA avamrOogovrar apyotepa. " autd tov Adyo n
mapouaia Twv IgM avti-VCA, amouagia Twv IgG avti-EBNA,
eival deiyda Aoipwéng oe €&EMEn, evi n mapouaia Twv IgG
avt-VCA  kar  avri-EBNA  odnyei om  didyvwon  piag
TpoYEVEDTEPNG AoipwEng.

3. APXH THZ MEOOAOQOY

To T1eoT Paociletar ot péBodo ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). To avtiyévo OTEPEWVETAI OTN OTEPED
@aaon. O ouykekpIUéveg avooooPalpiveg auvdéovTal UE TO
QvTIYOVO LETA aTTd ETTWACN PE APAIWPEVO avBPWTTIVO 0pd.

Meta améd TAUGEIS yia va aTrouakpuvBolv o1 TTpwreiveg TTou
Oev aviédpaoav yivetal n €mwacn Pe T0 GUluyEG, TTOU
amoteAeital amd povokAwva avBpwriva avtigwuara avti- IgG
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ouleuypévwy e UTEPOEIdaon pagavidwy. ATToUakpUVETal TO
ouluyéc Trou Oev auvdEBNnKe kal TTPOCTIBETAI TO UTTGOTPWLA
yia Thv uttepogeiddaon. To pmAe Xpwud TTou oxnuartiderar givai
av@loyo TIPOG TNV GUYKEVTPWON TWV  GUYKEKPIUEVWV
avTIowpdTwy aTov 0p6 UTT6 £CETADT.

Ortav n evfuparikr avtidpaon OIOKOTITETAI WE TNV TTPOCHAKN
evog OlaAlpaTog Berikol offwg, 0 XPWHOTIOUOS  yiveTal
Kitpivog. To xpwua eival av@hoyo Tpog v ToodTnTa
OUYKEKPIPEVWY QVTIOWHATWY TTOU UTTAPYXOUV OTOV 0pd Kal
pTTopel  va  avixveutel O pia OUOKeuR avayvwong yia
MIKPOTTAGIKEG.

4. TNPOO®YAAZEIZ
MONO I'lA AIAFNQZTIKH XPHZH IN VITRO.

Auto 1o KIT TrEpIEXEl UAIKG avBpwTTivhg TpoéAeuang TTou
éxouv Trepdoel amod TEGT Kol €Xouv Ppedei apvnTikd of
TEOT OV £Xouv eyKpIBei amd tnv FDA, yia Tnv avixveuon
1600 TOU HbsAg 600 kaI Twv avriowpdTwyv anti-HIV-1,
anti-HIV-2 kai anti-HCV. Emeidn kavéva SiayvwoTiKO TEOT
Oev pmopei va mpoo@épel amoOAuTn €yyunon amouciag
MOAUGHOTIKWY  TTAPayOVIWY,  OTOIOdATOTE  UAIKO
avBpwrivng Tpoéheuang TPETel va Bewpeital wg duvnTikd
poAuopévo. Ta avmiSpaoTipia Kal Ta deiyyarta mpémel va
10 XeIpifeote OAa OUPQWVA ME TOUG  KOVOVIOHOUG
ac@aAciag rou ouvBwe epapudlovTal GTO EpYAaThpIO.

AidBeon  kardhoimwv: Ta Seiygota  opoUu KAl Ta
avTidpacTnplo  TOU  XpnoidoToIROnkav  TpEmEl  va
AVTIPETWTTICOVTAI WG HOAUOHEVA KATAAOITTO KOl ETTOHEVWG
va diatiBevral oUp@wva pe TIg dlatdels Twv 1oX0ovVTWY
VOHWV.

0dnyieg yia TRV TTPOCWTTIKA ATQAAEIA

1. Mnv kdvete avappoenan pe 1o GToUA.

2. Xpnoyotroleite yavTia yiag xpAong Kal TTPOCTOTEVETE T
paTia 6Tav ¥elpiCeaTe Ta defydara kail Kard v dIGpKeIa TG
BOKIYAG.

3. T\évete oXOMAOTIKA Ta XEPIO AQOU TEAEIWGTEI TO TEDT.

4. Ocov agopd Ta XAPOKTNPIOTIKO aOQOAEias Twv

avTIdpacTNpPiwv TTOU TIEPIEXOVTAI OTO KIT OUUBOUAEUEDTE
10 Aehtio Aogpalsiag (d1a6éaiuo KatoTmv aITuaTog).

5. O1 ouokeuég Tou dev eival piog xprong mpémel va
OTTOOTEIPWVOVTAIl PETA aTTO TNV XPAON, TOTTOBETWVTAG TEG
o¢ kAiBavo yia pia wpa atoug 121°C; OAeG 01 CUOKEUES
iag xpAang TPETTEI va aTToPPITITOVTAl GUUQWVA JE TOUG
IoXUOVTEG KOVOVIOHOUG.

6. To udpoxhwpikd ot0 2M TOU XPNOIYOTIOIEITAI YIa TOV
KaBapiopd Twv UdAivwy UNIKWY gival dIaBpwTIKG; TETOIEG
ougieg TPETEl va  xpnalydotololvial e TTPOCOXN|. Z€
TIEQITITWON ETTOQAG HE TO dépUa 1) Ta pATIa, TTAUVETE WE
agpBovo vepo.

7. Oubdetepotroinuéva ofga kal GAa uypa amépAnta Tpémel
va amolupaivovral TpoaBéTovtag uTToxAwpIWdES VATPIO,
1600 600 XpeladeTal waTe n TEAIKR GuykéVIpWOnN va gival
TouAdyioTov 1%. H ékBean ato umroxAwpiwdeg varpio 1%
yia 30 Aera Ba pETEl va eival apkeTn yia va eyyunBei pia
OTTOTEAEGUATIKY) ATTOAUpAVEON.
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8. Tuxdv xupéva uhikd Tou Ba pmopoloav va  Eival
pohuopéva  Tpémel  va  kaBapiovial  apéowg e
QTToPPOPNTIKG XOPTI KAl N HOAUGUEVN TIEPIOXT TTPETTEI va
amoAupaiveTal, yia TAapAdelyua Pe UTTOXAWPIWBES VATPIO
1%, TIpIV va ouvexioere v epyaoia. e TEPITITWON
Tapouciag evdc ofog, 1O UTTOXAWPIWOEG VaTpIO OEv
TTPETTIEl VO XPNOIUOTIOIEITAl TTPIV VO EXEI OTEYVWOEI N
mepioxn. Mpémel 6Aa 1o UAIKA, kaBwg Kai yavTia, Tou
XpNoIdoTroIRenkav yia va amoAupavBolvTuxdv Yupéva
uypd omd aTixnua, va amoppimTovTal WG duvnTIKA
pohuapéva amdpanta. Mnv Badete aTov KAiBavo UAIkG TTou
TIEPIEXOUV UTTOXAWPIWBES VATPIO.

AvoluTikég odnyieg

1. To D.O. tou Cut-Off, Twv eAéyxwv Kkai Twv OeIypdTwy
ptTopei va gival eAa@pwg dIOQOPETIKG avAPETT OTIC
O16@opeg TAdKeg. Emopévwe, av otnv idia diadikacia
XpnoldotolouvTal  Taivieg omd  dIaQOopETIKEG  TTACIKEG,
aképa kai g idiag Taptidag, €ivar amapaitto va
emavaAn@Oei o Tpoadiopiaués Tou Cut-Off.

2. Mpiv amd v XpAon, eépete 6Aa Ta avTIBPACTAPIA OF
Beppokpagia TEPIRGAAAOVTOC (18-30°C).
EmavaromoBetAaTe Ta avTidpacTApIa O GUVIGTWHEVN
Beppokpaaia diathpnong auéowg Weta T xpAaon. Eiva
onpavTikd va umdpxel éva  owotd oUoTNHO
BeppooTaTiKoU EAEYXOU VIO TNV ETWACT TWV TAIVIWY.
EAéyxete TOV BeppoOTATN WOTE VO HNv KoTeaivel
KATw amé Toug 35°C kai avw amoé Toug 39°C.

3. Avoiyete v OakoUAO TTOU  TIEPIEXEI TIC  TaIVieS
TOUAGYIOTOV PETA amd MIoK wpa 0t  Beppokpaaia
mepIBaAAovTOG.

4, Mnv xpnoigomoigite Ta avridpaoTipia WeTd ambd Thv
nuepounvia Ajgng. Amogelyete TNV pikpofiakh udAuvon
Twv avTidpaoTnpiwv KaBdTl PEIWVEl TNV EyKupOTNTA TOU
Tpoidviog  kal  pmopei  va  TpokaAéoel  AavBaopéva
amoTeAéapaTa.

5. Mnv tpotroTroleite Tnv Aladikaaia, oUTe avTIKATAOTEITE Ta
avTidpaoTApia W ekeiva AAwWV TTapaywywv A aAwv
TapTidwWY, EKTOS v UTTAPXEI OUYKEKPIPEVN UTTOdEIE T TO
avTidpaaTApIo eival evalagiuo petagy maptidwv. Mnv
MEIWVETE TOV XPAVO TNG ETTWACNG TTOU GUVICTATA.

6. OAa ta uGAiva UNKG TTOU XpnaigoTroloUvTal OTO TEQT
TpéTTEl va TTAEvovTal oX0oAAoTIKA e udpoxAwpikd otl 2M
Kal va EETTAEVOVTal UE ATTECTAYMEVO f TTIOVIOHEVO VEPD.

7. Mnv ekbétete Ta avTidpacTipia o€ 10XUPO QWTIONG 0UTE
0€ UTTOXAWPIWAEIG aTUoUG, Kata Tv diathpnaon Kai Katd
T0 0TGdI0 ETWACHG.

8. Amogelyete TV &lpavon Twv  KUWeAidwv Katd Thv
BIGpKEIQ TOU TEDT.

9. Amogelyete TNV XPACT WUKTWV QUTOUOTNG OTTOWUENG yia
v diatipnan Twv SEIYHATWY.

10. Amo@eUyete Vv OlaoTaupoUpevn pohuvan petall Twv
avtidpaoTnpiwyv. Eival onuavtikd va xpnoiyoToigite
MIKPOTTITTETEG TTOU  TTPOOPICOVTAIl YIA ThV OUYKEKPILEVN
XPAo™N We To UTTOOTPWHA KAl TO CUCUYEG.

11. Amo@eUyete va ayyilete To TePiypOUPa TNG KIWeAidag e
10 gUCUYEG.

12. Mnv @uodre Tavw OTIG MIKPOTTAGIKEG.
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13. O avoooevlupikég OGogoAoyiec pmopolv  kATOTE  Val
TTOPOUCIACOUV  €VO  OUYKEKPIUEVO  QQIVOUEVO  OTO
miepiypappa  ("edge effect”), 10 omoio pmopei va
ehayigTomroinBei  aug@voviag v uypacia katd v
emwaan. O TAAKeG TTPETTEl va KOAUTITOVTAI ME TO €1DIKO
KaAuppa kai va emwaloviar atoug 37°C A oe (ea16
udaTOAOUTPO, XPNOIYOTIOIWVTAG éva OTAPIYMA VIO TIG
TAGKEG, j TN OUCKeUR £mTWaong. EVaANaKTIKA, o1 TIAGKES
pTropolv va emwaaTtolv o€ évav KataAAnAo avahim. MNa
TIEPIOOOTEPEG  AeTITOPéPEIEG, OTUPPBOUAEUETTE TO  €1BIKO
EyXeIpidio Acimoupyiag TG ouokeung. Mnv xpnaoiuoTrolgite
OUOKEUEG ETTWaONS Tou Aeitoupyouv e COz,

14. Mpiv amé v avayvwaon g TAdkag, Befaiwdeite 6,11 o
muBpévag g eival kaBapdg kar aTeyvog kal 6T dev
UTTAPXOUV GUOTAIDES 0épa TNV ETTIGAVEID TOU UYPOU.

15. H xpAon éviova aigoAupéviy, AUTTQIMIKWY, IKTEPIKWY
OEIYHATWY KABWG Kal OEIYMATWY TWv OTIoiWY 0 0pOg dEV
éxel ALl evieAwg A delydaTwv TIou  Trapouaialouy
HikpoBiakr| poAuvon ptropei va TTpokaAéaer AGOn.

16. Amo@euyete TNV pOAuvON Twy KUWENdwY améd Ty okdvn
TWV YavTIWV Piag Xprong.

17. H xpfAon Tou KIT e autdpara péoa TTPETTEN VO ETTIKUPWOET
aTé TAEUPAg Tou XpAoTN.

18. AiaBdaoTte 10 Eyxeipidio Xphotn 6cov agopd 10 KABE
XPNOIHOTIOIOUUEVO €pYaAEio Kal €18IKA 6T0V agopd Ta
€8¢ anueia:

- eykaTacTaon Kal €I0IKEG TIPOUTIOBETEIS
- AeITOUpYIKI apxr, 0dnyieg, TPOPUAAEEIS, Kivouvol
- £I10IKEG TTANPOPOPIES TOU KATAOKEUAOTH Kal a1r6d0aT TG

OUCKEURAS

- GUVTAPNON KOl TEXVIKA UTTOaTAPIEN.

5. IYNOEXH TOY KIT KAl MPOETOIMAZIA TQN
ANTIAPAZTHPIQN
Ta avmidpaaThpia apkolv yia 96 Tpoadiopiguols

Oépere 10 avmidpaoTipla oe Beppokpacio mepIBaAAoviog
TPIV a1 TNV XPAON.

MIKPOMAAKA 12x8 (PF 93071)

Mepiexopevo: 1 mAGka amd 96 KuyeAideg euaioOnToTTOINPEVES
pe avtiyovo avaguvduaapévo EBNA.

XpAon: Avoite Tnv guokeuaaia TG TTAGKag amo Tnv avrifetn
TAeupd ToU KwdIKOU (E petd Tov otoio BpiokeTal 0 apiBuég
TapTidag) Tou €GUTINPETER OTNV avayvwpion g, TapTe 10
aTAPIYMa Kal TIG Talvieg Tou xpelalovral. EmavaromoBerhaTe
Tg GMeg mou dev  ypnoldotroifbnkav gtV - oakoUAa
moAuaiBuAeviou pe TTUPITIKA YEAN (silica gel); agaipéaTe Tov
aépa kal gepayioTe mECOVTAG OTO anpeio KAEITipaTOG.

CONJ| 2YZYTEZ 1x16 mL (PF 93509)

Mepiexbpevo: avBpwmiva povokAwvikd avtiowyara avti-lgG
HOpKapIoUéva JE UTTEPOLEIDAON TE QWOPOPIKO PUBMIOTIKS
d16Aupa Tou epmepiéxel @aivoin 0.05% kai Bronidox 0.02%.
Yypo, £TOIUO YO XPAOT.

CONTROL IgG - | 1gG APNHTIKOX EAETXOZ 1x 1.6 mL
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(PF93910)

ENAAAAZIMO METAZY MAPTIAQN REF 91055 VCA IgG)|
91056 VVCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA 1gG, 91059 EA
IgM

Mepiexouevo:  AvBpWIIVOG  0pOG  TTOU  OeV  EUTTEPIEXE!
avricwpara 1gG avti-EBNA, apaiwpévog 0e  Qwo@opikd
puBuioTiké diahupa 0.01 mol/L pe BSA 1% kai Agidio Narpiou
0.09%. Yypdg, £To1pog yia xprion.

OETIKOZ EAETXOS 1x1.6 mL (PF 92073)
MepiexoUeEvo: AvBPWITIVOG 0POG TTOU EUTTEPIEXEI AVTICWHATA ...
IgG avt-EBNA, apaiwpévog 0t Qwo@opiké  puBuIoTIkS
diéAupa 0.01 mollL pe BSA 1% kai Agidio Narpiou 0.09%.
Yypog, £TOINOG yIa XPAON.

ICONTROL CUT-OFF | EAETXOZ CUT-OFF 1x 2 mL (PF
91873)

Mepiexouevo: AvBpWITIVOG 0pdG TIOU EUTTIEPIEXEI QVTITWUATA
IgG avt-EBNA, dpaiwpévog ot QwoPopIkd  pubuIoTIKO
diéAupa 0.01 mollL pe BSA 1% kai Agidio Narpiou 0.09%.
Yypog, £TOINOG yIa XPAON.

SAMP DIL 10 | AIAAYTIKO 10 1x100 mL (PF93621)
ENAANAZIMO METAZY NAPTIAQN]

Mepiexbpevo: PubuioTikdé  didhupa  dhatog  (PBS)  Tou
epmepiExel mpwreivn 10%, pe AZidio Natpiou 0.09% kai
XPWATIKI ouaia (ropTokaAi Tou PeBuhiou).

Xpfon: Na xpnaoiygoTroigital yia v apaiwan Twv deIyUaTwy.
Yypd, 1010 yia XpAon.

SORBENT G|  AIAAYTIKO EBV 1x7 mL (PF91083)
ENAANAZIMO METAZY MAPTIAQN|

Mepiexouevo: PubuioTikG didAupa aGhatog (PBS) ue Agidio
Narpiou 0.09% ka1 Boogidr) 0p6 10%.

XpAon: Na xpnoiyotoigital yia v apaiwan Twv deiyudTwy
(otnv KuweAida). Yypd, éTolpo yia xpron.

WASH BUF 10x | PYOMIZTIKO AIAAYMA MAYZHE 10x
1x100 mL (PF93603)

|[ENAAAAZIMO METAZY MAPTIAQN]

Mepiexouevo:  PuBuiotiké  didhupa  dhatog  (PBS)
ouykevtpwpévn 10 gopég rou epepiéxel Brij 0.5%.
MpoeTolpaaia: Apaiwvere Tov amairoluevo 6yko 1:10 e
ameotaypévo i amioviopévo vepd yia va gival £TOINO TO
puBuioTiké  O1IGAupa  TAUONG yia  xpAon. Av  umapxouv
kpUaTahol, diaAloTe Toug e Beppokpaaia 37°C mpiv Ty
apaiwan.

SUBS TMB| YMOZTPQMA 1x12 mL (PF93619)
ENAAAZIMO METAZY NAPTIAQN|

Mepiexdpevo: TerpapeBuhoBevidivn 0.26 mg/mL kai H20:
0.01% oTabepommoinuéva ae  pubuIoTIKO SIdAUPa KITPIKOU
o¢wg 0.05 mol/L (pH 3.8). Yypd, £To1uo yia xprian.

AIAAYMA TAPEMIMOAIZHE  (BLOCKING
SOLUTION) 1x16 mL (PF93602)
| ENAAAAZIMO METAZY NAPTIAQN|
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Mepiexouevo: Aidhupa H2SOs 0.3 mol/l. Yypd, étoiuo yia
xenon.

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

AANO  ANAPAITHTO YAIKO NMOY OMQ: AEN

ZYMNEPINAMBANETAL.

o Emwaotic ¢ 37-40°C

e ZUOKEUN avayvwang WIKPOTTAGKWY (JAKog KupaTog 450 1
450/620 nm, We ypaupikotta péxpel OD. = 2.000)

e 2UCKEUN TAUGNG MIKPOTTAGKWV (Un  amapaitntn) e
IKavOTNTa XEIPIOHOU BYKWwV PETaEy 225-375

« AmoaTayuévo 1 aTioviouévo vepd

o 2uvnBiopévog udAIvog eEOTTAIONOG epyaaTnpiou: KUAIVOpOI,
OOKIPACTIKOI CWARAVEG KATT.

o MiKpOTTITIETEG TTOU UTTOPOUV VA avaPPOPAOOUV e akpiBeia

10, 100, 1000 pl S1aAUpaTOg

lavtia piag xpriong

XpovoueTpo

Alahupa uToxAwpiwdoug varpiou 5%

DAoyeia yia Tnv améppiyn duvnTiKé HOAUCHEVWY UAIKWV.

Amoppo@nTiké xapri

6. TPOMOZ AIATHPHZIHZ KAI XTAGEPOTHTA TQN
ANTIAPAZTHPION
Ta avridpaoTtipia wpémel va diarnpolvtal oToug 2/8°C.
H nuepopnvia AREng eivanl Turwpévn o€ kGBe ouCTATIKO
MEPOG Kol TTAVW OTNV ESWTEPIKN ETIKETA TNG CUCKEUNTIAG.
Ta avridpacTipia EXOUV TEPIOPIGHEVN OTABEPOTNTA HETG
TO AvOolypa Kal/f) TV TPOETOIPATIQ:

MIKPOTMAAKA 8 €Bdouades atoug 2/8°C péaa
oTnv gakoUAa TToAuaiBuAeviou

LYZYTEZ 8 eBdouadeg aToug 2/8°C
OETIKOZ EAETXOX 8 eBdouadeg aToug 2-8°C
APNHTIKOZ EAETXOZ IgG  péxp!r Tnv Afgn oToug 2-8°C
EAEMXOZ CUT-OFF 8 eBdopadeg aToug 2-8°C
AIAAYTIKO 10 péxp! TNV Afgn otoug 2-8°C
SORBENT G 5 eBdouadeg aToug 2-8°C
YMNOZTPQMA péXp! TNV Ajgn oTtoug 2-8°C;

1 ¢Bdopdda aToug 15-30°C;
dlamnpeital aTo oKOTAD!
PYOMIZTIKO  AIAAYMA 2 ¢Boopades otoug 2-8°C; 5

MAYZHZ nuépeg atoug 15-30°C
AIAAYMA péXp! TNV Ajgn otoug 2-8°C
MAPEMMOAIZHX

(BLOCKING SOLUTION)

7. EIAOZ AEITMATQN KAI AIATHPHZH
To €idog deiyparog amoteAeiTal amd opd Tou TPOEPXETAI ATTO
aipa Tou AeBnke pe KavOVIKA QAEPOKEVINON Kal TTOU EXEI
mepdoel amd TG dladikaoieg Tou amaitolvial amd  Toug
KaBIEpWLEVOUG KavovIapoUS EpyaaTnpiou.
Aev gival yvwoTéG 01 EMTITWOEIG OTTO TNV XPNOIKOTIoINON
GMwV BIOAOYIKWY UYPWV.
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O opéokog opdg utmopei va diatnpenBei yia 4 nuépeg OoTOUG
2/8°C; yia peyoAUTePn XpoOVvIKr TEPiodo kaTaylgte aToug —
20°C.

To deiyua pmopei va amoyuyBei 10 TTOAU 3 QopEg.

Ato@eUyeTe T Xpron Wuyeiwv pe autéuam améyudn yia v
diatipnan Twyv delyudtwy. MeTa amd Ty amoyusn avakiviaTe
70 OEiypa e TTPOOOXN TTPIV TNV B0TOUETPNAT..

H amevepyomoinon otnv  Bepudmra  utmopei va  dwaoel
AavBaopéva amoteAéouara.

H moi6nTa Tou deiyparog ptopei va emnpeactei gofapd amd
v JikpoBlok WOAuvan n omoia utopei va odnynoel o
AavBaopéva amoteAéapara.

8. AIAAIKAZIA

MMPOETOIMAZIA
Mpiv Tnv évapén Tou TeaT, QépeTe OAa Ta aAVTIOPACTAPIO OF
Bepuokpaaia mepiBarhovog (18-30°C).

- EroipaoTe 1ig amapaiteg Taivieg.

- EroydoTe 10 pubuioTiké didhupa TAUONG apaiwvovTag To
Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H20).

- Apaiwate Ta deiypata 1: 26 Badovrag 40 pL opol o€ 1 mL
d10AuTIKOU.

AIEZATQIH TOY TEXT

1. Alavopn Twv delypdTwy:
BaAte 50 ul Sorbent G kai 50 pl ammé kdBe apaiwpévo
Oeiyua omv k@Be kuweAida (eival TpoTiunTéOD N
avaAuan va Tpaypartotrolgital €1§ dImAolv).
BaAte 100 pl eAéyxou (BeTikou, apvnTikoU 1 cutt-off)
o€ KaBe KuyeAida.
H eAdyiomn omairolpevn  1oodtnTa  gival  €vag
apvnTIKOG €Aeyxog, 1 BeTIKOG €AeyxXog Kal 2 eAéyxol
Cut-Off. AgAoTe pia kuwehida Tng Taiviag yia 1o
TUQAO deiyua (100 uL umoaTpwaTog).

2. Emwaon:
EmwdoTe v AGka KaAuppévn pe KoMwdeg @UANO
oT1oug 37°C yia 45 AetTd.

3. MAUon:

Agaipéate 10 KOMwdeG @UANO, avopporaTe TO
TEPIEXOPEVO OAWV Twv KUWeNidwv Kai TTAOveTe 4
@opé¢  yepiCovtag kGBe  kuweAida pe 300 pL
dlohUparog AUONG. Mepipévere 30 BeutepOAETITA
TIpIV TNV KGBe TTAUGN.

4, Aiavopn Tou auuyolg:
BaAte 100 uL ouluyolug otnv kGBe kuwehida Tng
TAGKOG.

5. Emwaaon tou ouduyoug:
EmwdoTe v mAGka KaAuppévn pe KOMwdEG QUANO
aTtoug 37°C yia 45 Aetra.

6. MAGon:
Agaipéote 10 KOMwde @UANO, avoppoaTe TO
TEPIEXOUEVO OAwWV Twv KUuweAidwy Kai TTAOveTe 4
@opéC  yepidovtag kGBe  kuweAida pe 300 pL
OloAUpatog TAUONG. Mepipévere 30 deutepOAeTITO
TPV TV KGBe TTAUGN.

7. Alavopn} Tou UTTOGTPWUATOG:
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BaAte 100 pL umooTpwpatog oty KaBe kuyehida

NG TTAAKAG.

8. Emwacon tou uroaTpwuaTog:
EnwaoTe mv mAdka o€ Bepuokpaaia mepIBAMOVTOG
yia 15 Aetrtd.

9. [Mauon g avtidpaong:

Baite 100  upL  dioAluatog  TTOPEUTIOOIONG
akohouBwvtag Tnv idla oeipd TTPooBAKNG dTTWG
uTrodEIKVUEI TO aNEio 4.

10. Avayvwon:
AiaBaote 1a D.O. ata 450 nm A} 450/620 nm evtdg 30
Aerrwv.  ZavadiaBdote ota 405 nm av uTrGpyouv
D.0. avw Twv 2.000.

9. AIATPAMMA THZ AOKIMHZ I'l|A EBNA 19G

2ZTAAIO 19 Tomobetote 50 pL Sorbent G kai 50 pL
apaiwpévou opoul. TomoBetRate 100 pL dAwv
TWV eAEyXwv (BETIKOU, apvnTikoU Kai cut-off) aTig
KuweAideg Tng Taiviag. Avakiviore.

Emwaare 45 Aemrté atoug 37°C
MAOvete 4 Qopég (300 L)

XTAAIO 20 TomoBetAote 100 WL ouluyoug oTnv KGOE
KuyeAida

Emmwdare 45 Aemrté atoug 37°C

MAOvete 4 Qopég (300 L)

ZTAAIO 30 TomoBethoTe 100 uL YmooTpwparog otny kGBe
KuyeAida

Emwaote 15 Aem@  o¢  Bepuokpacia
TEPIBAMOVTOG.

ZTAAIO 409 TMpoagBéate 100 uL AiaAuparog Mavong

AiaBaote 10 D.O. ota 450 nm 1} 450/620 nm
€vT¢ 30 AeTITWOV.

10. ETKYPOTHTA TOY TEXT
AgaipéaTe v TIU Tou TUPAOU deiypatog (<= 0.100) o€ OAeg TIG
GMES avayvwaoelg.

Apvntik6¢ €heyxoc: H oxéon petacd tou D.O. Tou apvnrikol
eMéyyou kai Tou D.O. Tou cut-off mpémel va gival < = 0.6.
OeTikd¢ Eheyxog: 0 BeTikOg éAeyxog TpEmel va €xer éva D.O.
ToUuAdyIaTov 1.5 Qopég ekeivou Tou 0poU cut-off.

‘EAeyxoc cut-off: To D.O. tou cut-off mpémel va eival >= 0.200.

Av éva amd Tta omoteAéopata Twv opwv  EAéyxou dev
mepidapBaveral yéoa ata amodekTd 6pia, eTavaAdBeTe To TEOT.
Av 10 TTPORANMa £EakoAouBEi va UTTAPXE! ETTIKOIVWVIAOTE ME TO
Turpa EmoTnuovikig Ymoatipigng.
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TnA.: 0039 0577 587121
®ag 0039 0577 587122
email:  scientificsupport@diesse.it

11. EPMHNEIA TQN AMOTEAEZIMATQN
YmoAoyioTe Tnv oxéon petagl g TipAG Tou OD Tou deiyuaTog
kai exeivou Tou Cut-Off (Index).
To deiypa Ba kpI6ei:

OETIKO: 61av o Aeiktng (Index) eivar > 1.2
AMO®IBOAOQ: yia 6Aeg Tig Tipég 0.8 — 1.2
APNHTIKO: étav o Aciktng eivar < 0.8

2e mepimTwaon ap@iBéAou amoTeAEaPaTOC ETTAVAAAPETE TO TEDT.
Av 10 omotéAeopa Tapapével augifolo, emavaAaBete v

Ayn.

12. MEPIOPIZMOI
H k&6 Tiur mou MeBnke TPETTEN va EPUNVEUETAI TIPOTEKTIKA
Xwpic va efaipolvtal GMeg evdeiteic Tou agopolv Tov 610
aoBevn.
To 1eqT, MpayuaTl, dev UTTOPEl va ¥pnaoidotoinBei yia pia
KAIVIKR  Oldyvwaon Kal 70 omotéAeopa TIpéTEl TTAvTA va
agioloyeital og guvdIaoPO e eBOUEVA TTOU TTPOEPXOVTAI OTTO
10 10TOpIKG TOU a0Bevoug Kai/f amd GAAeG diayvwaTIKEG
€PEUVEG.

13. EZEIAIKEYMENH ANAAYZH
AvaAlBnkav 10 deiypata apvnTiKa wg TTPOS Ta avTicwyata IgG
avti-EBNA kai avti-VCA yia Tov mpoadiopiopo twv 19gG avti-
CMV, avti-AAo0 Epminta kai avti-Eptinta ZwaoTthpa. Ze kapia
TIEPITITWON N TTAPOUCIa TWV avVWTEPW avVTICWHATWY  OEV
emnpéace 1o amotéAeapa Tou KIT Enzywell EBNA IgG.

14. IYTKPITIKEZ MEAETEZ
Karta 1 dicaywyn evog meipdpartog avaiubnkav 88 deiyuara
e 70 KIT Diesse Kkau e éva aAAo KIT Tou utropiou.
Mapakdrw éxouv okiaypaenBei Ta dedouéva Tou TIEIPAPATOG:
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15. AKPIBEIA KAl EMANAAHYIMOTHTA

AkpiBeia katd Tt Oidpkela avaAuong mou éyive pe 3

dlaopeTikég TapTideg

Cut-off n=15 Maptida 011 | Moptida 012 | MopTida 013
o.n. 0.447 0.498 0.388
CV% 5 8 6

AxkpiBeia peragl avaAioswy Kai rapTidwv

INDEX
Aciypa | Moprida | Maptida | MopTida Méon CV%
011 012 013 TipA
1 0.27 0.26 0.18 0.24 21
2 1.10 1.17 1.24 1.7 6
3 2.11 246 2.21 226 8

Avagopd
+ - ZUvolo
+ 44 1 45
Diesse - 0 43 43
ZUvoAo 44 44 88

Percent Positive Agreement (~AiayvwoTikf euaiobngaia):
100% Clesy: 92.0-99.9

Percent Negative Agreement: (~AiayvwaTikr| €181KOTNTA):
97.7% Clgss: 88.1.-99.6

16. OAHIOZ EMIAYZHZ MPOBAHMATQN XPHZHZ

MIGANH AITIA TPOMNOX
MPOBAHMA | " AngoYE ANTIMETQMIZHE
Evan EAeyére Cava v
TIEQICOOTEPA diadikaaia.
avTidpaoTrpia EAéyEre av kdmolo
Oev £xouv avTIOPaaTAPIO eV EXEI
TpooTeDei A TpoCTEDE.
¢xouv mpoaTebei | EmavaAdBete To TEOT.
e AaBog oelpd
Akupn Mn avTidpwoa EAEyEre TOv KWOIKS TTOVW
diadikaaia (6Aa | TAGka 0NV gakoUAa TG TTAGKaG
apvnTIKA) (BA. 0dnyieg yia v
Xpnon).
EAéyére v Tapouaia
uypaaiag otnv TTAGKa TTou
dev xpnoipotoiBnke. (H
TIUPITIKF YEAN TTPETTEI VOl
eival KiTpivo wypa).
EmavaAdpere o 1€0T.
Axupn Mé)\uvoq T0U Mapre é\{a aMo ’

.., | UTTOOTPWUATOG | TTOGOGTOUTIOOTPWHATOG.
diadikacia (6Aa ; — ;
BeTIka) Avgnapmg BsL?mwGane 0TI N OUOKeUA

TTAUON TAUONG AsIToupyei owoTd
AveTrapkng BeBaiwBeite 611 N Guokeun
avappdenon Twv | TAUONG Asitoupyei cwaTd
KUweAidwv
NaBog g EAeyére v Aerroupyia g
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZY-WELL
Epstein-Barr EBNA IgG

Para la determinacién cualitativa de anticuerpos
IgG anti-Epstein-Barr Nuclear Antigen (EBNA)

Sélo para el uso diagnéstico in vitro

1. INDICACIONES
Método inmunoenzimatico para la determinacion
cualitativa de anticuerpos IgG anti-Epstein-Barr Nuclear
Antigen (EBNA) en suero humano.

2. INTRODUCCION
El virus de Epstein-Barr (EBV) es un herpesvirus que causa la
mononucleosis infecciosa (IM). Estd ademas asociado al
linfoma de Burkitt, al carcinoma nasofaringe y a sindromes
linfatico-proliferativas en pacientes imunodprimidos. El virus se
difunde en todo el mundo y el 80/90% de la poblacién resulta
sueropositiva.
La diagnosis de laboratorio de IM se hace tradicionalmente por
medio de revelacidén de la presencia en suero de anticuerpos
eterdfilos aglutinantes de eritrocitos de caballo, que se
desarrollan durante el curso de la enfermedad. Sin embargo
€s0s anticuerpos pueden no estar presentes en sujetos con M,
especialmente con menos de 14 afios de edad y ademas
pueden seguir para mas de un afio después de la infeccion. La
sbla busqueda de anticuerpos eterdfilos puede por eso
conducir a una diagnosis errénea,
Por eso es importante la busqueda de anticuerpos dirigidos
hacia antigenos virales. En particular, se revela util la
busqueda de anticuerpos dirigidos hacia el complejo antigénico
llamado "Viral Capsid Antigen" (VCA) y el antigeno nuclear
(EBNA).
Durante el curso de IM los anticuerpos IgM e IgG anti-VCA
aparecen muy precozmente, mientras los anticuerpos IgG anti-
EBNA se desarrollan mas tarde. Por eso la presencia de IgM
anti-VCA en absencia de 1gG anti-EBNA indica infeccién en
curso, mientras la presencia de 1gG anti-VCA e anti-EBNA
dirige hacia una diagnosis de infeccion anterior.

3. PRINCIPIO DEL METODO

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

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

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

4. PRECAUCIONES
PARA USO EXCLUSIVO EN DIAGNOSTICO IN VITRO.

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

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

Advertencias para la sequridad personal

1. No pipetear por via oral.

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

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

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

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

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

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

8. El derrame de materiales potencialmente infecciosos se
debe eliminar inmediatamente con papel absorbente y el
area contaminada tendra que ser limpiada, por ejemplo
con hipoclorito de sodio al 1%, antes de se que se
continGe el trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe
utilizar en derrames que contengan acido antes de que se
limpie la zona.
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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. La D.O. del Cut-Off, de los controles y de las
muestras puede ser ligeramente diferente entre
placas diferentes. Por tanto, si se utilizan en la misma
sesion de tiras de placas diferentes, aunque sean del
mismo lote, es necesario repetir la determinacion del
Cut-Off.

2. Poner todos los reactivos a temperatura ambiente
(18-30°C) antes de su uso. Inmediatamente después
del uso poner los reactivos a la temperatura de
conservacion  recomendada. Es  importante
disponer de una regulacion de termostato
correcta para la incubacion de las tiras.
Compruebe que el termostato no esté por debajo
de 35°C o por encima de 39°C..

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

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

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

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

7. No exponer los reactivos a fuerte iluminacion ni a
humos de hipoclorito durante la conservacién o las
fases de incubacion.

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

9. Evitar el uso de congeladores autodescongelantes
para la conservacion de las muestras.

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

11. Evitar tocar el borde del pocillo con el conjugado.

12. No salpicar sobre las microplacas.

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

14. 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.
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15. Puede ser fuente de error el uso de muestras
altamente hemolizadas, lipémicas, ictéricas, de suero
no coagulado completamente o de muestras que
presentan contaminacion microbiana.

16. Evitar la contaminacion de los pocillos con el polvo de
guantes desechables.

17. El uso del kit con equipos automaticos debe ser
aprobado por el usuario.

18. Leer el manual de usuario de cada equipo vy,
especialmente, si desea obtener informacién sobre
los puntos siguientes:

— instalacion y requisitos especificos
— principios operativos, instrucciones, precauciones y
riesgos
— especificaciones del fabricante y rendimiento del
equipo
— mantenimiento y servicio técnico.

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

Poner los reactivos a temperatura ambiente antes de su
uso.

MT PLATE| MICROPLACA 12x8 (PF 93071)

Contenido: 1 placa de 96 pocillos sensibilizados con antigeno
EBNA recombinante

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

CONJUGADO 1x16 mL (PF 93509)
Contenido: anticuerpos monoclonales anti-lgG  humanos
marcados con peroxidasa, en tampon fosfato con fenol 0.05% y
Bronidox 0.02%. Liquido, listo para su uso.

CONTROL IgG - | 19G CONTROL NEGATIVO 1x 1.6 mL

(PF93910)

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES DEL PANEL EBV REF
91055 VCA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA
I9G, 91059 EA IgM

Contenido: Suero humano, libre de anticuerpos anti-EBNA IgG,
diluido en tampén fosfato 0.01 mol/L, con BSA 1% y Azida
Sédica al 0.09%.

Liquido, listo para su uso.

CONTROL 4/ CONTROL POSITIVO 1x1.6 mL (PF 92073)

Contenido: Suero humano con anticuerpos anti-EBNA IgG,
diluido en tampon fosfato 0.01 mol/L, con BSA 1% y Azida
Sadica al 0.09%. Liquido, listo para su uso.

[CONTROL CUT-OFF| CONTROL CUT-OFF 1x 2 mL (PF
91873
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Contenido: Suero humano con anticuerpos anti-EBNA IgG,
diluido en tampén fosfato 0.01 mol/L, con BSA 1% y Azida
Sédica al 0.09%. Liquido, listo para su uso.

SAMP DIL 10 | DILUYENTE 10 1x100 mL (PF93621)
INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Solucién salina tamponada (PBS) que contiene
proteinas 10%, con Azida Sédica 0.09% con adicién de
metilnaranja como colorante.

Uso: Para la dilucion de las muestras. Liquido, listo para su
uso.

SORBENT G| DILUYENTE EBV  1x7 mL (PF91083)
INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Solucién salina tamponada (PBS) con Azida Sédica
0.09% y suero bovino 10%.

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

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

INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

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

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

SUBS TMB, SUSTRATO 1x 12 mL (PF93619)
INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

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

H.S04 0,3 M| SOLUCION BLOQUEANTE 1x16 mL (PF93602)
INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|

Contenido: Solucién de H2SO4 0.3 mol/L.

Liquido, listo para su uso.

CINTA ADHESIVA (2)
BOLSA DE PLASTICO (1)

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS

e Incubador a 37-40°C

e lector de Microplacas (longitud de onda 450 o
450/620 nm, con linealidades hasta OD >= 2.000)

e lavador de microplacas (no indispensable) para
dispensar volumenes entre 225-375 ul
Agua destilada o desionizada
Material de laboratorio: cubetas, tubos de ensayo,
etc.

e  Micropipetas de precisiéon para extraer 10,100, 1000
ML de solucion

¢  Guantes de un solo uso

e  Cronémetro
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e Solucién de hipoclorito del sodio (5%)

e FEnvases para la coleccion de materiales
potencialmente infecciosos

e  Papel absorbente

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

La fecha de caducidad esta impresa en cada uno de los
componentes y en la etiqueta exterior de la caja.

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

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

CONJUGADO 8 semanas 2-8°C

CONTROL POSITIVO 8 semanas 2-8°C

CONTROL NEGATIVO hasta la fecha de caducidad a 2-
8°C

CONTROL CUT-OFF 8 semanas 2-8°C

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

SORBENT G 5 semanas 2-8°C

SUSTRATO hasta la fecha de caducidad a 2-

8°C, 1 semana a 15-30°C en

ambiente oscuro

2 semanas 2-8°C; 5 dias 15-

30°C

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

TAMPON DE LAVADO

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

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

- Preparar el nmero requerido de tiras.
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- Preparar el tampoén de lavado diluyendo el Wash Buffer
10x (100 mL + 900 mL H20).

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

REALIZACION DE LA PRUEBA

1. Distribucién de las muestras:
Distribuir 50 pl de Sorbent G por pocillo y 50 ul de
muestra diluida (es preferible realizar el analisis por
duplicado).
Distribuir 100 pl de control (positivo, negativo o cut-off) por
pocillo.
El requisito minimo indispensable es de 1 control
negativo, 1 control positivo y 2 controles Cut-Off. Dejar un
pocillo de la tira para el blanco (100 L de sustrato).

2. Incubacion:
Incubar la placa cubierta con hoja adhesiva a 37°C
durante 45 minutos.

3. Lavado:
Retirar la hoja adhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocillos y lavar 4 veces llenando cada pozo con 300 L de
solucién de lavado. Esperar 30 segundos antes de cada

lavado.

4, Distribucion del conjugado:
Distribuir 100 pL de conjugado para cada pocillo de la
placa.

5. Incubacién del conjugado:

Incubar la placa cubierta con hoja adhesiva a 37°C
durante 45 minutos.

6. Lavado:
Retirar la hoja adhesiva, aspirar el contenido de todos los
pocillos y lavar 4 veces llenando cada pozo con 300 pL de
solucion de lavado. Esperar 30 segundos antes de cada

lavado.
7. Distribucion del sustrato:
Distribuir 100 L de sustrato para cada pocillo de la placa.
8. Incubacién del sustrato:
Incubar la placa a temperatura ambiente durante 15
minutos.
9. Parada de la reaccion:

Distribuir 100 uL de soluciéon de bloqueo siguiendo el
mismo orden de afiadido que en el punto 4.

10. Lectura:
Leer las D.O. a 450 nm o 450/620 nm en 30 min. como
maximo Volver a leer a 405 nm si hay D.O. superiores a
2.000.

9. ESQUEMA DEL ENSAYO PARA EBNA IgG
PASO 1 Poner 50 uL de Sorbent G y 50 uL di de suero
diluido. Echar 100 puL de todos los controles
(positivo, negativo y cut-off) en los pocillos de la
tira. Agitar.
Incubar 45 min. a 37°C

Lavar 4 veces (300 L)
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PASO 2 Poner 100 L de conjugado en cada pocillo
Incubar 45 min. a 37°C

Lavar 4 veces (300 pL)

PASO 3 Poner 100 pL de Sustrato en cada pocillo

Incubar 15 min. a t.a.
PASO 4 Afiadir 100 uL de Solucién Bloqueante

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

10. VALIDACION DEL TEST
Restar el valor del blanco (<= 0.100) a todas las otras lecturas.

Control negativo: La relacion entre la D.O. del control negativo
y la D.0. del cut-off debe ser < =0.6.

Control positivo: el control positivo debe tener una D.O. de al
menos 1,5 veces la del suero cut-off.

Control cut-off: la D.O. del cut-off debe ser >=0.200.

Si uno de los resultados de los sueros de control no entra en el
intervalo de aceptabilidad, repetir la prueba. Si el problema
persiste, contactar con el Scientific Support.

Tel: 0039 0577 587121
Fax: 0039 0577 587122
e-mail:  scientificsupport@diesse.it

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

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

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

12. LIMITACIONES

Todos los valores obtenidos precisan una atenta interpretacion
que no prescinda de otros indicadores relativos al mismo
paciente.

Este test, de hecho, no debe ser la Unica prueba utilizada para
el diagnéstico clinico. El resultado de la prueba se debe
evaluar junto con los datos clinicos y otros procedimientos de
diagnostico.

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA
10 muestras de pacientes negativos a los anticuerpos IgG anti-
EBNA se probaron para la determinacion de las IgG anti -CMV,
anti-Herpes Simplex y anti-Varicella. En ningln caso la
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presencia de dichos anticuerpos interferia con el kit Enzywell

EBNA IgG.

14, ESTUDIOS DE COMPARACION
En una prueba, se analizaron 88 muestras con el kit Diesse y

con otro kit comercial

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

Serie no vélida

Contaminacion del | Recoger una nueva

Referencia
+ - Total
+ 44 1 45
Diesse - 0 43 43
Total 44 44 88

Percent Positive Agreement (~Sensibilidad de Diagnostico):
100% Close: 92.0-99.9
Percent Negative Agreement: (~Especificidad de Diagnostico):
97.7% Clgs: 88.1.-99.6

15. PRECISION Y REPRODUCIBILIDAD

Precision intra-ensayo ejecutada sobre 3 lotes distintos

(todos positivos) sustrato alicuota de sustrato.
Lavado Asegurarse del buen
inadecuado funcionamiento del

lavador.
Aspiracién Asegurarse del buen
incompleta de los | funcionamiento del
pocillos lavador.

Escasa precisién
Error de pipeteado | Controlar el

funcionamiento de la
pipeta.
Adici6n de los Evitar la sequedad
reactivos de la placa después

del lavado. Afadir
los reactivos

demasiado lenta

inmediatamente.
Presencia de Evitar la formacion
burbujas de burbujas

mientras se pipetea.
Controlar la fuente

Sistema dptico no

Cut-off n=15 Lotto 011 Lotto 012 Lotto 013
D.O. 0.447 0.498 0.388
CV% 5 6
Precision en series y lotes
INDEX
Muestra Lote 011 | Lote 012 | Lote 013 | Media | CV%
EBN 1 0.27 0.26 0.18 0.24 21
EBN 2 1.10 117 1.24 1.17 6
EBN 3 2.11 246 2.21 2.26 8

16. GUIA DE RESOLUCION DE PROBLEMAS

POSIBLES

PROBLEMA FUENTES DE AQEL?TZ'ZSRA
ERROR
Uno o mas Controlar de nuevo

Serie no valida
(todos negativos)

reactivos no han
sido afiadidos o
han sido afiadidos
en secuencia
errénea.

el procedimiento
Controlar si no se
ha afiadido algtn
reactivo

Repetir la prueba.

Placa no reactiva

Controlar el cédigo
del envase de la
placa (ver
informacion técnica).

limpio de luz y el detector
para la presencia de
suciedad. Limpiar el
fondo de la placa
con papel suave.
Tiempo o Verificar el control
temperatura de de la temperatura 'y
incubacion el tiempo de
Desarrollo escaso | incorrectos incubacion.
del color Volumen Controlar el
inadecuado de funcionamiento de la
sustrato afiadido a | pipeta.
la placa
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INSTRUCTIONS POUR L’UTILISATION

ENZY-WELL
Epstein-Barr EBNA IgG

Pour la détermination qualitative des anticorps
IgG anti-Epstein-Barr Nuclear Antigen (EBNA)

Uniquement pour diagnostic in vitro.

1. UTILISATION
Méthode immunoenzymatique pour la détermination
qualitative des anticorps de classe IgG anti-Epstein-Barr
Nuclear Antigen (EBNA) dans le sérum humain.

2. INTRODUCTION
Le virus d’Epstein Barr (EBV) appartient au groupe Herpes
viridae. La mononucléose est la situation clinique la plus
fréquente. L'EBV est également associé au lymphome de
Burkitt, au cancer du rhinopharynx et a certains syndromes
lympho-prolifératifs B, chez les sujets immunodéprimés.
Les anticorps anti-EBV sont retrouvés dans tous les groupes de
la population. A 'dge adulte, 80 a 90 % de la population
possede des anticorps dirigés contre EBV.
Le diagnostic sérologique de la mononucléose infectieuse
(MNI) peut étre réalisé & l'aide de deux types de réactions
complémentaires: la recherche des anticorps hétérophiles, en
pratiquant la réaction de Paul Bunell et Davidsohn (PBD) ou
une des variantes sur lames. Toutefois, ces anticorps ne sont
pas toujours présents chez les sujets frappés par la MNI, en
particulier quand ils ont moins de 14 ans et en outre, ils
peuvent rester présents dans le sérum plus d'un an aprés
linfection. Si elle n'est accompagnée d'aucune autre analyse,
la recherche des anticorps hétérophiles peut entrainer un
diagnostic erroné.
C'est la raison pour laquelle la recherche des anticorps
spécifiques anti-EBV est importante. En particulier, la
recherche des anticorps agissant contre I'antigéne du capside
viral (VCA) et I'antigéne nucléaire (EBNA) peut étre trés utile.
Pour les autres pathologies liées & I'EBV, le diagnostic
sérologique se base sur la recherche des anticorps spécifiques
de 'EBV.
Lors d’'une primo-infection, les anticorps anti-VCA (IgG et IgM)
apparaissent  précocément. Les anticorps  anti-EBNA
apparaissent plus tardivement.
Un profil dissocié (présence d'lgG anti-VCA et absence d'lgG
anti-EBNA) indique une primo-infection. Il pourra étre confirmé
par la présence d'IgM anti-VCA.
Un profil non dissocié (présence d'lgG anti-VCA et d'lgG anti-
EBNA) indique une infection ancienne.

3. PRINCIPE DE LA METHODE
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Le test se base sur le principe ELISA (Enzyme Linked
ImmunoSorbent Assay). L'antigéne se lie a la phase solide.

En le faisant incuber avec du sérum humain dilué, les
immunoglobulines spécifiques se lient a l'antigéne. Aprés
lavage pour éliminer les protéines qui n'ont pas réagi, on
effectue lincubation avec le conjugué constitué d'anticorps
monoclonaux anti-lgG humaines conjugués avec du peroxyde
de raifort.

Le conjugué non lié est éliminé et le substrat de la peroxydase
est ajouté.

La couleur bleue qui se développe est proportionnelle a la
concentration des anticorps spécifiques présents dans le sérum
en examen.

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

4. PRECAUTIONS
UNIQUEMENT POUR DIAGNOSTIC IN VITRO.

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

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

Avertissements pour la sécurité personnelle

9. Ne pas pipeter avec la bouche.

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

11. Se laver soigneusement les mains apres avoir terminé le
test.

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

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

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

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

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

Précautions analytiques

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

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

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

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

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

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

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

26. Eviter le desséchement des puits pendant le test.

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

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

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

30. Ne pas souffler sur les microplaques.

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

32. 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.

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

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

35. L'utilisation du kit avec des instruments automatiques doit
étre validée par I'utilisateur.

36. Lire le Manuel d'Utilisation des instruments utilisés, en
particulier les chapitres concernant :

- L'installation et les précautions spécifiques.

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

- Les spécifications du fabricant et les performances de

linstrument.

La maintenance et le support technique.

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

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

MT PLATE] MICROPLAQUE 12x8 (PF 93071)

Contenu: 1 plaque de 96 puits sensibilisés avec de I'antigene
Epstein Barr recombinant.

Utilisation : Ouvrir I'enveloppe de la plaque du c6té opposé au
code (E suivi du numéro de lot) qui est utilisé a des fins
d'identification ; prendre le support et les barrettes nécessaires.
Ranger les barrettes non utilisées dans le sachet en
polyéthyléne avec le gel de silice; faire sortir I'air et fermer en
appuyant sur la fermeture.

CONJUGUE 1x16 mL (PF 93509)

Contenu: anticorps monoclonaux anti-lgG humaines marqués a
la peroxydase, dans un tampon phosphate contenant 0.05 %
de phénol et 0.02 % de Bronidox.

Liquide prét a l'usage.

CONTROL IgG { CONTROLE NEGATIF IgG 1x 1.6 mL

(PF93910)

INTERCHANGEABLE PARMI LES LOTS DU PANEL EB
REF 91055 VCA IgG, 9105 VCA IgM6, 91057 EBNA IgG,
91058 EA IgG, 91059 EA IgM|

Contenu : Sérum humain, ne contenant pas d'anticorps 19G
anti-EBNA, dilué dans un tampon phosphate 0,01 mol/l
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contenant 1 % de BSA et 0.09 % d'azoture de sodium. Liquide
prét a l'usage.

CONTROL + CONTROLE POSITIF 1x1.6 mL (PF 92073)

Contenu : Sérum humain contenant des anticorps 19G anti-
EBNA, dilué dans un tampon phosphate 0.01 molll a 1 % de
BSA et 0.09 % d'azoture de sodium. Liquide prét a 'usage.

ICONTROL CUT-OFF] CONTROLE CUT OFF 1x 2 mL (PF
91873)

Contenu : Sérum humain contenant des anticorps 19G anti-
EBNA, dilué dans un tampon phosphate 0.01 mol/ll 2 1 % de
BSA et 0.09 % d'azoture de sodium. Liquide prét a l'usage.

SAMP DIL 10, DILUANT 10 1x100 ml (PF93621)

LOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Solution saline tamponnée (PBS) contenant 10 % de
protéines, avec 0.09 % d'azoture de sodium et un colorant
(orange de méthyle).

Utilisation : A utiliser pour la dilution des échantillons. Liquide
prét a l'usage.

SORBENT G| DILUANT EBV 1x7 mL (PF91083)

LOTS INTERCHANGEABLES|

Contenu : Solution saline tamponnée (PBS) avec 0.09 %
d'azoture de sodium et 10 % de sérum bovin.

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

ASH BUF 10xf TAMPON DE LAVAGE 10x  1x100 ml

(PF93603)

LLOTS INTERCHANGEABLES|

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

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

SUBS TMB, SUBSTRAT 1x12 ml (PF93619)

LOTS INTERCHANGEABLES|

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

H.S0: 0.3 M SOLUTION D'ARRET 1x16 ml (PF93602)
LOTS INTERCHANGEABLES|
Contenu : Solution de H2SO4 0.3 mol/l. Liquide prét a l'usage.

FEUILLES ADHESIVES (2)
SACHET EN POLYETHYLENE (1)

AUTRE MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

« Incubateur a 37-40 °C

o Lecteur de microplaques(longueur d'onde 450 ou 450/620
nm, avec une linéarité jusqu'a OD = 2.000)
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« Laveur de microplaques (recommandé) capable de fournir
des volumes de 225-375 pl

« Eau distillée ou déionisée

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

« Micropipettes capables de prélever 10,100,1000 pl de
solution

« Gants a usage unique

« Chronométre

« Solution d’hypochlorure de sodium (5 %)

« Récipients pour les matériaux potentiellement infectés

o Papier absorbant

6. MODAL,ITI'ES DE CONSERVATION ET STABILITE
DES REACTIFS
Les réactifs doivent étre conservés a 2-8 °C.

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

Les réactifs ont une stabilité limitée aprés ouverture et/ou
préparation:

MICROPLAQUE 8 semaines a 2-8 °C, sachet en
polythéne

CONJUGUE 8 semaines a 2-8 °C

CONTROLE POSITIF 8 semaines a 2-8 °C

CONTROLE NEGATIF IgG  jusqu'a péremption & 2-8 °C
CONTROLE CUT OFF 8 semaines a 2-8 °C

DILUANT 10 jusqu’a péremption a 2-8 °C
SORBENT G 5 semaines a 2-8 °C
SUBSTRAT jusqu’a péremption a 2-8 °C;

1 semaine a 15-30 °C;

dans l'obscurité

2 semaines a 2-8 °C; 5 jours a
15-30 °C

jusqu’a péremption a 2-8°C

TAMPON DE LAVAGE
SOLUTION D'ARRET

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

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

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

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

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

La non-activation a la chaleur peut provoquer des résultats
erronés. La qualité de l'échantillon peut étre sérieusement
influencée par la contamination microbienne qui peut porter a
des résultats erronés.

8. PROCEDURE

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

- Préparer le nombre nécessaire de barrettes.

- Préparer le tampon de lavage en diluant le tampon de lavage
10x (100 ml + 900 mIH 2 O).

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

EXECUTION DU TEST

11.  Distribution des échantillons :
Distribuer 50 pl de Sorbent G par puits et 50 pl
d'échantillon dilué (il est préférable d'effectuer I'analyse en
double).
Distribuer 100 pl de contréle (positif, négatif ou cut-off) par
puits.
Le strict minimum est de 1 contréle négatif, 1 controle
positif et 2 contrbles Cut-Off. Laisser un puits de la
barrette pour le blanc (100 pl de substrat).

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

13. Lavage:
Retirer la feuille adhésive, aspirer le contenu de tous les
puits et laver 4 fois en remplissant chaque puits avec 300
pl de solution de lavage. Attendre 30 secondes avant
chaque lavage.

14. Distribution du conjugué :
Distribuer 100 pl de conjugué a chaque puits de la plaque.

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

16. Lavage:
Retirer la feuille adhésive, aspirer le contenu de tous les
puits et laver 4 fois en remplissant chaque puits avec 300
pl de solution de lavage. Attendre 30 secondes avant
chaque lavage.

17.  Distribution du substrat :
Distribuer 100 pl de substrat a chaque puits de la plaque.

18. Incubation du substrat :
Incuber la plaque a température ambiante pendant 15
minutes.

19.  Arrét de la réaction :
Distribuer 100 pl de solution d'arrét en suivant l'ordre
d'ajout indiqué au point 4.

20. Lecture:
Lire les D.O. & 450 nm ou 450/620 nm dans un délai de 30
min. Relire & 405 nm s'il y a des D.O. supérieures a
2.000.

9. SCHEMA DE L'ESSAI POUR EBNA IgG
PHASE 1 Mettre 50 uL de Sorbent G et 50 uL de sérum
dilué. Mettre 100 pL de tous les contrbles
(positif, négatif et cut-off) dans les puits de la
barrette. Agiter.

Incuber 45 min. a 37 °C

Laver 4 fois (300 pL)
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PHASE 2 Mettre 100 uL de conjugué par puits
Incuber 45 min. & 37 °C
Laver 4 fois (300 L)

PHASE 3 Mettre 100 uL de Substrat par puits

Incuber 15 min. a t.a.
PHASE 4 Ajouter 100 uL de Solution d'Arrét

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

10. VALIDATION DU TEST
Retirer la valeur du blanc (<= 0.100) de toutes les autres
lectures.

Controle négatif : le rapport entre la D.O. du contrble négatif et
la D.0O. du cut-off doit étre <= 0.6.

Contréle positif : le controle positif doit avoir une D.O. d'au
moins 1,5 fois celle du sérum cut-off.

Contréle cut-off: la D.O. du cut-off doit étre >= 0.200.

Si I'un des résultats des sérums de contréle n'est pas compris
dans la plage d'acceptation, répéter le test. Si le probleme
persiste, contacter le Scientific Support.

Tel.: 0039 0577 587121
Fax: 00390577 587122
e-mail:  scientificsupport@diesse.it

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

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

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

12. LIMITES DU TEST

Toutes les valeurs obtenues nécessitent une interprétation
prudente ne négligeant pas d'autres indicateurs relatifs au
méme patient.

En effet, les test ne peut étre utilisé seul pour un diagnostic
clinique et le résultat du test doit étre évalué conjointement
avec des données provenant de l'anamnéese du patient et/ou
d'autres enquétes diagnostiques.

13. SPECIFICITE DE L'ANALYSE
10 échantillons de sérum négatifs pour les anticorps IgG anti-
EBNA et IgG anti-VCA ont été testés pour la détection des
anticorps IgG anti-CMV,anti-Herpes Simplex et anti-Varicella.
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Aucune interférence avec le test Enzywell EBNA IgG n'a été
mise en évidence.

14. ETUDES DE COMPARAISON
Au cours d’'un essai, 88 échantillons ont été analysés avec le kit
Diesse et avec un autre kit en vente dans le commerce.
Les données de I'essai sont schématisées ci-apres :

FR 28/35

Référence
+ - Total
+ 44 1 45
Diesse - 0 43 43
Total 44 44 88

Percent Positive Agreement (~Sensibilité diagnostique) :
100% Close: 92.0-99.9.

Percent Negative Agreement: (~Spécificité diagnostique) :
97.7% Clos: 88.1.-99.6

15. PRECISION ET REPRODUCTIBILITE

Précision intra-série (3 lots différents):

positifs) Lavage insuffisant | S’assurer que le
laveur fonctionne
correctement
Aspiration S'assurer que le
insuffisante des laveur fonctionne
puits correctement
Erreur de S'assurer que la
pipetage pipette fonctionne
correctement
Ajout des réactifs | Eviter le
trop lent dessechement de la

plaque aprés la phase
de lavage. Ajouter

Précision C
. . immédiatement les
insuffisante -
réactifs.
Présence de Eviter la formation de
bulles d'air bulles d'air pendant le
pipetage.
Parcours optique | Contrdler la source
pas propre lumineuse et la

présence d'impuretés.
Essuyer le fond de la
plaque avec un
mouchoir en papier.

Seuil n=15 Lot 011 Lot 012 Lot 013
D.O. 0.447 0.498 0.388
CV% 5 8 6

Précision inter-séries et inter-lots

INDICE

Echantillon | Lot 011 | Lot012 | Lot013 | Moyenne | CV %

Temps ou Vérifier le contrdle de
température la température et du
Développement | d’incubation non | temps d'incubation
insuffisant de la | correct
couleur Substrat ajouté en | Contrdler le

volume inadéquat | fonctionnement de la
pipette.

EBN 1 0.27 0.26 0.18 0.24 21
EBN 2 1.10 1.17 1.24 1.17 6
EBN 3 21 246 221 2.26 8

16. RESOLUTION DES PROBLEMES

: CAUSES MESURES A
PROBLEME POSSIBLES PRENDRE
Absence d'unou | Controler la
de plusieurs procédure.
réactifs, ou ajout | Contrdler si un réactif
des réactifs en n'a pas été ajouté.
ordre erroné Refaire le test.
Plague non Contréler le code
. réactive imprimé sur le sachet
Session non .
de la plaque (lire le
valable (tous , )
négatifs) modeAd em,plm).
Contréler s'il y a de
Ihumidité sur la
plaque inutilisée. (Le
gel de silice doit
présenter une couleur
jaune péle). Refaire le
test.
Session non Contamination du | Prélever une nouvelle
valable (tous substrat quantité de substrat.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

ENZY-WELL
Epstein-Barr EBNA IgG

Para a determinagao qualitativa dos anticorpos
IgG anti-Epstein-Barr Nuclear Antigen (EBNA)

Somente para uso diagnéstico in vitro

1. UTILIZAGAO
Método imunoenziméatico para a determinagdo qualitativa
dos anticorpos IgG anti-Epstein-Barr Nuclear Antigen
(EBNA) no soro humano.

2. INTRODUGAO
El virus de Epstein-Barr (EBV) es un herpesvirus que causa la
mononucleosis infecciosa (IM). Estd ademas asociado al
linfoma de Burkitt, al carcinoma nasofaringe y a sindromes
linfatico-proliferativas en pacientes imunodprimidos. El virus se
difunde en todo el mundo y el 80/90% de la poblacién resulta
sueropositiva.
La diagnosis de laboratorio de IM se hace tradicionalmente por
medio de revelacidén de la presencia en suero de anticuerpos
eterdfilos aglutinantes de eritrocitos de caballo, que se
desarrollan durante el curso de la enfermedad. Sin embargo
€s0s anticuerpos pueden no estar presentes en sujetos con IM,
especialmente con menos de 14 afios de edad y ademas
pueden seguir para mas de un afio después de la infeccion. La
sbla busqueda de anticuerpos eterdfilos puede por eso
conducir a una diagnosis errénea,
Por eso es importante la busqueda de anticuerpos dirigidos
hacia antigenos virales. En particular, se revela util la
busqueda de anticuerpos dirigidos hacia el complejo antigénico
llamado "Viral Capsid Antigen" (VCA) y el antigeno nuclear
(EBNA).
Durante el curso de IM los anticuerpos IgM e IgG anti-VCA
aparecen muy precozmente, mientras los anticuerpos IgG anti-
EBNA se desarrollan mas tarde. Por eso la presencia de IgM
anti-VCA en absencia de 1gG anti-EBNA indica infeccién en
curso, mientras la presencia de IgG anti-VCA e anti-EBNA
dirige hacia una diagnosis de infeccion anterior.

3. PRINCIPIO DO METODO
O teste é baseado na técnica ELISA (Ensaio de
imunoabsorgéo enzimatica). O antigénio liga-se & fase sélida.
As imunoglobulinas especificas séo ligadas ao antigénio apds
a incubag&o com soro humano diluido. Apos as lavagens para
eliminar as proteinas que ndo reagiram, a incubagdo é
efetuada com conjugado composto por anticorpos monoclonais
anti-lgG humanos conjugados com peroxidase de rabano. O
conjugado ndo aderido € eliminado e o substrato de peroxidase
¢ adicionado. A cor azul que se forma & proporcional a
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concentragdo de anticorpos especificos presentes no soro
analisado.

Quando a reagéo enzimatica ¢ interrompida com a adi¢do de
uma solugdo de &cido sulfurico, o soro fica amarelo. A cor,
proporcional a quantidade de anticorpos especificos presentes
no soro, pode ser lida num leitor para microplacas.

4. PRECAUGOES
SOMENTE PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

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

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

Adverténcias para a seguranca individual

1. Na&o pipetar com a boca.

Usar luvas descartaveis e uma prote¢do para os olhos
quando manusear as amostras e executar o ensaio.

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

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

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

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

7. Os acidos neutralizados e os outros residuos liquidos
devem ser desinfectados adicionando um volume de
hipoclorito de sddio suficiente para obter uma
concentragdo final pelo menos de 1%. A exposi¢do ao
hipoclorito de sédio a 1% durante 30 minutos devera
ser suficiente para garantir uma desinfecgéo eficaz.

8.  Eventuais derramamentos de materiais potencialmente
infectados devem ser absorvidos imediatamente com
papel absorvente e a area afectada devera ser
descontaminada, por exemplo com hipoclorito de sédio
a 1%, antes de continuar o trabalho. Se estiver presente
um &cido, o hipoclorito de sddio ndo pode ser usado
antes de enxugar a area.
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Todos o0s materiais usados para descontaminar
eventuais derramamentos acidentais, incluindo as
luvas, devem ser eliminados como lixo potencialmente
infeccioso.

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

Adverténcias analiticas

1.

10.

1.
12.
13.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Evitar tocar a borda do pogo com o conjugado.

Né&o “soprar” nas microplacas.

Os ensaios de imunoenzimas podem  exibir
ocasionalmente um "efeito de margem". E possivel
minimizar tal efeito aumentando a humidade durante as
fases de incubagdo. As placas devem ser cobertas com
as suas tampas e incubadas a 37°C, em banho-maria
usando uma sustentagdo para as placas, ou num
incubador. Alternativamente, as placas podem ser
incubadas num analisador aprovado. Para maiores
informagdes, consultar o manual especifico operacional
do instrumento. Os incubadores de CO2 ndo devem ser
utilizados.
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14. Antes de ler a placa, certificar-se de que a parte inferior da
placa estad limpa e seca e que nédo existem bolhas na
superficie do liquido.

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

16. Evitar a contaminag&o dos pogos com o talco das luvas
descartaveis.

17. O uso do kit com instrumentos automaticos deve ser
validado pelo utilizador.

18. Para cada instrumento utilizado, leia atentamente o
Manual de Utilizagao do para obter informagdes adicionais
sobre 0s seguintes pontos:

— instalag&o e requisitos especiais

— principios de funcionamento,
precaugdes e riscos

— especificagbes do fabricante e desempenho dos
instrumentos

— manuteng&o e assisténcia técnica

instrugdes,

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

Deixar os reagentes em temperatura ambiente antes da
utilizagao.

MT PLATE| MICROPLACA 12x8 (PF 93071)

Conteudo: 1 placa de 96 pogos sensibilizados com antigénio
EBNA recombinante.

Utilizag8o: Abrir a embalagem da placa a partir do lado oposto
ao cadigo (E seguido do nimero do lote), que é Util para fins de
identificag@o, retirar o suporte e as tiras necessérias. Recolocar
as outras ndo utilizadas no saco de polietileno com o gel de
silica esvaziar o ar e fechar o pacote premindo o fecho.

CONJUGADO 1x16 mL (PF 93509)

Contetdo:  anticorpos  monoclonais  anti-IgG  humanas
marcados com peroxidase, numa solugdo tamp&o de fosfato
contendo fenol 0.05% e Bronidox 0.02%. Liquido, pronto a
usar.

CONTROL IgG -| IgG CONTROLO NEGATIVO 1x 1.6 mL

(PF93910)

INTERMUTAVEL ENTRE LOTES DO PANEL EBV REF 91055
CA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA IgG,

91059 EA IgM

Conteldo: Soro humano, sem anticorpos anti-EBNA IgG,

diluido em tampé&o de fosfato 0.01 mol/L contendo BSA 1% e

Azida de Sédio 0.09%. Liquido, pronto a usar.

CONTROL 4+ CONTROLO POSITIVO 1x1.6 mL (PF 92073)

Contetdo: Soro humano que contém anticorpos IgG anti-
EBNA, diluido em tampao de fosfato 0.01 mol/L contendo BSA
1% e Azida de Sddio 0.09%. Liquido, pronto a usar.
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ICONTROL CUT-OFF| CONTROLO CUT-OFF 1x 2 mL (PF
91873)

ConteGdo: Soro humano que contém anticorpos IgG anti-
EBNA, diluido em tamp&o de fosfato 0.01 mol/L contendo BSA
1% e Azida de Sddio 0.09%. Liquido, pronto a usar.

SAMP DIL 10| DILUENTE 10 1x100 mL (PF93621)
INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]|

Conteldo: Solugdo salina tamponada (PBS) que contém
proteinas 10%, com Azida de Sédio a 0.09% e metil-orange
como corante.

Utilizagdo: Para diluigio das amostras. Liquido, pronto a usar.

SORBENT G| DILUENTE EBV 1x7 mL (PF91083)
INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]

Conteudo: Solugao salina tamponada (PBS) com Azida de
Sadio 0.09% e soro bovino 10%.

Utilizacdo: Usar para a diluicdo das amostras (no pogo).
Liquido, pronto a usar.

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

(PF93603)

INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]|

Conteudo: Solugdo salina tamponada (PBS), concentrada 10
vezes, que contém Brij 0.5%.

Preparacéo: Diluir o volume necessario na proporcéo de 1:10
com agua destilada ou deionizada para obter o tampéo de
lavagem pronto a ser usado. Se houver cristais, estes devem
ser dissolvidos a 37°C antes da diluico.

SUBS TMB| SUBSTRATO 1x12 mL (PF93619)
INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]|

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

H.S0+ 0.3 M SOLUCAO DE PARAGEM 1x16 mL (PF93602)
INTERMUTAVEL ENTRE LOTES]|

Conteldo: Solugao de H2S04 0.3 mol/L. Liquido, pronto para o
uso.

Liquido, pronto a usar.

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

OUTROS MATERIAIS NECESSARIOS, MAS QUE NAO
FORAM FORNECIDOS.
— Incubador a 37-40 °C
—  Leitor de microplacas (comprimento de onda 450 ou
450/620 nm, com linearidade até OD >= 2,000)
— Sistema de lavagem de microplacas (preferivel)
capaz de fornecer volumes entre 225-375 i
—  Agua destilada ou deionizada
— Recipientes de vidro normais para laboratorio:
cilindros, provetas, efc.
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— Micropipetas capazes de recolher com preciséo 10,
100, 1000 pl de solugéo

— Luvas descartaveis

—  Temporizador

—  Solugao de hipoclorito de sadio 5%

— Recipientes para recolha de materiais potencialmente
infectados

— Papel absorvente

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

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

Os reagentes tém uma estabilidade limitada apds abertura
elou preparagao:

MICROPLACA 8 semanas a 2-8°C em saco de
polietileno

CONJUGADO 8 semanas a 2-8°C

CONTROLO POSITIVO 8 semanas a 2-8°C

lgG CONTROLO até ao prazo de validade a 2-8°C

NEGATIVO

CONTROLO CUT-OFF 8 semanas a 2-8°C

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

SORBENT G 5 semanas a 2-8°C

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

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

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

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

8. PROCEDIMENTO

PREPARACAQ

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

—  Preparar a quantidade necessaria de tiras
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— Preparar o tampéo de lavagem diluindo-o tamp&o de
de lavagem 10x (100 mL + 900 mL H20).

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

EXECUCAQ DO TESTE

1. Distribuico das amostras:
Distribuir 50 ul de Sorbent G por pogo e 50 ul de amostra
diluida (& preferivel efetuar uma analise dupla).
Distribuir 100 ul de controlo (positivo, negativo ou de cut-
off) por pogo.
O requisito minimo indispensavel é 1 controlo negativo, 1
controlo positivo e 2 controlos de cut-off. Deixar um pogo
da tira para o branco (100 pL de substrato).

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

3. Lavagem:

Remover a folha adesiva, aspirar o contetdo de todos os
pogos e lavar 4 vezes, enchendo cada pogo com 300 uL
de solugdo de lavagem. Aguardar 30 segundos antes de
cada lavagem.

4, Distribuicdo do conjugado:
Distribuir 100 pL de conjugado para cada pogo da placa.
5. Incubagéo do conjugado:
Incubar a placa coberta com folha adesiva a 37°C por 45
minutos.
6. Lavagem:

Remover a folha adesiva, aspirar o contetdo de todos os
pocos e lavar 4 vezes, enchendo cada pogo com 300 pL
de solugdo de lavagem. Aguardar 30 segundos antes de
cada lavagem.

7. Distribui¢do do substrato:
Distribuir 100 pL de substrato para cada pogo da placa.
8. Incubag&o do substrato:

Incubar a placa em temperatura ambiente por 15 minutos.
9. Parada da reacao:
Distribuir 100 pL de solu¢ido de paragem seguindo a
mesma ordem de adi¢&o do ponto 4.
10. Leitura:
Ler as D.O. a 450 nm ou 450/620 nm no prazo de 30 min.
Efetuar novamente a leitura a 405 nm em caso de D.O.
superiores a 2.000.

9. ESQUEMA DO ENSAIO PARA EBNAIgG

PASSO 1 Distribuir 50 uL de Sorbent G e 50 uL de soro
diluido. Distribuir 100 yL de todos os controlos
(positivo, negativo e de cut-off) nos pogos da
tira. Agitar.

Incubar durante 45 minutos a 37°C
Lavar 4 vezes (300 L)
PASSO 2 Distribuir 100 uL de conjugado em cada pogo

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

PASSO 3 Distribuir 100 pL de substrato em cada pogo
Incubar durante 15 minutos em temperatura
ambiente.

PASSO 4 Adicionar 100 L de Solugéo de Paragem.

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

10. VALIDAGAO DO TESTE
Tirar o valor do branco (<= 0.100) de todas as outras leituras.

Controlo negativo: A relacéo entre a D.O. do controlo negativo
e a D.0. do cut-off deve ser <= 0.6.

Controlo positivo: o controlo positivo deve ter uma D.O. de pelo
menos 1.5 vez aquela do soro de cut-off

Controlo cut-off: a D.O. do cut-off >= 0.200.

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

Tel: 0039 0577 587121
Fax: 00390577 587122
email:  scientificsupport@diesse.it

11. INTERPRETAGAO DOS RESULTADOS
Calcular a relagdo entre o valor DO da amostra e aquela do
cut-off (INDICE).
A amostra é considerada:

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

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

12. LIMITAGOES
Todos os valores obtidos necessitam de uma interpretagéo
atenta independentemente dos outros indicadores relativos ao
mesmo paciente.
O teste, de fato, por si s6 ndo pode ser utilizado para um
diagnéstico clinico definitivo.
O resultado do teste deve ser sempre avaliado em conjunto
com os dados provenientes da anamnese do paciente e/ou
com outros procedimentos diagnosticos.

13. ESPECIFICIDADE ANALITICA
Foram testadas 10 amostras que estavam negativas para IgG
anti-EBNA e anti-VCA IgG para a determinac&o de IgG anti-
CMV, anti-Herpes Simplex e anti-Varicela Em nenhum caso a
presenca destes anticorpos interfere com o Kit EBNA IgG.
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14. ESTUDOS DE COMPARAGAO
Numa experimentacéo foram analisadas 88 amostras com o kit
Diesse e com um outro kit do mercado.
Esquematizam-se, de seguida, os dados da experimentag&o:
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Verificar a existéncia
de humidade na
placa nao utilizada.
(O gel de silica deve
estar amarelo).
Repetir o teste

Referéncia
+ - Total
+ 44 1 45
Diesse - 0 43 43
Total 44 44 88

Percent Positive Agreement (~Sensibilidade Diagnostica):

100% Clgss: 92.0-99

9.

Percent Negative Agreement: (~Especificidade Diagndstica):
97.7% Clgss: 88.1.-99.6

15. PRECISAO E REPETIBILIDADE

Precisdo intra-ensaios efectuada entre 3 lotes diferentes

Contaminagao do

Recolher nova quota

substrato de substrato.
Ensaio invélido Lavagem Certificar-se de que
(todos positivos) inadequada o aparelho de
lavagem esteja
funcionando direito
Aspiragdo Certificar-se de que

Pouca precisdo

inadequada de
pocos

o0 aparelho de
lavagem esteja
funcionando direito

Erro de Verificar o

pipetagem funcionamento da
pipeta

A adicéo de Evitar a secagem da

reagente é muito | placa ap6s a

lenta

lavagem. Adicionar
0s reagentes
imediatamente

Presenca de

Evitar a formagéo de

bolhas bolhas de ar durante
a pipetagem.
A passagem Verificar se existe

optica ndo esta
limpa

sujidade na fonte de
luz do instrumento e
do detector. Limpar
o fundo da placa
com um lenco de

Valor directo Lote 011 Lote 012 Lote 013
n=15
D.O. 0.447 0.498 0.388
CV% 5 8 6
Precisao entre testes e entre lotes
iNDICE DIRECTO
Amostras | Lote 011 | Lote 012 |Lote 013 | Média| CV%
EBN 1 0.27 0.26 0.18 0.24 21
EBN 2 1.10 117 1.24 117 6
EBN 3 2.11 2.46 2.21 2.26 8
16. RESOLUGCAO DE PROBLEMAS
POSSIVEIS ~
PROBLEMA FONTES DE Acggg&gigEM
ERRO
Um ou mais Verificar o

Ensaio invalido
(todos negativos)

reagentes ndo
foram
adicionados ou
estdo na
sequéncia
incorreta

procedimento.
Verificar se algum
reagente nao foi
utilizado. Repetir o
teste

papel.
Tempos ou Verificar o
temperatura de monitoramento da
incubacao temperaturae o
. inadequados tempo de incubagéo
Desenvolvimento Volume Verificar a fungéo de
inadequado de cor |. .
inadequado do pipetagem
substrato
adicionado a
placa

Placa nao reativa

Verificar o codigo no
saco da placa (ver
as instrugdes de
uso).
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In Vitro Diagnostic Medical Device
Producto sanitario para diagndstico in vitro
Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Batch code
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