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ISTRUZIONI PER L’USO
ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA IgG
91055 (Italiano)

1. UTILIZZAZIONE

KIT IMMUNOENZIMATICO PER LA DETERMINAZIONE SEMIQUANTITATIVA DEGLI ANTICORPI
1gG VERSO L'ANTIGENE DEL CAPSIDE VIRALE DEL VIRUS EPSTEIN-BARR NEL SIERO UMANO.
DA UTILIZZARE COME AUSILIO ALLA DIAGNOSI DELL’INFEZIONE DA EPSTEIN BARR VIRUS.

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 percio portare ad una diagnosi errata.

E' percio 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 I'antigene nucleare (EBNA).

Nel corso di IM gli anticorpi IgM e IgG anti-VCA compaiono precocemente, mentre gli anticorpi 1gG 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

Il test e basato sul principio ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay). L'antigene da EBV parzialmente purificato
viene legato alla fase solida. Per incubazione con siero umano diluito le immunoglobuline specifiche si legano
all'antigene. Dopo lavaggi per eliminare le proteine che non hanno reagito, si effettua I'incubazione con il coniugato
costituito da anticorpi monoclonali anti IgG umane marcati con perossidasi.

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

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

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

MICROPIASTRA. 12x8 pozzetti sensibilizzati con antigeni dell'Epstein-Barr Virus.

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

CONJ| CONIUGATO 1x 16 mL
Contenuto: una soluzione di anticorpi monoclonali anti IgG umane marcati con perossidasi, contenente fenolo 0,05% e
Bronidox 0,02%. Pronto all'uso senza ulteriore diluizione.

CALIBRATORI 3 x 1.6 mL

Contenuto: Siero umano diluito, a concentrazione nota di anticorpi 1gG, in tampone fosfato 0.01 mol/L contenente
BSA 1% e sodio azide 0,09%, liquido, pronto all'uso senza ulteriore diluizione. Il titolo in unita arbitrarie, riportato in
etichetta, e 20-80-160 AU/ml. Il calibratore 1 con 20 UA/mI corrisponde al cut-off.

Colore: il colore € proporzionale al titolo anticorpale.
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CONTROL 1gG -| 196 CONTROLLO NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|
DEL PANEL EBV, REF 91055 VCA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA IgG, 91059 EA IgM|
Contenuto: Siero umano in tampone fosfato 0.01 mol/L contenente BSA 1% e sodio azide 0,09%, liquido, pronto
all'uso senza ulteriore diluizione.

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

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

[SAMP DIL 10 | DILUENTE 10 (PF93621) 1 x 100 mL [INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|

Da utilizzare per la diluizione dei campioni.
Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) contenente proteine 10% p/v e sodio azide 0,09% piu colorante
(metilarancio).

SORBENT G| DILUENTE EBV (PF91083) 1 x 7 mL [ INTERCAMBIABILE FRA LOTTI|

Da porre nei pozzetti per diluire i campioni.
Contenuto: Soluzione salina tamponata (PBS) contenente sodio azide 0,09% p/v e siero bovino 10%. Pronto all'uso.

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

H>SO. 0.3 M| SOLUZIONE BLOCCANTE (PF93602) 1 x 16 mL INTERCAMBIABILE FRA LOTT]|
Soluzione di H2SO4 0,3 mol/L pronta all'uso.

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

ALTRO MATERIALE RICHIESTO, MA NON FORNITO

- Incubatore a 37°C

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

- Guanti mono-uso

- Contaminuti

- Soluzione al 5% di sodio ipoclorito

- Contenitori per la raccolta di materiali potenzialmente infetti

- Carta assorbente

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

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

5. MODALITA’ DI CONSERVAZIONE E STABILITA’ DEI REAGENTI
| reagenti devono essere conservati a 2/8°C.
La data di scadenza ¢ stampata su ogni componente e sull’etichetta esterna della confezione.

| Reagenti hanno una stabilita limitata dopo apertura e/o preparazione:

REAGENTE CONDIZIONI

MICROPIASTRA 5 settimane 2/8°C busta di polietilene

CALIBRATORI E SIERO DI CONTROLLO 5 settimane 2/8°C

CONIUGATO 5 settimane 2/8°C

SORBENT G 5 settimane 2/8°C

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

DILUENTE CAMPIONI fino alla scadenza 2/8°C

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

SOLUZIONE BLOCCANTE fino alla scadenza a 2/8°C

6. PRECAUZIONI

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

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

Avvertenze per la sicurezza personale

1.

2.

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

a) Il tampone di lavaggio contiene detergenti

b) Il coniugato contiene fenolo

c) Il substrato ¢ acido

d) | calibratori contengono Sodio Azide (0.09%) che, con piombo e rame pud formare depositi altamente

esplosivi di metallo azidi.
Se un reagente viene a contatto con la pelle o con gli occhi, lavare abbondantemente con acqua.

Le apparecchiature non disposable devono essere sterilizzate dopo I'uso, ponendo preferibilmente in autoclave per
1 ha121°C; i disposables devono essere autoclavati o inceneriti.
L'acido solforico contenuto nello Stop Solution e I'acido cloridrico usato per lavare la vetreria sono corrosivi; tali
sostanze devono essere adoperate con cautela. In caso di contatto con la pelle o gli occhi, lavare abbondantemente
con acqua.
Acidi neutralizzati ed altri rifiuti liquidi devono essere disinfettati aggiungendo sodio ipoclorito in un volume
sufficiente da ottenere una concentrazione finale almeno dell'1%. Un'esposizione al sodio ipoclorito all'1% per 30
minuti dovrebbe essere sufficiente per garantire una disinfezione efficace.
Eventuali versamenti di materiali potenzialmente infetti devono essere rimossi immediatamente con carta
assorbente e la zona inquinata dovra essere pulito, per esempio con sodio ipoclorito all'1%, prima di proseguire il
lavoro. Se € presente un acido, il sodio ipoclorito non deve essere usato prima che la zona sia stata asciugata. Tutti
i materiali utilizzati per pulire eventuali versamenti accidentali, compresi guanti, devono essere scartati come rifiuti
potenzialmente infetti. Non mettere in autoclave materiali contenenti sodio ipoclorito.

Avvertenze analitiche

1.

o

©oNo

10.

11.

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

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

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

Non modificare la Procedura, né sostituire i reagenti con quelli di altri produttori o da altri lotti, a meno che non sia
specificamente riportato che il reagente & intercambiabile fra lotti. Non ridurre i tempi di incubazione
raccomandati.

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

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

Evitare che i pozzetti si secchino durante il test.

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

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

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

Prima di leggere la piastra, assicurarsi che il fondo della piastra sia pulito ed asciutto e che non ci siano bolle d'aria
sulla superficie del liquido.

Puo essere fonte di errori I'uso di campioni fortemente emolizzati, siero non completamente coagulato, o campioni
che presentano inquinamento microbico.
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12. L’uso del kit con strumento automatici deve essere validato dall’utilizzatore.
13. Leggere il manuale operativo relativo a qualsiasi strumento utilizzato, ed in particolare con riferimento ai seguenti
punti:
- installazione e requisiti particolari
- principio operativo, istruzioni, precauzioni, rischi
- specifiche del produttore e performance dello strumento
- manutenzione e assistenza tecnica

7. TIPO DI CAMPIONE E CONSERVAZIONE

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

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

1l test non & applicabile al plasma umano.

8. PROCEDIMENTO

—  Preparare le strip necessarie.
— Preparare il tampone di lavaggio diluendo il Wash Buffer 10x (100 mL + 900 mL H-0).

Diluire i campioni 1:26 dispensando 40 uL di siero in 1 mL di diluente. Prevedere un pozzetto libero per effettuare il
bianco usando solo 100 pL della miscela substrato. Distribuire 50 pL di Sorbent G e 50 pl di ciascun campione diluito,
per pozzetto (€ preferibile effettuare I'analisi in duplicato). In uno strip porre il controllo negativo (NON DILUITO) ed
i calibratori (NON DILUITI) (100 pL per pozzetto senza il Sorbent G), preferibilmente in duplicato. Si coprono i
pozzetti con la pellicola protettiva e si pone ad incubare per 45 min. a 37°C. Dopo 4 lavaggi della durata di 30 secondi
ciascuno (300 L) si aggiungono 100 pL del coniugato per ciascun pozzetto e si pone di nuovo ad incubare per 45 min. a
37°C coprendo i pozzetti con la pellicola protettiva. Si lava di nuovo la piastra per 4 volte come descritto sopra, quindi
si distribuisce il Substrato, 100 uL/pozzetto. Dopo 15 min. a temperatura ambiente si blocca la reazione enzimatica con
100 pL di Stop Solution. Si legge la Assorbanza (0.D.) a 450 nm o a 450/620 nm entro 30 min.

9. SCHEMA DEL SAGGIO

Lasciare un pozzetto libero per il bianco.
STEP 1 Distribuire 50 ul di Sorbent G, 50 pL di siero diluito e 100 pl di controllo negativo e dei
calibratori nei pozzetti dello strip.

Incubare 45 min. a 37°C
Lavare 4 volte (300 pL)
STEP 2 Mettere 100 uL di coniugato per pozzetto

Incubare 45 min. a 37°C
Lavare_4 volte (300 pL)
STEP 3 Mettere_ 100 pL di Substrato per pozzetto
Incubar_e 15min. ata.
STEP 4 Aggiun_gere 100 pL di Stop Solution
Legger;: I'0.D. a 450 nm entro 30 min.
10. VALIDAZIONE DEL TEST
Togliere il valore del bianco (<0.150) a tutte le altre letture. Il controllo positivo (CALIBRATORE 3) deve avere

0O.D.>= 1.0. Il rapporto fra Negativo e Cut-off deve essere <= 0.6. La D.O. del Cut-off deve essere >= 0.2 a 450 nm e
>= (.16 a 450/620 nm.
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11. INTERPRETAZIONE DEL TEST

Risultati qualitativi

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

Calcolare il rapporto (INDEX) fra il valore medio delle O.D. del campione in esame e quello del Cut-off
(CALIBRATORE 1). Il campione sara giudicato:

Positivo: quando il rapporto € > 1.2.

Dubbio: = £ 20% del Cut-off.

Negativo: quando il rapporto e < 0.8.

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

Unita Arbitrarie (AU)

| risultati possono essere espressi in unita arbitrarie riportando la OD del campione su una curva costruita con i 3
calibratori piu il controllo negativo che ha 0 AU/ml.

- IMMUNE: quando la concentrazione di IgG VCA nel campione & > 24 UA/mL

- NON IMMUNE: quando la concentrazione di 1gG anti-VCA e <16 UA/mL.

- DUBBIO: quando il valore & compreso fra 16 e 24. In tal caso & consigliabile ripetere la determinazione in
duplicato. Se il valore rimane dubbio ripetere il prelievo dopo 2 settimane circa.

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

Il livello delle IgM anti-VCA dovrebbe essere determinato usando il kit VCA IgM. Alternativamente, si analizzera un
secondo campione prelevato 8-14 giorni piu tardi, per verificare un eventuale aumento delle IgG. Il risultato del test
deve essere comunque valutato insieme a dati provenienti da altre procedure diagnostiche.

13. SPECIFICITA’ ANALITICA

10 sieri di pazienti negativi al virus di Epstein Barr contenevano anticorpi con virus quali Cytomegalovirus, Herpes
Simplex, Varicella Zoster. In nessun caso la presenza di detti anticorpi ha mostrato cross-reattivita nel test EBV VCA
1gG.

14, SENSIBILITA E SPECIFICITA DIAGNOSTICA
262 campioni sono stati analizzati in parallelo con il kit Diesse e con uno del commercio. I risultati sono riassunti nella
tabella che segue:

RIFERIMENTO

+ -

DIESSE + 232 0
- 6 24

Il metodo ENZYWELL risulta avere una sensibilita del 97,5% ed una specificita del 100%.

15. PRECISIONE

Precisione all’interno della seduta eseguita su 3 lotti diversi

Cut-off n=15 Lotto 016 Lotto 018 Lotto 019
D.O. 0.406 0.446 0.552
CV% 10 6 3
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Precisione tra sedute e tra lotti

INDEX
Campione Lotto 016 Lotto 018 Lotto 019 Media CV%
1 0.3 0.5 0.4 0.4 25
2 1.7 1.6 1.9 1.7 9
3 2.2 2.9 2.6 2,6 14

16. GUIDA Al PROBLEMI DI UTILI1ZZO

PROBLEMA POSSIBLI FONTI DI AZIONI DA INTRAPRENDERE
ERRORE
Seduta invalida (tutti Uno o piu reagenti non sono stati | Controllare nuovamente la procedura.
negativi) aggiunti oppure sono stati Controllare se qualche reagente non & stato aggiunto.
aggiunti in ordine errato Ripetere il test.
Piastra non reattiva Controllare il codice sulla busta della piastra (vedi
istruzioni per 1’uso punto 4 per il codice corretto).
Controllare la presenza di umidita nella piastra
inutilizzata. (11 gel di silice deve essere giallo pallido)
Ripetere il test.
Seduta invalida (tutti Inquinamento del substrato Prelevare una nuova aliquota del substrato.
positivi)
Lavaggio inadeguato Assicurarsi del buon funzionamento del lavatore
Scarsa precisione Lavaggio incompleto dei pozzetti | Assicurarsi del buon funzionamento del lavatore
Aspirazione inadeguata dei Assicurarsi del buon funzionamento del lavatore
pozzetti
Errore del pipettamento Controllare il funzionamento della pipetta
Aggiunta dei reagenti troppo Evitare 1’essiccamento della piastra dopo il lavaggio.
lenta Aggiungere i reattivi immediatamente.
Presenza di bolle d’aria Evitare la formazione di bolle d’aria durante il
pipettamento
Percorso ottico non limpido Controllare la fonte luminosa per la presenza di sporco.
Pulire il fondo della piastra con fazzoletto di carta.
Insufficiente sviluppo di | Tempo o temperatura di Verificare il monitoraggio della temperatura ed il tempo
colore incubazione non corretto di incubazione
Seguire attentamente le istruzioni per I’uso.
Substrato aggiunto in volume Controllare il funzionamento della pipetta.
inadeguato
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INSTRUCTIONS FOR USE

ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA IgG

91055 (English)

1. INTENDED USE

IMMUNOENZYMATIC METHOD FOR THE SEMIQUANTITATIVE DETERMINATION OF 1gG-CLASS
ANTIBODIES TO THE VIRAL CAPSID ANTIGEN OF EPSTEIN BARR VIRUS IN HUMAN SERUM, AS
AN AID IN THE DIAGNOSIS OF EPSTEIN BARR VIRUS INFECTION.

2. SUMMARY AND EXPLANATION OF THE TEST

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. The detection of
antibodies directed to the "Viral Capsid Antigen" (VCA) and the nuclear antigen (EBNA) is particularly useful.

During the course of 1M, the IgM- and 1gG-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 partially purified EBV antigen is bound to the solid phase. Following incubation with dilute human serum, the
specific immunoglobulins are bound to the antigen.

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

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

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

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

MICROPLATE 12x8 wells coated with Epstein Barr Virus antigens.

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

CONJUGATE 1x 16 mL

Contents: anti human 1gG monoclonal antibodies labelled with Peroxidase, in phosphate buffer solution, containing
phenol 0.05% and Bronidox 0.02%.

Preparation: ready for use.

CALIBRATORS 3 x 1.6 mL

Contents: Diluted human serum, at known concentration of anti-EBV 1gG, in Phosphate buffer 0.01 mol/L containing
BSA 1% and sodium azide 0.09%, liquid, ready for use without further dilution. The titer in arbitrary units, reported on
the label, is 20, 80, 160 AU/ml. Calibrator 1 containing 20 AU/ml corresponds to the cut-off.

Colour: the colour of the calibrators is proportional to the relative antibody titer.
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CONTROL 1gG -| 19G NEGATIVE CONTROL (PF93910) 1 x 1.6 mL |[INTERCHANGEABLE BETWEEN
LOTS OF THE EBV PANEL, REF 91055 VCA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA 1gG, 91058 EA 1gG, 91059 EA|
IgM

Contents: Diluted human serum in Phosphate buffer 0.01 mol/L with BSA 1% and sodium azide 0.09%, liquid, ready
for use without further dilution.

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

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

[SAMP DIL 10 | DILUENT 10 (PF93621) 1 x 100 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
To be used to dilute samples.
Contents: PBS containing proteins 10% w/v and sodium azide 0,09% containing methyl orange as dye.

SORBENT G| EBV DILUENT (PF91083) 1 x 7 mL [INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
To be placed in the wells to dilute the samples.
Contents: Phosphate buffered saline (PBS) containing sodium azide 0.09% and bovine serum 10%. Ready for use.

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

H2SOs 0.3 M| STOP SOLUTION (PF93602) 1x16 mL INTERCHANGEABLE BETWEEN LOTS|
H>S04 0.3 mol/L, in solution ready for use.

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

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

- Incubator at 37°C

- Microplate reader (wave length 450 or 450/620 nm, with linearity up to OD >= 2000)
- Microplate washer (preferable) able to dispense volumes in the range 225-375 uL
- Distilled or deionised water

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

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

- Disposable gloves

- Timer

- Sodium Hypochlorite solution (5%)

- Containers for collection of potentially infectious materials

- Absorbent tissue.

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

Reagents have a limited stability after opening and/or preparation

REAGENT CONDITIONS

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

Calibrators/control serum 5 weeks at 2/8°C

Conjugate 5 weeks at 2/8°C

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
Sample Diluent up to the expiry date at 2/8°C

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

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

6. PRECAUTIONS

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

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

Health and Safety Information

1.

2.

Do not pipette by mouth. Wear disposable gloves and eye protection while handling specimens and performing the
assay. Wash hands thoroughly when finished.
The following reagents contain low concentrations of harmful or irritant substances:

a) The Wash Buffer contains detergents

b) The conjugate contains phenol

c) The substrate is acid

d) The calibrators/controls contain 0.9% Sodium Azide which can react with lead and copper in plumbing

forming highly explosive deposits of metal azides.

If any of the reagents come into contact with the skin or eyes, wash the area extensively with water.
Non-disposable apparatus should be sterilized after use. The preferred method is to autoclave for 1 h at 121°C;
disposables should be autoclaved or incinerated.

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

Neutralized acids and other liquid waste should be decontaminated by adding a sufficient volume of sodium
hypochlorite to obtain a final concentration of at least 1.0%. A 30 minute exposure to 1% sodium hypochlorite
may be necessary to ensure effective decontamination.

Spillage of potentially infectious materials should be removed immediately with adsorbent paper tissue and the
contaminated area swabbed with, for example, 1.0% sodium hypochlorite before work is continued. Sodium
hypochlorite should not be used on acid-containing spills unless the spill area is first wiped dry. Materials used to
clean spills, including gloves, should be disposed of as potentially biohazardous waste. Do not autoclave materials
containing sodium hypochlorite.

Analytical precautions

1.

10.

11.

12.
13.

Allow all reagents and samples to come to room temperature (18-30°C) before use. Immediately after use return
reagents to the recommended storage temperature. It is important to work at the correct temperature. Check
that the thermostat does not go below 35°C or over 39°C. Open the envelope containing the strips after at least
% hr at room temperature.

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

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

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

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

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

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

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

Enzyme immunoassays can occasionally exhibit an "edge effect" which must be minimized by increasing the
humidity during incubation steps. Plates must be covered with their covers and incubated at 37°C either in a water
bath with a rack or float to support the plates if necessary, or in an incubator. Alternatively, plates can be incubated
in an approved analyzer. See the appropriate operating manual for further details. CO incubators must not be used.
Ensure that the bottom of the plate is clean and dry, and that no bubbles are present on the surface of the liquid
before reading the plate.

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

Use of the kit with automatic instruments must be validated by the user.

For each instrument used, read the manufacturer's instructions manual carefully to obtain additional information on
the following points:
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- installation and particular requisites

- operating principles, instructions, precautions and risks

- manufacturer's specifications and instrument performance
- servicing and maintenance

7. TYPE AND STORAGE OF SAMPLE

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

Strongly lipemic, icteric or contaminated samples should be avoided.

The test is not applicable to human plasma.

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

Dilute samples 1:26 distributing 40 pL of serum into 1 mL of diluent. Leave one well for the blank, performed using
100 pL of the substrate mixture. Dispense 50 puL of Sorbent G and 50 pl of each diluted sample per well (duplicate
testing is recommended). Place UNDILUTED Negative Control and Calibrators in a strip (100 pL in each well
without the Sorbent), preferably in duplicate.

Wells are covered with protective film and incubated for 45 minutes at 37°C. After washing four times for 30 seconds
(300 pL), add 100 pL of the conjugate to each well and incubate again for 45 minutes at 37°C, covering the wells with
the protective film. The plate is washed again 4 times, as described above. Finally, the substrate is distributed, 100
pL/well.

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

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

9. SCHEME OF TEST PROCEDURE

Leave one well empty for the blank

STEP 1 Place 50 pL of Sorbent G, 50 ul of diluted sample and 100 pl Negative Control/Calibrators in the wells
of the strips.

Incubate for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 uL)
STEP 2 Add 10_0 pL of conjugate to each well
Incubat_e for 45 min. at 37°C
Wash 4 times (300 pL)
STEP 3 Add 10_0 ML of Substrate to each well
Incubat_e for 15 min. at R.T.
STEP 4 Add 10_0 pL of Stop Solution
Read at_)sorbance at 450 nm within 30 min
10. TEST VALIDATION
Subtract the value of the blank (< 0.150) from all the other readings. The Positive Control (CALIBRATOR 3) must

have an OD >= 1.0. The ratio between Negative Control and cut-off must be <= 0.6. The O.D. of the Cut-off must be
>= (.2 at 450 nm and >=0.16 at 450/620 nm.
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11, INTERPRETATION OF THE RESULTS

Qualitative results

If the adsorbance of the sample is higher than that of the Cut-off (CALIBRATOR 1), the sample is positive for the
presence of specific 1gG.

Calculate the ratio (INDEX) between the O.D. value of the sample and that of the Cut-off (CALIBRATOR 1). The
sample is considered:

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

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

Semiquantitative results

Avrbitrary Units (AU)

The results can be expressed in AU by reporting the OD of the sample on a graph constructed with the 3 calibrators
plus the negative control which contains 0 AU/ml.:

- IMMUNE: when the concentration of IgG VCA in the sample is > 24 AU/mL

- NON IMMUNE: when the concentration is < 16 AU/mL.

- DOUBTFUL: when the value is in the range from 16 to 24. In this case it is advisable to repeat the test. If the result
remains doubtful, repeat the test after about 2 weeks.

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

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

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

13. ANALYTICAL SPECIFICITY

Ten serum samples which were negative for Epstein Barr virus antibodies, which contained Ab against
Cytomegalovirus, Herpes Simplex or Varicella Zoster were tested. In no case did the presence of these antibodies
show cross-reactivity in the EBV VCA 1gG test.

14, SENSITIVITY AND SPECIFICITY
262 samples were tested in parallel with the Diesse kit and with another commercial kit. The results can be summarized
as follows:

REFERENCE
+

DIESSE + 232 0

- 6 24

The ENZYWELL method shows a sensitivity of 97.5% and a specificity of 100%.

15. PRECISION

“Within run” Precision performed on three different batches

Cut-off n=15 Lot 016 Lot 018 Lot 019
O.D. 0.406 0.446 0.552
CV% 10 6 3

Rif. 10 - 09/020 — Inf. Tecn. 91055 — Ed. 09.07.2010



EN 14/46

“Between run” and “Between batch” Precision

INDEX
Sample Lot 016 Lot 018 Lot 019 Average CV%
1 0.3 0.5 0.4 0.4 25
2 1.7 1.6 1.9 1.7 9
3 2.2 2.9 2.6 2,6 14

16. TROUBLE SHOOTING GUIDE

PROBLEM POSSIBLE SOURCE TEST OR ACTION
Invalid run (all negative) One or more reagents not added or | Recheck procedure

added in wrong sequence Check for unused solutions. Repeat test.

Unreactive plate Check the code on the package containing
the plate (see instructions for use point 4 for
correct code).

Check for moisture in unused plate. (Silica
gel dessiccant must be pale yellow ).Repeat
test
Invalid run (all positive) Contamination of substrate Take new aliquot of substrate.
Inadequate washing Ensure that wash apparatus works well
Poor precision Incomplete washing of wells Ensure that wash apparatus works well

Inadequate aspiration of wells Ensure that wash apparatus works well

Pipetting error Check pipette function

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

Presence of bubbles Avoid air bubbles during pipetting.

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

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

17. REFERENCES

1. A. Andersson, V. Vetter et al. Avidities of 1gG directed against viral capsid antigen or early antigen: useful markers
for significant Epstein-Barr Virus serology. J. Med. Virology 43: 238 (1994).

2. J. Middeldorp and P. Herbrink: Epstein Barr Virus specific marker molecules for early diagnosis of infectious
mononucleosis. J. Virol. Methods 21: 133 (1988).

3. C. Valent Sumaya: Serological testing for Epstein Barr Virus - developments in interpretation. J. Inf. Dis. 151: 984
(1985).

4. J. Luka, R.C. Chase and G. Pearson: A sensitive enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) against the major
EBV-associated antigens. I. Correlation between ELISA and immunofluorescence titers using purified antigens. J.
Immunol. Methods 67: 145 (1984).

Rif. 10 - 09/020 — Inf. Tecn. 91055 — Ed. 09.07.2010




DE 15/46
nNirccr

GEBRAUCHSANWEISUNG

ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA IgG

91055 (Deutsch)

1. VERWENDUNGSZWECK
Enzywell Epstein Barr VCA IgG ist eine immunenzymatische Methode zur semiquantitativen Bestimmung von IgG-
Antikorpern gegen das virale Kapsidantigen (VCA) des Epstein-Barr-Virus in humanem Serum.

2. PHYSIOLOGIE

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein Herpesvirus, der Erreger der Mononukleose. Es wird auch mit dem Burkitt-Lymphom,
dem Nasopharynxkarzinom und lymphoproliferativen Syndromen bei immunsupprimierten Patienten in Verbindung gebracht.
Das Virus ist auf der ganzen Welt verbreitet. Zwischen 80 und 90 % der Bevdlkerung sind seropositiv.

Die Labordiagnose der Mononukleose erfolgt i.d.R. durch den Nachweis heterophiler Antikérper, die sich im Laufe der
Infektion im Serum entwickeln und Erythrozyten vom Pferd agglutinieren. An Mononukleose erkrankte Patienten weisen
jedoch nicht immer diese Antikdrper auf, vor allem wenn es sich um Patienten unter 14 Jahren handelt. Dartber hinaus kénnen
diese Antikorper noch nach mehr als einem Jahr nach der Infektion vorhanden sein. Die Bestimmung heterophiler Antikdrper
alleine kann daher zu einer falschen Diagnose fiihren. Aus diesem Grund ist es wichtig, das Vorhandensein von Antikdrpern
gegen Virusantigene zu bestimmen. Der Nachweis von gegen das virale Kapsidantigen und das nukleédre Antigen des Epstein-
Barr-Virus (EBNA) gerichteten Antikdrpern ist besonders sinnvoll.

Im Verlauf der Mononukleose treten die gegen VCA gerichteten IgM- und IgG-Antikorper frih auf. Die 1gG-Antikdrper
gegen EBNA entwickeln sich dagegen zu einem spéateren Zeitpunkt wahrend der Infektion. Das Vorhandensein von IgM-
Antikdrpern gegen VCA ohne 1gG-Antikorper gegen EBNA weist daher auf eine aktuelle Infektion hin, wéhrend das
Vorhandensein von IgG-Antikorpern gegen VCA und EBNA fir eine friihere Infektion spricht.

3. TESTPRINZIP

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

Das teilweise gereinigte EBV-Antigen ist an eine Festphase gebunden. Die spezifischen Immunglobuline werden bei der
Inkubation mit verdiinntem Patientenserum an das Antigen gebunden.

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

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

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

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

MT PLATE MIKROTITERPLATTE 12x8 Wells, beschichtet mit Epstein-Barr-Virus-Antigenen.
Gebrauch: Die Verpackung an der gegenuberliegenden Seite des Codes (VG plus Lotnummer) 6ffnen und die nicht bendtigten
Streifen im beigefuigten Plastikbeutel mit dem Silica-Gel lagern; die Luft herausdriicken und gut verschlieRRen.

KONJUGAT 1x 16 mL

Inhalt: Monoklonale Antikoérper gegen humanes 1gG, gekoppelt mit Peroxidase, in Phosphatpuffer mit 0,05 % Phenol und
0,02 % Bronidox.

Rekonstitution: Gebrauchsfertig.

KALIBRATOREN 3 x 1.6 ml

Inhalt: Verdlinntes Humanserum mit bekannter Anti-EBV-1gG-Konzentration in 0,01 mol/l Phosphatpuffer, 1 % BSA und
0,09 % Natriumazid; flissig, gebrauchsfertig ohne weitere Verdiinnung. Die Kalibratoren enthalten folgende Konzentrationen
von Anti-VCA-1gG-Antikdrpern: 20-80-160 AU/ml. Kalibrator 1 (20 AU/mI) entspricht dem Cut-off

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

ICONTROL IGg { 19G NEGATIVKONTROLLE (PF93910) 1 x 1.6 mL LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR
VON PANEL EBV REF 91055 VCA 1gG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA 19G, 91058 EA 1gG, 91059 EA IgM.
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Inhalt: Verdinntes Humanserum in 0,01 mol/l Phosphatpuffer, 1 % BSA und 0,09 % Natriumazid; fllssig, gebrauchsfertig
ohne weitere Verdiinnung.

SUBS TMB| SUBSTRAT (PF93619) 1x12 mL [LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR|
Inhalt: 0,26 mg/ml Tetramethylbenzidin und 0,01 % Wasserstoffperoxid, stabilisiert in 0,05 mol/l Zitratpuffer (pH 3,8).
Gebrauchsfertig.

SAMP DIL 10 VERDUNNUNGSMITTEL 10 (PF93621) 1x100 mL Fir die Verdiinnung von Proben. [LOTS
UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR)|
Inhalt: Proteinldsung (10%) in Phosphatpuffer mit 0,09 % Natriumazid und Methylorange.

WASH BUF 10 WASCHPUFFER 10X (PF93603) 1 x 100 mL [LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR|

Inhalt: Phosphatgepufferte Kochsalzldsung, 10fach konzentriert; enthélt 0,5 % Brij.

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

SORBENT G| VERDUNNUNGSMITTEL EBV (PF91083) 1 x 7 mL |LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR
Zur Verdinnung der Proben in die Wells zu geben.
Inhalt: Phosphatgepufferte Kochsalzldsung; enthélt 0,09 % Natriumazid und 10 % Rinderserum. Gebrauchsfertig.

H2SOs 0.3 M| STOPPLOSUNG (PF93602) 1x16 mL |LOTS UNTEREINANDER AUSTAUSCHBAR)
Inhalt: H,SO4 0,3 mol/l, in gebrauchsfertiger Losung.
Das Sicherheitsdatenblatt (MSDS) ist auf Anfrage erhéltlich.

ABDECKFILM (2).
POLYEHTYLENBEUTEL (1).

ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN

- Inkubator bei 37°C

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

- Normale Laborglaser: Zylinder, Testrohrchen etc.

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

- Einweg-Handschuhe

- Timer

- Natriumhypochlorit-Lésung (5 %)

- Behalter zum Sammeln von potentiell infektiosem Material

- Saugféhiges Papier

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

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

MIKROTITERPLATTE 5 Wochen bei 2-8 °C im Polyethylenbeutel
KALIBRATOREN/KONTROLLSERUM 5 Wochen bei 2-8 °C

KONJUGAT 5 Wochen bei 2-8 °C

SORBENT G 5 Wochen bei 2-8 °C

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

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

STOPPLOSUNG bis zum Verfallsdatum bei 2-8 °C

6. HINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
SICHERHEITSHINWEISE

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK.

Achtung: Dieser Kit enthalt Bestandteile humanen Ursprungs, die mit einer FDA-gepriften Methode fir HbsAg, Anti-
HIV-1, Anti-HIV-2 und Anti-HCV-Antikérper negativ waren. Da keine Testmethode mit vélliger Sicherheit
ausschlieen kann, dass Produkte humanen Ursprungs infektidse Erreger enthalten, sollten alle Materialien humanen

Rif. 10 - 09/020 — Inf. Tecn. 91055 — Ed. 09.07.2010



DE 17/46

Ursprungs als potentiell infektiés betrachtet werden. Alle Materialien sollten gemidfl GLP (,,Gute Laborpraxis)
behandelt werden.

Entsorgung der Abfélle: Die Serum-Proben und die verwendeten Reagenzmittel mussen als infizierte Abfalle behandelt
werden, das heil3t, im Einklang mit den geltenden Vorschriften entsorgt werden.

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

e) Der Waschpuffer enthalt Detergenzien.

f) Das Konjugat und die Kontrollen enthalten Phenol.

g) Das Substrat ist eine Saure.

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

bilden.

Falls irgendeines der Reagenzien in Kontakt mit den Augen oder der Haut kommt, waschen Sie den Bereich intensiv mit
Wasser.
Mehrfach verwendbare Materialien oder Gegensténde sollten nach Gebrauch sterilisiert werden. Die bevorzugte Methode
ist das Autoklavieren flr eine Stunde bei 121 °C, Einwegmaterialien sollten autoklaviert oder verbrannt werden.
Schwefelsdure (Stop Solution) und Salzsaure (wird fiir das Waschen der Laborglaser benétigt) sind &tzend und sollten mit
entsprechender Sorgfalt behandelt werden. Bei Kontakt mit Augen oder Haut griindlich mit Wasser abwaschen.
Neutralisierte Sauren oder anderer Flissigabfall sollten mit einer ausreichenden Menge von Natriumhypochlorit mit einer
Endkonzentration von mindestens 1,0 % dekontaminiert werden. Eine 30-minitige Behandlung mit Natriumhypochlorit
(1 %) ist erforderlich, um eine effektive Dekontamination sicherzustellen.
Verschiittete potentiell infektiose Materialien sollten sofort mit saugfahigem Papier aufgewischt werden, und der
kontaminierte Bereich sollte mit Natriumhypochlorit (1 %) nachgewischt werden, bevor die Arbeit fortgesetzt wird.
Natriumhypochlorit sollte nicht bei verschiitteter Flussigkeit, die Saure enthalt, verwendet werden, bevor die Flussigkeit
trocken aufgewischt wurde. Materialien, die fur das Aufwischen verschitteter Fliissigkeiten verwendet wurden, inklusive
der Handschuhe, sollten wie potentiell biogeféhrdender Abfall entsorgt werden. Autoklavieren Sie keine Materialien, die
Natriumhypochlorit enthalten.

TECHNISCHE VORSICHTSMASSNAHMEN

Lagerung bei 2-8 °C

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

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

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

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

Die fur die Reagenzien verwendeten Laborglaser sollten grindlich mit 2M Salzsdure gewaschen und dann mit
destilliertem oder deionisiertem Wasser von guter Qualitét gespiilt werden.

Vermeiden Sie Gefrierschranke mit Abtauautomatik flr die Lagerung von Proben.

Setzen Sie die Reagenzien keiner starken Lichteinstrahlung oder Hypochlorit-Ddmpfen wéhrend der Lagerung oder der
Inkubationsschritte aus.

Lassen Sie die Wells wahrend der Testdurchflihrung nicht trocken werden.

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

Das Beriihren oder Bespritzen des Randes der Wells mit Konjugat sollte sorgféltig vermieden werden. Verschiitten Sie
keine Flussigkeit aus den Wells.

Enzymimmunoassays konnen gelegentlich einen “Edge-Effect” zeigen, der durch eine Steigerung der Luftfeuchtigkeit
wahrend der Inkubationsschritte minimiert werden muss. Die Platten missen mit Film abgedeckt und bei 37 °C entweder
im Wasserbad (mit einem Rack oder einem Schwimmer, um die Platten zu halten, sofern nétig) oder in einem Inkubator
inkubiert werden. Alternativ kdnnen die Platten in einem uberpriiften Analysengerét inkubiert werden. Weitere Details
entnehmen Sie bitte der entsprechenden Gebrauchsanweisung des Gerates. Verwenden Sie keine CO; Inkubatoren.

Stellen Sie sicher, dass der Boden der Platte sauber und trocken ist, und dass vor dem Lesen der Platte keine Blasen auf
der Oberflache der Fliissigkeit vorhanden sind.

Die Verwendung von stark h&molysierten Proben, unvollstdndig geronnenen Seren oder mikrobiell kontaminierten Proben
flihrt zu falschen Ergebnissen.
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Die Benutzung der Methode mit automatischen Instrumenten muss von dem Anwender bestatigen werden
e Lesen Sie vor der Verwendung eines Gerates sorgfaltig die Gebrauchsanweisung des Herstellers, damit Sie zu folgenden
Punkten Zusatzinformationen erhalten:

- Installation und besondere Bedarfsartikel

- Arbeitsprinzip, Hinweise zur Testdurchfiihrung, VorsichtsmalRnahmen und Risiken

- Vorgegebene Spezifikationen des Herstellers und Arbeitsweise des Gerates

- Service und Wartung

7. PROBENGEWINNUNG UND LAGERUNG

« Als Probenmaterial wird Serum eingesetzt, das auf die iibliche Art aus der Vene unter Beriicksichtigung der ,,Guten
Laborpraxis* entnommen wird. Das frische Serum kann 4 Tage bei 2-8 °C oder fiir einen langeren Zeitraum bei -20 °C
gelagert werden. Die Proben durfen maximal 3-mal aufgetaut werden. Den Gebrauch von Tiefklhlschrénken mit
automatischem Abtausystem fiir die Aufbewahrung der Proben vermeiden. Aufgetaute Proben mussen vor Gebrauch
sorgféltig geschlttelt werden. Hitzeinaktivierung der Probe vermeiden. Die Qualitat einer Probe kann durch mikrobielle
Kontamination ernsthaft beeinflusst werden. Sie flihrt zu falschen Ergebnissen.

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

e Esdurfen keine Plasmaproben in diesen Assay eingesetzt werden!

8. TESTDURCHFUHRUNG

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

- Bereiten Sie die benotigte Anzahl von Teststreifen vor.

- Bereiten Sie den Waschpuffer vor: Verdiinnen Sie den Washing Buffer 1:10 mit destilliertem Wasser (Beispiel 100 ml +
900 ml H;0).

PIPETTIER- UND INKUBATIONSSCHRITTE

Verdiinnen Sie die Proben 1:26, indem Sie 40 pl der Probe 1,0 ml verdiinntes Diluent zufligen. Lassen Sie die erste Well fur
den Substratleerwert frei (100 ul Substrat und 100 pl Stop Solution pipettieren). 100 pl unverdlnnte Kalibratoren und
Negativkontrolle in die entsprechenden Wells ohne Sorbent G pipettieren. 50 pl Sorbent G und 50 pl der verdiinnten Probe in
die entsprechenden Wells pipettieren (Doppelbestimmungen werden empfohlen).

Die Wells mit Folie abdecken und 45 Minuten bei 37 °C inkubieren. 4-mal waschen (300 pl, mit jeweils 30 Sekunden
Einwirkzeit). 100 pl Konjugat in die Wells pipettieren (auBer Substratleerwert). Die Wells mit Folie abdecken und 45 Minuten
bei 37 °C inkubieren. Erneut 4-mal wie oben beschrieben waschen. Schlieflich 100 pl Substrat in alle Wells pipettieren
(einschlieRlich der ersten Well fiir den Substratleerwert).

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

Die optische Dichte (OD) innerhalb von 30 Minuten bei 450 nm oder 450/620 nm und schlieR3lich bei 405 nm messen.

9. TESTSCHEMA

Die erste Well fir den Substratleerwert frei lassen.

100 ul unverdinnte Kalibratoren und Negativkontrolle in die entsprechenden Wells pipettieren.
In die Wells 50 ul Sorbent G und 50 pl der verdiinnten Proben pipettieren.

45 Min. bei 37 °C inkubieren.

4-mal waschen (300 pl).

100 pl Konjugat in alle Wells pipettieren.

45 Min. bei 37 °C inkubieren.

4-mal waschen (300 pl).

100 pl Substrat in alle Wells pipettieren.

15 Min. bei Raumtemperatur inkubieren.

100 pul Stopplésung hinzufugen.

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

ASCTIOMMUO®»

10. VALIDITAT DES TESTS

Subtrahieren Sie den Substratleerwert (<= 0,15) von allen Extinktionen. Die Extinktion der Positiv-Kontrolle (CALIBRATOR
3) muss >= 1.0 betragen, die Extinktion der Negativkontrolle muss <= 0,6fache des Cut-Off-Serums betragen. Die OD des
Cut-Off muss >= 0,2 bei 450 nm und >= 0,16 bei 450/620 nm sein.

11. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Subtrahieren Sie die Blank Ods von allen brigen Messungen.

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

Berechnen Sie die Ratio zwischen dem Extinktionswert der Probe und dem des Cut-Off. Die Ratio ist der Cut-Off-Index
(col.

Die Probe ist:
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positiv: wenn der COI > 1,2 ist,

zweifelhaft: wenn der COI zwischen 0,8 und 1,2 (Cut-Off + 20 %) ist,

negativ: wenn der COI < 0,8 ist.

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

Semiquantitative Auswertung

AU/ml

Tragen Sie die ODs der Kalibratoren nach Abzug der Blank ODs auf Millimeterpapier auf. Die dazugehdorigen Titer der Probe
kénnen durch Interpolation abgelesen werden.

Der Grad der Immunitat kann folgendermal3en interpretiert werden:

o IMMUN: wenn die Anti-VCA IgG-Konzentration > 24 AU/ml.
o NICHTIMMUN: wenn die 1gG-Konzentration < 16 AU/ml ist.
o ZWEIFELHAFT: Ein Ergebnis zwischen diesen beiden Werten. In diesem Falle sollte die Probenbestimmung nach 2

Wochen wiederholt werden.

12. GRENZEN DES VERFAHRENS
Eine Serumprobe, die in der akuten Phase einer Infektion enthommen wurde, wenn nur IgM-Antikdrper vorhanden sind, kann
in diesem Test negativ ausfallen.

Die VCA-IgM-Werte sollten mit dem VCA IgM Kit bestimmt werden. Alternativ kénnen Sie auch nach 8-14 Tagen erneut
1gG bestimmen, um einen Anstieg zu Uberprufen.

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

13. ANALYTISCHE SPEZIFITAT

Es wurden zehn Serumproben gemessen, die negativ fir EBV-Antikérper waren und Antikdrper gegen Cytomegalovirus,
Herpes Simplex oder Varicella Zoster enthielten. In keinem Fall zeigte das Vorhandensein dieser Antikdrper eine
Kreuzreaktivitat im EBV VCA IgG Test.

14. RELATIVE SENSITIVITAT UND SPEZIFITAT
262 Proben wurden parallel mit dem Diesse-Kit und mit einem anderen kommerziellen Kit getestet. Die Ergebnisse kdnnen
wie folgt zusammengefasst werden:

REFERENZ
+ -
Diesse + 232 0
- 6 24

Die Diesse-Methode bietet 97,5 % Sensitivitat und 100 % Spezifitat.

15. PRAZISION
Prézision in der Serie, ermittelt mit drei verschiedenen Lots

Cut-Off n=15 Lot 016 Lot 018 Lot 019

0.D. 0,406 0,446 0,552

CV% 10 6 3

Interassay- und Lot-zu-Lot-Prazision

CUT-OFF-INDEX

Probe | Lot016 | Lot 018 | Lot 019 Mittelwert CV%
1 0,3 0,5 0,4 0,4 25
2 1,7 1,6 1,9 1,7 9
3 2,2 2,9 2,6 2,6 14

16. “TROUBLESHOOTING” (PROBLEMLOSUNGEN)
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Wenn Sie sowohl die Angaben in der Gebrauchsanweisung fiir die Testdurchfiihrung und deren Spezifikationen beachten als
auch sorgfaltig mit den Reagenzien umgehen und pipettieren, kénnen Sie die folgenden Fehler vermeiden.

PROBLEM MOGLICHE URSACHE MOGLICHE PROBLEMLOSUNG

Ungdiltiger Testrun | Eins oder mehrere Reagenzien Uberpriifen Sie die Testdurchfiihrung.

(alle negativ) wurden nicht zugefiigt oder in der | Suchen Sie nach evt. ungenutzten Reagenzien. Wiederholen Sie
falschen Reihenfolge. den Test.
Nichtreaktive Platte Priifen Sie den Code auf der Plattenpackung. (Der korrekte Code

ist in der Gebrauchsanweisung unter Punkt 4 angegeben.)

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

Ungultiger Testrun | Kontamination des Substrates Nehmen Sie ein neues Substrat.
(alle positiv)
UnvorschriftsméRiges Waschen Stellen Sie sicher, dass der Washer korrekt arbeitet.
Schlechte Prazision | Unvollstdndiges Waschen der Stellen Sie sicher, dass der Washer korrekt arbeitet.
Wells
UnvorschriftsmaRiges Absaugen | Stellen Sie sicher, dass der Washer korrekt arbeitet.
der Wells
Pipettierfehler Prifen Sie die Pipettierfunktion.
Reagenzienzugabe zu langsam Vermeiden Sie ein Austrocknen der Platte nach dem
Waschschritt. Geben Sie sofort danach die Reagenzien zu.
Vorhandensein von Luftblasen Vermeiden Sie Luftblasen wahrend des Pipettierens.
Optischer Weg nicht sauber Uberpriifen Sie die Lichtquelle und den Detektor auf

Verschmutzung. Reinigen Sie den Boden der Platte mit einem
weichen Tuch.

Nicht ausreichende | Unvorschriftsmaiige Prifen Sie die Temperaturkontrolle und die Zeitliberwachung.
Farbentwicklung Inkubationszeit oder -temperatur

Beachten Sie die Vorschriften in der Gebrauchsanweisung.

UnvorschriftsmaBiges Prifen Sie die Pipettierfunktion.
Pipettiervolumen von Substrat
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mNirFccr

OAHTI'IEX XPHEHE
ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA IgG
91055 (EXvixé)
L YHOAEIKNYOMENH XPHZH

ANOXOENZYMIKH MEGOAOX HMIMOXOTIKOY MMPOZAIOPIEMOY TQN ANTIZQMATON 1gG KATA
TOY ANTIT'ONOY TOY IIKOY KAYIAIOY TOY 10Y EPSTEIN-BARR XTON ANOPQIIINO OPO.

2. EIZAT'QI'H

0 106¢ Epstein-Barr (EBV) givat évag 10¢ £prnto mov mtpokadet v Aoywddn povorvprvoon (IM). Zvvdéetan eniong pe
10 AMéppopo tov Burkitt, pe to pivo-gapuyyikd Kopkivopo kot pe TNV AEUPO-VIEPTANCIO GTO GTOUO TTOV TAGYOLY OO
avocoKaTaoToAn. O 106 gival dadedopévog oe OAN T VIPOYELo Kat To 1'80-90% tov mAnbvouod eivar opobetiko.

H epyaotmplakn dudyvoon g IM yivetar cuvnbog pe v aviyvevon e1epOQIA®V OVIICOUATOV TOV OVATTOCGOVTIOL
61OV 0pd Kot TNV drdpkewa G Aoipméng kot mpookoAlodvtol ota puBpd aoceaipto Tov inmov. Ilap’ dha avtd
TETO0 OVTICOUOTO PTopel va pnv givat mapovto og aobeveig pe 1M, edikd kdto tov 14 etdv Kot, emmAéov, uropel va
mapapeivovv TepocoTEPO and £va xpovo peTd TV Aoipwén. I' avtd tov Adyo 1 aviyvevon HoOvo Tov eTepOPIAOV
avTIcopatoVv, propel va odnynoet oe AavBacpévn didyvoon.

Eivar Aoummdv onuavtikdg 0 mPOCOIOPIGHOS TOV OVIICOUATOV €VovTiovV ukdv avtiyovov. Idwitepa yproyn
AmOSEIKVOETAL 1] OVIXVELOT] TN TOPOVOING AVTICOUAT®VY KaTd Tov avtryovikob cvprniéypatog "Viral Capsid Antigen”
(VCA) kot katd Tov Tupnvikod aviryovov (EBNA).

Katd v dudpkelo tov kokiov g IM 1o avticopoto IgM kot 1gG avti-VCA epoavilovior tpdémpa, evd To
avticopata 1gG avii-EBNA avarticcovtor apydtepa. I't’ avtd tov Adyo 1 mapovsio tov IgM avti-VCA, arovcia
tov 1gG avti-EBNA eivar deiypa Aoipwéng og e£€Mén, evd n Tapovsia tov 1gG avti-VCA kat avit-EBNA odnyel ot

Suryvoon piog mpoyevéotepng AOIL®ENS.

3. APXH THX MEG®OAQY

To teot Pooileton onv pébodo ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay). To avtiyovo amotelovpevo amd
pepikdg kekabappévo EBV, cuvdéetar pe ) oteped @don, Ot e1d1kég ovococ@alpives cuvdEovTal e TO avTlydovo
HEC® EMMACNG UE OPUIOUEVO avOpOTIVO 0pd. Metd amd ekmADGELS Yio Vo, amopakpuvBody ol TpOTEIvEG OV dev
avtédpacav, yivetal n endaon pe 1o ov{vyéc, mov amoteleital amd avOpmdmIIva HovOKA@VIKG avtiomdpoto ovtl 1gG
GECNUOCHEVD, [LE VTTEPOEEIAOT).

Amopaxpivetot 10 6u{uyEG TOL deV OVTESPUOE KOt TPOGTIOETOL TO VITOGTP®LL, THG VIEPOEELOACTG.

To ypodpa mov oynuotiletot givatl ovaAoyo mTpog TV CLYKEVIPMGT TV EISIKMY AVTICOUATOV ToL Ppickovial 6Tov v
e&étaomn opo.

4. ZYNOEXH TOY KIT KAI IPOETOIMAXIA TON ANTIAPAXTHPION
—  Toa avtdpaotipra keAdvnTovy 96 180T
- ®épte 10 avTIdpooTi|plo o€ Oeppokpacio Tepfdirlovrog v amwd TN AP1ION.

MIKPOITAAKIAIO 12x8 koyeridov evaichntonompévay Le avirydvo tov 100 Epstein-Barr.

Xpnon: Avoi&te to mepifAnpa TV Tovidv amd Ty aviifetn TAgvpd mov avaypdeetot o kodkog (VG akoiovBovueva
amd Tov aplipd ¢ mapTidoag) mov YpNoyevEL yloo TNV TOwTONoiNeY TG, mwhpte ™ Pdon ko tomobetiote TIG
amopoitnteg Tovieg. BdAte kot mdM wicw ot cakovAa amd ToAaBVAEVIO, TOV TEPIEYEL YEAN TLPLTIOG TIC TOVIEG TOV
SEV YPNCYLOTOMCATE, APALPESTE TOV 0EPQ. KOl 6QPayioTe TNV TELOVTOG TO £101KO OOTNUA KAEIGIHOTOG.

CONJ| XYZYTEX 1 x 16 mL

[epieyopevo: ddlvpo avlpdTIVOY HOVOKAOVIKGOV avticopdtov ovil-lgG ceonuocpévav pe vrepoelddon, oe
PWGEOPIKO PLOUISTIKO didAvua mov TepEyel eawvorn 0,05% kar Bronidox 0,02%. "Etoyio yio yprion yopic emmiiov
déAvon.

BA®MONOMHTEZ 3 x 1.6 mL

[epieyopevo: Apatdpévog avOpdmvog opds YVvmoTHG cuYKEVIp®ONG o avtiompoto 1gG, oe poceopkd puduoTikd
Suddvpa 0.01 mol/L pe BSA 1% xoi alidio vatpiov 0,09%, vypdc, étonog yia xpron yopic emmiéov didvon. O
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tithog, og avbaipeteg povadeg, Tov avaypdgetar oty gtikéta, sivar 20-80-160 AU/mI. O Babpovountrg 1 pe 20
AU/ml avtiotoyei otov cut-off.
Xpouo: to xpdpa givat avaAoyo TG CLYKEVIPOOTS TOV OVTICOUATOV.

CONTROL 1gG -| OPOX EAET'XOY APNHTIKOY (PF93910) 1 x 1.6 mL |KOINOX XE OAEX TIX IIAPTIAEZ]
REF 91055 VCA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA 1gG, 91059 EA IgM|

[epieyduevo: Apaiopévog ovBpdnvog opog o pmo@opikd pubuiotikd diddvpa 0.01 mol/L ue BSA 1% ko aido
vatpiov 0,09%, vypdc, £TOYOG Yo XPp1|oT X®PIG ETTAEOV 0PAIDGCT).

AIAAYMA EKIIAYZHE 10X (PF93603) 1 x 100 mL [KOINO XE OAEX TIZ ITAPTIAEX]
Hepieyduevo: PuBuiotikd aratodyo didivpo (PBS) cupmvkveuévo 10 popéc, mov mepiéxet Brij 0.5%.

[poetowacio: Apoaudote Tov amottovpevo dyko oe avoroyio 1:10 pe amootaypévo vepd yio Vo TOPACKEVAGETE TO
pLOUIOTIKO S1dALLA EKTAVONG £TOHO Yo ¥pNoT. AV oynuatiotodv KpOHoToArot, dtaAvote Toug otovg 37°C mpv v
apainon.

AIAAYTHE 10 (PF93621) 1 x 100 mL [KOINOZX XE OAEX TIZ [TAPTIAEX]

Xpnoonoteitat yio v apainon TV SElyHaTmV.

Mepiexduevo: AAatouyo puBuiaTiké didAupa (PBS) pe rpwreiveg 10% k.0, agidio Tou vaTpiou Kal XPWOTIKN
oucia (TTopTokaAi Tou peBuAiou).

SORBENT G| AIAAYTHS EBV (PF91083) 1 x 7 mL | KOINOZX XE OAEZX TIX IAPTIAEZ]
Tonobeteitan oTig KLYELIDEG VIO TV 0POI®GCT) TV SELYUATOV.
[epieyopevo: PvBuictikd aratovyo didivua (PBS) pe alidio tov vatpiov 0,09% kot Posio opd 10%. Etopo yia
xpfion.

SUBS TMB| YIIOXTPQMA (PF93619) 1x12 mL 'Etowo yw ypfion [KOINO XE OAEX TIX IIAPTIAEZ]
Hepieyduevo: Terpapedurfeviidivy 0,26 mg/mL xar H202 0,01% octabepomompéva og Kitpikd pubotikd didivuo,
0,05 mol/L (pH 3,8).

H2S0s 0.3 M AIAAYMA IMAPEMIIOAIZHE (PF93602) 1 x 16 mL [KOINO XE OAEX TIX IIAPTIAES]
Adivpo H2SO4 0.3 mol/L éroyto yia xprion.

ITPOXTATEYTIKH TAINIA (2).
2AKOYAA AIIO T[IOAYAIOYAENIO (1).

AAAO AITAPAITHTO AAAA MH XYNOAEYTIKO YAIKO.

- Enoactmpio og 37°C

- Avayvootng pukpomhokidiov (uikog kbpatog 450 1 450/620 nm kot 405 nm, pe ypappkotnta péxpt O.IT. >= 2,000)
- Yvokeun EknAvong pkpomhakidiov (un arapaitnt) wovotntag 225-375 pl

- Amoviopévo 1 amooTaypévo vepd

- Tévtwo piag xpnong

- Xpovopetpo

- AdAvpo vroyAmpiddovg vatpiov 5%

- Aoygia yio TNV améppLyn TOV SUVNTIKA LOAVCUATIKOV DAMKOV.

- Amoppoopntikod yopti

- 2ThvtapvT VAAVOG E0TAMGILOG £pYaoTnPion: KUALVOPOL, SOKLLOOTIKOL COANVES, K.A.T.
- Mikpomiméteg mov avoppoeovv pe akpifeia 6ykovg 10,100,1000 pL draidpatog

5. TPOIIOX AITIOOHKEYYXHY. KAI YXTAGEPOTHTA TON ANTIAPAXTHPIOQN
Ta avtdpooTiplo TPETEL Vo, awodnkevovTan 6tovg 2/8°C.
H nuepopnvia MiEng sivor Toropévn Tave e KAOE 6ToLyEio KOOMS KAl TAVEO 6TNV ETIKETA T1G GVOKEVUGIOG.

To Avtidpuoctiprlo £70VV TEPLOPIGUEVT] OLAPKELY. 6TUOEPOTNTUSC NETA TO GVOLYIO KOU/1] TNV TPOETOLNUGCIO.:

ANTIAPAXTHPIO YXYNOHKEX

MIKPOITAAKIAIO 5 eBdouadec otovg 2/8°C péca 6NV GOKOVAN OO TOAVALOVAEVIO
BAGMONOMHTEZX KAI OPOX EAEI'XOY 5 eBdopddeg otovg 2/8°C

XYZYTEXZ 5 ePdopddeg otovg 2/8°C

SORBENT G 5 ePfdopddeg otovg 2/8°C

YIIOZTPQMA péxpt t Anén tov oe 2/8°C, 1 gfdopdda oe 15/30°C 610 oKOTAd
ATAAYTHX AEITMATQON péyxpt ™ Aén tov og 2/8°C

ATAAYMA EKITAYXHZ groyo yio yprion 2 efdopddeg o 2/8°C, 5 nuépeg og 15/30 °C
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ATAAYMA TTAPEMITIOAIZHX péyxpt ™ Aén tov og 2/8°C

6.

INPODPYAAEEIY KAI OAHTTIEX

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

Hpocoyn:

Avtip 1 ocvoKevaGia TEPIEYEL VAIKG avOPAOTIVHG TPOELEVGNS TOV EYOVY TEPACEL ATO EAEYYOVS Kal Exovv Ppelsi
apvytid, o eykekpuéva ané tqv FDA teot, té60 doov apopd tqv aviyveven tov HLSAQ doo ki yia ta
avricopara ovti-HIV-1, avri-HIV-2 kar avri-HCV. Emeidn kavéva 01ayvmotiKe Te6T Ogv TPOGPEPEL amoloTy
Eyyonen amoveias HOAVGUATIKOV Tapayoviov, kdls viiko avBpomivig mpoéicveng mpémel va Oswpeitar g
OOVHTIKG HOLVGUATIKO. XPNCIHOTOIEITE 0A0. TA, AVTIOPAGTIIPIO. KAL TA OEIYUATO TAIPVOVTAS OLES TIS TPOPVLAAEELS
OV TPOPLETOVTAL AT TOVS KAVOVIGHOUS ACPYIAEIAS TOV EPYATTHPIOD.

Alayeipioy TV KATALOITWV: TO OEiYUATA TOV 0POL KAl 0 ONTIWOPUGTIPLE TOV YPHOIHOTOUjOnKay TPETEL Vo,
AVTIUETWTTISOVTAL (OGS KATAAOITTA OVVHTIKG HOAVGUATIKG KO VO OTOPPITTOVTAL CUUPMVA UE TIS IGYVOVCES OLATAEELS.

Odnyiec Yo TNV TPOCHOTIKN GOC OOPAAELD,

7. Mnv Kdvete avappoenon Le To otoue. XPNOWomoleite yavTa picg ypNong Kol TPOGTATELTIKA YVOAd OTOV
xepileote ta delypota. [TAévetre moAD kald ta yépia cog Letd and kdbe avaivon.

8. H meplextikdtnta todv mopakdto avidpastnpiov o Prafepéc 1 epebiotikés ovoieg, elvat younin:

o) To pLOSTIKG dtdAvpa EKTAvoNg TePLEYEL ovaieg KaBapioLov

B) To ovluyég mepiéxet PavOAn

¥) 0 VIOSTPWLA Eivar OEVo

8) Ot Babpovountéc mepiéyovv Alidio Natpiov (0,09%) to omoio pali pe tov yodkd kot tov poAvPoo pmopel va
GYNUOTIoEL WoyVPd eKpNKTIKA alIdKE INpATe LETOAADV:

Av évo avtidpactnplo £pbetl o€ eman pe To dEppa 1 e Ta paTia, Eemdovate e dpBovo vepo.

9. O1 ovoKkevEG TOL BV gival piog YpNoNG, TPETEL VA ATOCTEPMOVOVTAL, KOTA TpoTiunon otov kAifovo, yio 1 h og
121°C, evd 0 VAIKO piag xpnoNg TPETEL VO, Uraivel 6Tov KAPAvo 1 v, amoTe@paveTaL.

10. To Bguxd 0&Y, mov mepEyetar oto Stop Solution kot o vVEpoYwpPKS 0&H TOL YpMGIHOTOLEiTAL Y1t TO EETAL LA
T0V VIAVOL eEomMooD, eivol SPpOTIKE KOt YU 0vTO TPEMEL VO YPNCULOTOOVVIOL LE TPOCOYN. X€
mepintoon mov £pBovv oe emaPn] Le To dépua 1 Ue Ta paTio, EemAvvate pe dpdovo vepd.

11. E&ovdetepmpéva o&éa kot GAAa vypd amdPAnta mpémel va. AmoALLAivVOVTOL TPOGHETOVTOG VTOYAMPLOOES
vaTplo, 1000 000 ypelaletal Mote 1M TEMKN OLYKEVIpOON Vo eival TovAdyiotov 1%. M ékBeon oe
voyAopuddeg vatpo 1% v 30 Aemtd, vnd Kovovikéc ouvOnkes, €lval apkety Yoo va yivel pio
OTMOTEAEGLOTIKT] OTTOADLLOVGT).

12. Toyov yopéva vypd, dSuVNTIKE poAVGUOTIKA, Tpéretl Vo Kabapilovial apéoms e amoppoPnTKod XopTi Kot 1
EMPAVELD, VO, OTTOADLLOAVETOL, Y10, TOPASELY 0L LLE VTTOYADPIDOEG VaTpLo 1%, Tpv va cuveyicete v dadikacio
avéilvong. Av ta vypd mepieiyav £va 080, TOTE OTEYVMOOTE TOAD KAAGL TV EMPAVELL TPV YPTCULOTOUCETE TO
VIOYA®PLDOES VaTpro. OAa To VAIKA, TOL Ypnoiomombnkay yio vo Kabapiotodv Tuydv yupéve vypd, mpénet
Vo amoppintovior ¢ duvntikd poAvopatikd arofinta. Mnv Balete otov kAifovo vAKA mov mEpLEYoLV
VIOYA®PLDOES VATPLO.

Odnyiec ywo TV ovaivon

14.

15.

16.

17.

18.

19.

[pw amd v ypnon eépte Ta avTdpacTiplo Kot To detypato og Beppokpacio nepifariovtog (18-30°C) BaAte o
mOAL Ta. avTIOPACTHPL OTN cuviotopevn Beppokpacio amobnkevorng, opéomg petd ™ xpnon. H cowoeti
Oeppokpacio €ivar TOAD ONUAVTIKOS TAPAYOVIOS YO TNV EXOECN TOV TOwvi®v. Befaiwbsite 6,11 o
0cppoctdTng dev katefaivel kAT 06 Tovg 35°C kon dev avefaivel Tave amd Tovg 39°C.

Avoikte v cokoOla pe Tig tovieg (Strip) agov v éyete agnost TOLAGyoTOV Mo ®pa oe Oepuokpacio
nep1fdAlovrog.

Mnv ¥pNoIUoToIEiTE T OVTIOPASTAPLO HETG TNV Muepopnvia ANENG Tovg. No amopevyete TV (kpoPlokn péAvvon
TV avTpactnpiov yati avtd €xel ®G ATOTEAEGUO TNV UEIDOTN TNG OMOTEAEGHOTIKOTNTOS TOV TPOIOVTOG KOt
pmopel vo 00Ny CEL GE ECOUAUEVO ATOTEAECLLOTOL.

Mnyv oArhGEete TV OAN AlodtKacio KoL PNV avTIKOTOGTNOETE TO OVTIOPACTIPL e GAAN SLOPOPETIKNG LAPKAG 1| LLE
GAlo 0O SL0POPETIKEG TAPTIOEG, EKTOC KOL OV TO AVTIOPUCTNPLO Elval KOWO Gg OAEG TIG TTOPTidES. Mnv peidvere
TOV VTOOEIKVVOEVO ¥POVO ETMDUCTG.

‘OAog 0 VAAVOG EOTMGIOG TPETEL VO, ATOAVLLAIVETOL TPOCEKTIKE e VOPOYAPIKO 0ED 2M Kot va Eemiévetan pe
OTOGTUYHEVO 1| LE OTIOVIGUEVO VEPOD.

Mnyv gkb€teTe TO. AVTIOPACTHPLO OE 1GYVPO POTIGUO OVTE GE VIOYAWPIDIEL ATUOVS, TOCO KATA TNV amobnkevon
TOVG OGO KOl KATE TV ETDACT TOVG.

O xuyerideg dev mpémel va EgpaivovTol, KOTA TNV SIOPKELL TV TECT.
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No amogedyete v dactavpodpevn poivvon HeTa&d ToV avtidpaotnpiov. XpNoonoleite TAvToTe TIg E101KEG
TMETEC.
Mnv akovpmdte 10 yeilog g KuyeAidag pe 10 ou{uyég. MV QuohTe TAVMD 6T LIKPOTAQKIOLOL.
Ot avocoev{upuikég ovaAvoelg pmopel va mapovcstdoovy Kopd eopd ota dxpa éva edkd eowouevo ("edge
effect"), to omoio umopei va ghayiotonombel avavovtog tov Pabud vypaciog katd v enmoon. Ta mloxidia
MPEMEL VO KOAOTTTOVTOL HE TO €00 KaAvppo kot va enodlovtar otovg 37°C 1 og (eotd vdatdAovTpO,
TOTOBETMOVTOG TO TAV®D GE £VO VTOGTNPLYLLA, | OTN GUCKELT EMMOCTS. ¢ EVOAOKTIKN AVon ta TAakide propel
VO ENOOCTOVV G Evav KaTtdAANAo avaidtn. [ tepiocdtepeg mAnpopopies, cvpfovievteite 1o eyyelpidto yprnong
NG GLOKELVTG. M1V ¥PNOLLOTOLEITE GLGKEVES EMMAGCTG TTOL Agttovpyovv e COo,
[pw amd v avdyvoon tov TAakidiov, Pefarwbeite 6,11 0 TLOLEVOS TOL givarl kaBapdg Kot oTEYVOG Kot 0,TL dgv
VILAPYOVY PLGOAISEG OEPOL GTNV EMLPAVELL TOL VYPOL.
Ta detypota Tov Tapovctdlovv 1oYVPN AdAVon, opol pe atedr mén, 1| delypata mov TapPoLGIALovy HKPoPlok
poéAvvoT, UIopel vo, SOcovY AovOaCHEVE OTOTEAEGLLOTO.
H ypnon evog Kit e aTOHOTEG CLOKEVEG, TPEMEL Vo EAeYYOEl Kat Vo emkvupbel amd Tov yproT.
Awfdote pe Tpoooyn To eyxELPidlo ¥pNong KBe GUGKEVNG TOV XPTCYLOTOLEITE, Kol E101KE Ta. €ENG onueio:

- EYKOTAOTOON Ko EWIKEG TPOdLYpaPEC

- AELTOVPYIKT apyN, 0dNYiES, TPOPLAGEELS, Kivouvol

- TPOJSLOYPAPES TOL KATACKELAGTN KO AELITOVPYIKEG OTOOOCELS TG GLOKEVTG

- GUVTIHPNON KOl TEYVIKT] VTOGTHPLEN.

EIAOX AEITMATOX KAI AITOOHKEYXH

To detypo amotedeital amd opd mov mpoépyetar amd aipla Tov Exel cVAAEXDel e EAePkn Ay kot €xel TepAoEL amd
oAeg Tig dwadikaoieg mov mpoPArémoviatl amd Tovg Pactkods Kavoviepobs tov epyactnpiov. O vordg opdc pmopel va
StnpnOei yio 4 nuépeg otovg 2/8°C, evd yia peyolvtepn ypovikn nepiodo katayvéte otovg —20°C. To deiypa pmopei
va omoyuyBel To ToAD 3 Popés. AToQeDyETE TN YPNOT CVTO-UTOYVYOLEVOV YOYEI®V Y10 TN GLVTHPNON TOV dEIYUATOV.
Metd and v andyoén kot pwv vo. to pikete oty KuyeAida, avakivnote To KoAd.. H pikpofaxn péAvvon pmopet va
ennpedoetl o€ peydio Pabpo v motdtTa ToL SElYHOTOG, Kal Vo dDoel AovOacHEVE OTOTEAEGLOTO.

Aglypoto pe 1oyvpn apdALo, e IKTEPO, MITOUIKA 1] LOAVOUEVE, OEV TTPETEL VAL YPTCLLOTOLOVVTIL.

To 10T dev pmopei va. yivel Tdvo og avOpdmivo TAdopa aipatog.

8

. ATAAIKAYTA

Etowdore Tig amapaitnteg Ttovies.
Ipogtoydote T0o puOoTIKO dddvpa EkmAvong apawdvovtag to Wash Buffer 10x (100 ml + 900 ml H;0).

Apodote ta deiypata oe ovaroyio 1:26 piyvovtag 40 uL opod oe 1 mL daddt. Agnote pio koyelida erevbepn yio
™MV avéAvon tov TVEAD, pixvovtag péca uovo 100 ul vrootpdpatog. PiEte 50 uL Poenr (Sorbent) G ot 50 ul arnd
KGOe apaiopévo delypo oe kibe kKuyeAida (cvviotdtal 1 EKTEAEST TG avAAVGONG va. Yivel €1 dmhohv). X pio Tovia
pi&te Tov apvntikod opod gléyyxov (OXI APAIQMENO) kot tovg Babuovountéc (OXI APAIQMENOYY) (100 pL ava
KoyeAida yopig Tov Poent G). Katd mpotipnon gig dumhovv. Kodvyte Tig KoyweAdeg e TV TPOSTATEVTIKT Tovial Kot
Balte 116 vo emwactov yua 45 Aentd otovg 37°C. Metd and 4 ekmivoels, dtapkeing 30 dgvteporémtov 1 kabe pio (300
pl) mpocBéote 100 pL ovlvyode oe kabe xvyelida kot Baite TG Kol AL vo enmacTtovV Yo 45 Aemntd otovg 37°C,
KOADTTOVTAG TIC L€ TNV TPOCTATEVTIKN Touvio. EHemAovate kol TOA T0 TAOKIOW 4 Qopéc, OMMG VLIOOEIKVVETL
MOPOTAVE, KOt 0T cuvéxeld piEte 1o Ymootpopo, 100 pl/avd koyehida.. Metd and 15 Aemtd oe Beppokpaocia
nepPdArovtog dokoyte TNV evlupukn avtidpaon pe 100 pL Stop Solution. Awfdcte v Anoppdéenon (O.I1) ota 450
nm 1 oto 450/620 nm péca o 30 Aentd.

9. Awypoappa g avédiveng

Apnote ehevbepn pio kKoyeAida yio TO TOPAS.
STEP 1 Pi€te 50 pl Pogntn (Sorbent) G, 50 UL aparopévov 0pot kat 100 pl apviticod opod Aéyyov kot

Babuovountav otig KuYeAideg TNG Taviag.

Enwdote yio 45 Aentd otovg 37°C

Kévete 4 exnivoeig (300 ul)

STEP 2 Pi&te 100 pL ovluyoic oe kGOe Kuyerida

Enwdote yo 45 dentd otovg 37°C
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Kévete 4 exmivoeig (300 ul)

STEP 3 Pi&te 100 pL Yrnootpopatog o kdbe kuyeAida

Enwdote yio 15 Aemtd og Beppokpacio meptBaAiovtog
STEP 4 IpooHéote 100 pL Stop Solution
AwPaote v O.I1. ot 450 nm péoa o€ 30 Aentd

10. EI'KYPOTHTA TOY TEXT

Apapéote v T 1oL TVEAOD (<0.150) and dreg Tig AAeg TyéG. O Betikdg 0pdg eréyyov (BAOMONOMHTHE 3)
npémer va £xer O.J1.>= 1.0. O Aoyog peto&d g Tiung tov Apvntikod opov kot tov Cut-off mpénel va givar <= 0.6. H
O.I1. tov Cut-off npénel va givar >= 0,2 ot 450 nm «oi >= 0,16 ota 450/620 nm.

11. EPMHNEIA TON ATIOTEAEXMATON TOY TEXT

IMowtwd amoteréopata

Av 1ty g amoppdenong tov delypatog givar peyaidtepn and tov Cut-off (BAOGMONOMHTHE 1) 1o deiypa
mpokvTTEL BTG AOY® TNG TOpoLGing TV eV 1gG.

Yroloyiote tov Adyo (INDEX) peta&d g péong tung tov O.I1. tov vrd avalvon deiypatog, kot gkeivng tov Cut-off
(BAOMONOMHTHZ 1). To detypo Oa kpibet:

Octiro: 6tav 0 Adyog givar > 1.2,
Augifolo: =+ 20% tov Cut-off.
Apvntiro: dtov 0 Aoyog eivar < 0.8.

Y Tepint@on apeifoiov amoTelécOTOG, EnavaLldPate TO TEOT. AV TO amOTELECHO Tapapeivel apeiforo emavardfote
v apoinyia.

Humocotikd amoteréopoto

AvBaipeteg povadeg (AU)

Ta amotedéopata pmopovv va ekppactodv oe avbaipetec povadec petagpépovtag v O.I1 tov deiypatog oe pio
KOUTOAN OV €YEL TPOKVLYEL OO TG TWEG TV 3 PabpovounTdv cuv TV TIUN ToL apvnTikoD 0pol gréyyov mov £xet 0
AU/ml.

- ANOZXOZ: 6tav n ovykévipoon tov 1IgG VCA oto deiyua, sivar > 24 AU/mL

- MHANOXOZX: 6tav m cvykévipwor tov 1gG avti-VCA givon < 16 AU/mL.

- AM®PIBOAOZX: o6tov M ovykévipmon kuvpoiveror petald 16 kol 24. Xe plo tétoln mepintwon ovVIeTATOLl 1
EMAVAA YT TOV TPOGIOPIGHOD €1 SIMAOVV. AV 10 deiypa mapapeivel apeifolo, eravaidfate Ty apoinyio HeETd
amo 2 gfdopddeg mepimov.

12. NEPIOPIXMOI XTHN MEGOAO
Opoi mov €yovv cvAdeybei katd v ofeia pdon g Aoipwéng, 6tav vrdpyovv podvo avticopata IgM, pmopsi va
TPOKVWYOLV aLPVNTIKOL [LE VTN TNV TEYVIKY).

H tyn tov IgM avti-VCA npénel va mpoodiopiotel ypnoponowdvtag to kit VCA IgM. Evaiiaktikd Oo ovaivbei va
devtepo dciypa mov Oa éxel cvAdeybel 8-14 muépeg petd, ywo vo eEakpPobdel Toxov avénon tov 1gG. Xe kdbe
nepintoon 10 amotéhecua tov teot Ba mpémel vo cvvektundei pe GAAa dedopéva mpoepxOueEVe OO AAAES
SyvVOOoTIKEG EpEVVEC.

13. ANAAYTIKH EIAIKOTHTA

Opoi 10 aoBevodv apynTikdv Tpog Tov 1OV Tov Epstein Barr nepieiyov aviiodpoto katd v énmg o Kutrapopeyoaroiog,
0 Amhog ‘Epmntag kat o 16g Avepoproyidc/Epanta Zootpa. Xe Kopio mepint@orn avtd To avTIGONATO OV EKAvay
Sdwotavpovpeves avtdpaocelg oto teot EBV VCA IgG.

14. EYAIXOHXIA KAI ATAINQYTIKH EIAIKOTHTA
Avarodnkav 262 deiypato pe to kit Diesse ko mapdAinio kot pe éva gumopikd. To anotedéopoto cuvoyiloviol otov
TOPOKATO TivokoL:
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ANADOPA
+ -
DIESSE + 232 0
- 6 24

H pébodog ENZYWELL éyet evarsbnoia 97,5% ko educdtnta 100%.

15. AKPIBEIA

Axpipero katd pia avarvon wov £yive pe 3 S1UQOPETIKEG TAPTIOES:

Cut-off n=15 Hoptida 016 Hoptida 018 | Ilaptida 019

0.1l 0.406 0.446 0.552

CV% 10 6 3

Axpipela petad avordoewv Kol ToPTIo®V:

INDEX
Agiyua Haptidoa 016 Haptida 018 Hoaptioa 019 M. Ty CV%

1 0.3 0.5 0.4 0.4 25
2 1.7 1.6 1.9 1.7 9
3 2.2 29 2.6 2,6 14

16. OAHT'OX EINTIAYXHY TPOBAHMATOQN

GR 26/46

NMPOBAHMA

MIOANH AITIA TOY ZOAAMATOZ

TI NMPEMNEI NA KANETE

KUkAog avaAuong dkupog

(6Aa apvnTiKa)

Agv TTpoaTéBnKav éva ) TTEPIoTOTEPA
avTiIdpaaTrApIa A TTPOCTEBNKAY O€
AavBaopévn oeipd.

EAéy&re kai TTaAI TNV OAN diadikaaia.
EAEyETE uNTTWG Oev £x€l TTpOOTEDET
KA&T1ToI10 avTIdpaoTApIO.
EmavaAaBare 1o TEOT.

To mAakidlo dev avtidpd

EAEyETE TV KWAIKG 0TOV PAKEAO TOU
TTAaKIBiou (BA. odnyieg xpAong onueio 4
Tepi AavBaopévou KwdIkoU).

EAEyETE av uTTdpyouyv ixvn uypaciag oTo
TTAOKiBIO TToU Bev avTIdpd. ( H yEAN
TTUPITIOG TTPETTEI VO €XEI XPUWHA KITPIVO
wypa). ETavaAaBare 10 1EOT..

KUkAog avaAuong dkupog

(6Aa BeTIKG)

M&Auvaon Tou UTTOGTPWHATOG

Mdpte pia véa TTOOOGTNTA UTTOOTPWHATOG

Avenapkng EKTAvon

Bepaiwbeite 6,11 N cuokeun EKTTAUONG
AgIToupyei owaTd.

XapnAo emitredo
akpipelag

AveTTapkig avappoéenon Twv
KUWEAiIdwV

Bepaiwbeite 6,11 N cuokeun EKTTAUONG
AgIToupyei owaTtd

AavBaouévn avappdenaon

EAéyETe TN AciToupyia TnG TITTETAG.

Ta avtidpactiplo TorofetovvTal e TOAD
apyo6 puiuo

Na atmrogelyeTe TNV EHpavan Tou
TTAaKI®iou YeTA TNV €KTTAUCN. [NpooBEaTe
auéowg Ta avTidpaacTrplda

Ymrdpxouv @uoaAideg aspa

Na atro@elyeTe TOV OXNUATIONO
QUOCAIdWY KATA TV avappoé®non.

H otrmikA diadpopr dev gival diauyng

EAEyETE av n ewrTelvn TNy €ivai
KaBapr). KaBapioTe To TTAQKIOIO PE Eva
XOPTOUAVTIAO

Avetrapkhg Bepuokpaaia

AoavBaopévog o ypdvog 1 1 Beppokpacio
NG ENMOCNG

EAéyETe TOVv BeppooTdTn Kal Tov Xpbévo
ETTWACNG.

AkoAouBnoTe moTd TIG 0dnyieg XpAong.

H 1T000TNT0 TOU UTTOOTPWHOTOG TTOU

EAEyETe TN AsiToupyia TnG TTITTETAG
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| éx€1 TTPOOTEBEI, Sev ival ApKeTH. |
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INSTRUCCIONES DE USO

ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA IgG

91055 (Espariol)

1. INDICACIONES

KIT INMUNOENZIMATICO PARA LA DETERMINACION SEMICUANTITATIVA DE ANTICUERPOS
1gG CONTRA LA CAPSIDA VIRAL DEL EPSTEIN-BARR VIRUS EN SUERO HUMANO, COMO UNA
AYUDA EN EL DIAGNOSTICO DEL EPSTEIN-BARR.

2. RESUMEN Y EXPLICACION DEL TEST

El virus de Epstein-Barr (EBV) es un herpesvirus que causa la mononucleosis infecciosa (IM). Est ademas asociado
al linfoma de Burkitt, al carcinoma nasofaringe y a sindromes linfatico-proliferativos en pacientes inmunodeprimidos.
El virus se difunde por todo el mundo y el 80/90% de la poblacién resulta sueropositiva.

La diagnosis de laboratorio de IM se hace tradicionalmente por medio de revelacién de la presencia en suero de
anticuerpos eterdfilos aglutinantes los eritrocitos de caballo, que se desarrollan durante el curso de la enfermedad. Sin
embargo esos anticuerpos pueden no estar presentes en sujetos con IM, especialmente por debajo de los 14 afios de
edad y ademas se pueden mantener durante mas de un afio después de la infeccion. La s6la busqueda de anticuerpos
eterofilos puede por eso conducir a un diagnéstico erréneo.

Por dicho motivo es importante la bisqueda de anticuerpos dirigidos hacia antigenos virales. En particular, se revela
atil la busqueda de anticuerpos dirigidos hacia el completo 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 1gG
anti-EBNA se desarrollan mas tarde. Por eso la presencia de IgM anti-VCA en absencia de 1gG anti-EBNA indica
infeccion en curso, mientras la presencia de 1gG anti-VCA e anti-EBNA dirige hacia una diagnosis de infeccion
anterior.

3 PRINCIP10O DEL METODO

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

El antigeno, constituido por EBV parcialmente purificado estd unido a la fase solida. Después de la incubacién con
suero humano diluido las inmunoglobulinas especificas se unen al antigeno.

Después de varios lavados para eliminar las proteinas que no han reaccionado, tiene lugar la incubacién con el
conjugado, compuesto de anticuerpos monoclonales humanos 1gG marcados con peroxidasa.

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

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

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

MICROPLACA 12x8 pocillos recubiertos de antigenos de Epstein-Barr Virus.

Uso: Abrir el envase de la placa desde el lado opuesto del cddigo (VG, 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 fuertemente.

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

CALIBRADORES 3 x 1.6 mL

Contenido Suero humano diluido, a concentracién conocida de anticuerpos IgG, en tampdn fosfato 0.01 mol/L
conteniendo BSA 1% vy azida sddica 0,09%, liquido, listo para su uso sin ulterior diluicién. La titulacién en unidades
arbitrarias, indicado en etiqueta, is 20-80-160 AU/ml. El calibrador 1 con 20 UA/mI corresponde al cut-off.
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Color: el color es proporcional al titulo del anticuerpo.

CONTROL 1gG -| IgG  CONTROL NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL |INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
DEL PANEL EBV REF 91055 VCA 1gG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA 1gG, 91058 EA 1gG, 91059 EA IgM|
Contenido: Suero humano diluido en tampdn fosfato 0.01 mol/L, con BSA al 1% y &zida sodica al 0.09%, liquido, listo
para su uso sin dilucién adicional.

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

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

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

SORBENT G| DILUYENTE EBV (PF91083) 1 x 7 mL| INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Poner dentro de los pocillos para diluir las muestras.
Contenido: Solucion salina tamponada (PBS) con azida sodica 0,09% p/v y suero bovino 10%. Listo para su uso.

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL Listo para su uso INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Contenido: Tetrametilbenzidina 0.26 mg/mL y H202 0,01% estabilizados en tamp6n citrato 0.05 mol/L (pH 3,8).

H>SOs 0.3 M| SOLUCION BLOQUEANTE (PF93602) 1x16 mL INTERCAMBIABLE ENTRE LOTES|
Solucion de H,SO4 0.3 mol/L, lista para su uso.

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

MATERIALES REQUERIDOS NO SUMINISTRADOS

- Incubador a37°C

- Lector de Microplacas (longitud de onda 450 o 450/620 nm e 405 nm, con linealidades hasta OD >= 2,000)
Lavador de Microplacas (no indispensable) para dispensar volumenes entre 225-375 pl

- Agua Destilada o desionizada

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

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

- Guantes de un solo uso

- Cron6émetro

- Solucion de hipoclorito del sodio (5%)

- Envases para la coleccion de materiales potencialmente infecciosos

- Papel adsorbente.

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

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

REACTIVO CONDICIONES

MICROPLACA 5 SEMANAS 2/8°C bolso de pléstico

CALIBRADORES Y CONTROL 5 SEMANAS 2/8°C

CONJUGADO 5 SEMANAS 2/8°C

SORBENT G 5 SEMANAS 2/8°C

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

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

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

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

Cuidado:
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Este kit contiene materiales de origen humano que han sido testados y dieron resultados negativos en las pruebas
aprobadas por la FDA para la presencia de HbsAg vy de los anticuerpos anti-VIH-1, anti-VIH-2 y anti-HCV. Dado
que ninguna prueba diagnostica puede ofrecer una completa garantia sobre la ausencia de agentes infecciosos ,
cualquier material de origen humano debe ser considerado potencialmente infeccioso. Todos los materiales de
origen humano deben manipularse segun las practicas de seguridad cominmente adoptadas en la practica diaria de
laboratorio.

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

Informaciones de Salud y Sequridad:

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

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

a) Eltampdn de lavado contiene detergentes

b) El conjugado contiene fenol

c) Elsubstrato es acido

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

Si cualquier reactivo entra en contacto con la piel u ojos, lavar con mucha agua.

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

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

5. Los &cidos neutralizados y la otros residuos liquidos se deben disinfectar afiadiendo hipoclorito de sodio en un
volumen suficiente para obtener una concentracion final por lo menos del 1,0%. Se requier una exposicién al
hipoclorito de sodio al 1% durante 30 minutos para garantizar una disinfeccion eficaz.

6. El derrame de materiales potencialmente infecciosos se debe eliminar inmediatamente con papel absorbente y el
area contaminada tendra que ser limpiada, por ejemplo con hipoclorito de sodio al 1,0%, antes de se que se
continde el trabajo. El hipoclorito de sodio no se debe utilizar en derrames que contengan &cido antes de que la
zona sea limpiada . Todos los materiales utilizados para limpiar derrames, incluidos los guantes, se deben desechar
como residuos potencialmente infecciosos . No autoclavar materiales que contengan hipoclorito de sodio.

Precauciones analiticas

1. Poner todos los reactivos y las muestras a temperatura ambiente (18-30°C) antes de su uso. Inmediatamente
después del uso poner los reactivos a la temperatura de conservacién recomendada. Es importante trabajar a
la temperatura correcta. Compruebe que el termostato no esté por debajo de 35°C 6 por encima de
39°C..

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

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

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

con agua destilada o desionizada.

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

Evitar que los pocillos se sequen durante el ensayo.

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

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

10. Asegurarse de que el fondo de la placa esté limpio y seco, y de que no haya burbujas presentes en la superficie

del liquido antes de leer la placa.

11. Puede ser fuente de error el uso de muestras altamente hemolizadas, suero no coagulado en su totalidad, o

muestras que presentan contaminacidn micrébiana.

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

o

©o~No
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13. Leer el manual de usuario de cada equipo y en especial 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

7. TIPO DE MUESTRA Y CONSERVACION

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

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

El test no se puede aplicar a plasma humano.

8. PROCEDIMIENTO
- Preparar el nmero requerido de tiras.
- Preparar el tamp6n de lavado diluyendo la solucidn de lavado 10x (100 mL + 900 mL H,0).

Diluir las muestras 1:26 poniendo 40 pL de suero en 1 mL de diluyente. Dejar un pocillo libre para efectuar el blanco,
utilizando sélo 100 pL de la mezcla substrato. Dispensar 50 pL Sorbent G y 50 de cada muestra diluida para cada
pocillo (se recomienda efectuar una doble prueba). Colocar los calibradores SIN DILUIR en una tira.(100 pL para cada
pocillo sin el Sorbent G). El requisito minimo indispensable es 1 control negativo, 2 cut-off e 1 positivo.

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

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

Leer la Absorbancia (DO.) a 450 nm o0 450/620 nm dentro de 30 min.

9. ESQUEMA DEL PROCEDIMIENTO DEL TEST

STEP 1 Poner 50 pL de Sorbent G, 50 pL de suero diluido y 100 pL de calibradores y controle en los pocillos.
Incuba; 45 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 pL)
STEP 2 Aﬁadir_loo ML de conjugado a cada pocillo
Incubar_ 45 min. a 37°C
Lavar 4 veces (300 uL)
STEP 3 Aﬁadir_100 ML de Substrato a cada pocillo
Incubar_ 15min.a T.A.
STEP 4 Aﬁadir_loo pL de Solucién Blogueante
Leer Ia_absorbancia a 450 nm dentro de 30 min
10. VALIDACION DEL TEST
Restar el valor del blanco (<= 0.150) a todas las otras lecturas. Los valores en D.O. del suero de control positivo

(CALIBRADOR 3) deben estar >= 1.0. La relacion entre Control Negativo y Cut-off debe ser <= 0.6. La O.D. del cut-
off debe ser >= 0,2 a 450 nm e >= 0,16 a 450/620 nm
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11. INTERPRETACION DEL TEST

1. Resultados cualitativos

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

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

La muestra se considera:

Inmune: si la concentracion es > 1.2.

Dudoso: + 20% del cut-off.

No-inmune: si la concentracion es < 0.8.

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

Unidades Arbitrarias (AU)

Los resultados se pueden expresar en unidades arbitrarias indicando la D.O. de la muestra sobre curva constituida por
los 3 calibradores mas el control negativo que tiene 0 AU/m.

- INMUNE: si la concentracién de IgG VCA en la maestra es > 24 UA/mL

- NO-INMUNE: si la concentracion de IgG anti-VCA es < 16 UA/mL.

- DUDOSO: si el valor esta entre 16 y 24. En este caso se aconseja repetir la prueba en duplicado . Si el valor
continua siendo dudoso, recoger una nueava muestra de sangre después de mas 0 menos 2 semanas.

12. LIMITACIONES

Los sueros recogidas durante la fase aguda de la infeccién, cuando estan presentes solamente los anticuerpos IgM,
podrian resultar negativos con este procedimiento.

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

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

13. ESPECIFICIDAD ANALITICA

10 sueros de pacientes negativos al virus de Epstein Barr contenian anticuerpos con virus como Cytomegalovirus,
Herpes Simplex, Varicella Zoster. En ningln caso la presencia de dichos anticuerpos ha evidenciado reactividad
cruzada en el test EBV VCA IgG.

14. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE DIAGNOSTICO
262 muestras han sido analizadas en paralelo con el kit Diesse y con otro kit comercial. Los resultados estan resumidos
en la tabla siguiente :

REFERENCIA
+
DIESSE + 232 0
- 6 24

El kit Enzywell ofrece una sensibilidad del 97,5% y especificidad del 100%.

15. PRECISION

Reproducibilidad intra-ensayo realizada sobre 3 lotes distintos

Cut-off n=15 Lote 016 Lote 018 Loto 019
D.O. 0.406 0.446 0.552
CV% 10 6 3
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INDEX
Muestra Lote 016 Lote 018 Lote 019 Media CV%
1 0.3 0.5 0.4 04 25
2 1.7 1.6 1.9 1.7 9
3 2.2 2.9 2.6 2,6 14

16. GUIA DE RESOLUCION DE PROBLEMAS

PROBLEMA

POSSIBLES FUENTES DE
ERROR

PRUEBA U ACCIONES

Serie no valida (todos negativos)

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

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

Placa no reactiva

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

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

Serie no vélida (todos positivos)

Contaminacion del sustrato

Recoger una nueva alicuota de sustrato.

Lavado inadecuado

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Escasa precision

Aspiracion incompleta de los
pocillos

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Aspiracion inadecuada de los
pocillos

Asegurarse del buen funcionamiento del
lavador

Error de pipeteado

Controlar el funcionamiento de la pipeta

Adicion de los reactivos demasiado
lenta

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

Presencia de burbujas

Evitar la formacién de burbujas mientras se
pipetea

Sistema optico no limpio

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

Desarrollo escaso del color

Tiempo o temperatura de incubacion
incorrectos

Verificar el control de la temperaturay el
tiempo de incubacion.

Seguir cuidadosamente las instrucciones.

Volumen inadecuado de substrato
afiadido a la placa

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

ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA IgG QUANTITATIVE

91055 (Francais)

1. UTILISATION
METHODE IMMUNOENZYMATIQUE POUR LA DETERMINATION SEMI-QUANTITATIVE DES
ANTICORPS | G AGISSANT CONTRE LES ANTIGENES DE LA CAPSIDE DU VIRUS D’EPSTEIN BARR
DANS LE SERUM HUMAIN, EN TANT QU'AIDE AU DIAGNOSTIC D’UNE INFECTION DUE AU VIRUS
DE L’EPSTEIN BARR.

2. INTERET CLINIQUE

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
lymphoprolifératifs B, chez les sujets immonodéprimés.

Les anticorps anti-EBV sont présents dans tous les groupes de la population. A 1’age adulte, 80 2 90 % de la population
posséde des anticorps dirigés contre EBV.

Le diagnostic sérologique de la MNI peut étre réalisé a ’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 8 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 I’infection. 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 peut étre tres utile.

Pour les autres pathologies liées a ’'EBYV, le diagnostic sérologique se base sur la recherche des anticorps spécifiques
de ’EBV.

Les anticorps anti-VCA (IgG et IgM) et les anticorps anti-EA (IgG) sont détectés au moment d’une primo-infection.
Les anticorps anti-EBNA apparaissent plus tardivement.

Un profil dissocié (présence d’IgG anti-VCA et absence d’IgG anti-EBNA) marque une primo-infection. Il pourra étre
confirmé par des IgM anti-VCA. Un profil non dissocié (présence d’IgG anti-VCA et d’IgG anti-EBNA) signe une
infection ancienne.

3. PRINCIPE

Le test se base sur le principe ELISA (Enzyme linked Immunosorbent Assay). L’antigéne EBV, partiellement purifié,
est fixé sur la microplaque. Pendant I’incubation avec le sérum humain dilué, les immunoglobulines spécifiques,
éventuellement présentes, se lient a I’antigéne. Les lavages successifs, permettent d’éliminer les protéines non li¢es a
I’antigéne. Le conjugué marqué (a I’anticorps monoclonal anti-IgG humaines) est alors ajouté avant la deuxieme phase
d’incubation.

Le conjugué non fixé a ’antigéne est éliminé par un nouveau lavage. L’ajout du substrat provoque ’apparition d’une
coloration.

L’intensité de la couleur qui apparait dépend de la concentration en anticorps specifiques présents dans le sérum
examine.

4. CONTENU DU KIT
Le kit permet de réaliser 96 réactions.
Porter les réactifs a température ambiante avant I'utilisation.

MICROPLAQUE 12 x 8 puits sensibilisés avec de I’antigene de la capside du virus d’Epstein Barr.
Utilisation : Découper le sachet du c6té opposé au code (VG, suivi par le numéro du lot) qui sert a son identification.
Sortir le support et les barrettes nécessaires du papier d’emballage et placer les barrettes non utilisées dans le sachet en
plastique avec le gel de silice. Chasser ’air du sachet et le fermer en exercant une pression sur la fermeture.

CONJ|CONJUGUE 1 x 16 mL
Composition :  Anticorps monoclonaux anti-lgG humaines marqués a la peroxydase, dans un tampon contenant 0,05
% de phénol et 0,02 % de Bronidox..
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Préparation : Prét a ’emploi.

CALIBRATEURS 3x 1.6 mL

Composition : ~ Sérum humain dilué contenant une quantité connue d’anticorps IgG anti-VCA, dans un tampon
phosphate a 0,01mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est prét
a ’emploi sans autre dilution. Le titre, reporté sur 1’étiquette en unités arbitraires, est 20-80-160 AU/ml. Le calibrateur
1 contenant 20 AU/ml correspond au contrdle seuil.

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

CONTROL IgG | CONTROLE NEGATIF IgG (PF93100) 1 x 1.6 mL INTERCHANGEABLE PARMI LES LOTS|
DU PANEL EBV REF 91055 VCA IgG, 9105 VCA IgM6, 91057 EBNA IgG, 91058 EA IgG, 91059 EA IgM|
Composition :  Sérum humain dilué dans un tampon phosphate a 0,01mol/l avec 1 % de BSA et 0.09 % d’azide de
sodium. Il se présente sous une forme liquide et il est prét a I’emploi sans autre dilution.

SORBENT G| DILUANT EBV 1 x 7mL [LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Solution tamponnée saline (PBS), sérum de veau venant de naitre 10 %, azide de sodium 0.09 %,
méthyl orange 5 mg/ml (1 %). Prét a I’emploi.

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

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

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

SAMP DIL 10| DILUANT 10 (PF93611) 1 x 100 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
Pour diluer les échantillons de sérum.
Composition :  Solution protéique, additionnée d’azide de sodium 0.09 % et de méthylorange en guise de colorant.

SUBS TMB| SUBSTRAT (PF93619) 1 x 12 mL Prét a I’emploi |LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition :  Tétraméthylbenzidine (a 0,26 mg/ml) et peroxyde d’hydrogéne (H20, a 0.01 %) stabilisé dans un
tampon citrate (a 0,05 mol/l). pH = 3,8.

H2S04 0.3 M| SOLUTION D’ARRET (PF93602) 1 x 16 mL |LOTS INTERCHANGEABLES|
Composition : H2SO4 (a 0,3 mol/l) en solution préte a I’emploi.

SACHET EN POLYETHYLENE (1)
FEUILLES ADHESIVES (2)

MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

- Incubateur & 37 °C

- Lecteur de microplaques (longueur d’onde 450 ou 450/620 nm, avec linéarité jusqu’a >= 2.000)
- Laveur de microplaques (pas indispensable) capable de fournir des volumes de 225-375 pl
- Eau distillée ou désionisée

- Verrerie normale de laboratoire (éprouvettes, pipettes, etc...)

- Micropipette pour le prélevement précis de 10, 100, 1000 ul de solution

- Gants a jeter

- Compte-minutes

- Solution 5 % de sodium hypochlorite

- Récipients pour les matériaux potentiellement infectieux

- Papier absorbant

5. MODALITES DE CONSERVATION ET STABILITE DES REACTIFS
Conserver les réactifs a 2-8 °C. La date de péremption est imprimée sur chaque flacon et sur 1’étiquette apposée sur la
confection.

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

REACTIF CONDITIONS

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

SERUM DE CONTROLE/CALIBRATEURS 5 semaines a 2/8 °C.

CONJUGUE 5 semaines a 2/8 °C.

SUBSTRAT jusqu’a péremption a 2/8 °C, 1 semaine a 15/30 °C, conserver dans I'obscurité.
DILUANT jusqu’a péremption a 2/8 °C.
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TAMPON DE LAVAGE prét a I’emploi 2 semaines a 2/8 °C, 5 jours a 15/30 °C.
SORBENT G 5 semaines a 2/8 °C.

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

6. PRECAUTIONS D’UTILISATION

POUR DIAGNOSTIC IN VITRO.

ATTENTION :

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

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

PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS POUR LA SECURITE PERSONNELLE

1.

2.

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

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

a) Le tampon de lavage contient des détergents

b) Le conjugué et les contrbles contiennent du phénol

c) Le substrat est acide.

d) Les calibrateurs contiennent 1’azide de sodium (0.09 %). Les azides peuvent réagir avec les métaux des
canalisations et donner ainsi naissance a des composés explosifs.

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

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

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

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

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

AVERTISSEMENTS ANALYTIQUES

1.

o

© N

Porter tous les réactifs et les échantillons a la température ambiante (18-30 °C) avant I’emploi. Remettre les
réactifs a la température de conservation immédiatement aprés 1I’emploi. Il est trés important de contrdler la
température d’incubation des microplaques. Le thermostat ne doit pas descendre au dessous de 35 °C ni au
dessus de 39 °C. Ouvrir le sachet contenant les barrettes aprés l'avoir laissé 30 minutes a la température
ambiante.

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

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

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

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

Eviter le dessechement des puits pendant le test.

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

Eviter de toucher ou d’éclabousser le bord du puits avec le conjugué. Ne pas souffler sur les microplaques.
Les dosages immunoenzymatiques présentent parfois un « effet de bord » (« edge effect ») ; cet effet peut
étre minimisé en augmentant 1’humidité pendant les phases d’incubation. Les microplaques doivent étre
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couvertes avec le couvre-plaque et incubées a 37 °C ou au bain-marie. Autrement, on peut faire incuber les
plaques dans une analyseur approprié. Ne pas utiliser d’incubateurs a CO,.
10.  Awvant de lire la microplaque, veiller a ce que le fond de la microplaque soit propre et sec et qu’il n’y ait
aucune bulle d’air a la surface du liquide.
11.  Des échantillons fortement hémolysés, du sérum non complétement coagulé, ou des échantillons présentant
une contamination microbienne peuvent entrainer des résultats erronés.
12.  L’utilisation du kit avec des instruments automatiques doit étre validée par I’utilisateur.
13.  Lire attentivement les modes d'emploi des instruments utilisés ; en particulier, il faut préter attention :
- a l'installation et aux avertissements spécifiques
- au principe opérationnel, aux instructions, précautions, risques
- aux spécifications du producteur et aux performances de 1’instrument
- a la maintenance et a l'assistance technique

7. TYPE D’ECHANTILLON ET CONSERVATION
Les sérums frais ou décongelés peuvent étre utilisés. Les échantillons peuvent étre stockés a +2...+8 °C pendant 4
jours.

Pour un stockage plus long, congeler les sérums & — 20 °C. Peut subir jusqu’a un maximum de troi décongelations.
Eviter l'utilisation de I'espace de congélateur & dégivrage automatique pour le stockage des échantillons. Les sérums
décongelés doivent étre bien agités avant l'utilisation. La non-activation a la chaleur peut provoquer des résultats
erronés.

Les échantillons qui présentent une contamination microbienne peuvent fausser les résultats. Ceux qui sont fortement
lipémiques, ictériques ou contaminés ne doivent pas étre utilisés.

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

8. PROCEDURE

- Préparer le nombre nécessaire de barrettes.
- Préparation de la solution tamponnée de lavage :
Diluer le tampon de lavage concentré (par exemple : 25 ml + 225 ml d’eau distillée).

Diluer les échantillons a 1/26, en ajoutant 40 pl de sérum dans 1 ml de diluant. Distribuer 50 pl d’absorbant 50 et 50 pl
de chaque échantillon dilué¢ dans les puits (il est conseillé d’effectuer 1’analyse en double). Utiliser un puits pour
effectuer le blanc, en ajoutant seulement 100 ul de substrat par puits, sans absorbant. Inclure les calibrateurs NON
DILUES (100 ul / puits sans I’absorbant), en double de préférence. Couvrir les puits avec la feuille de protection.
Incuber pendant 45 minutes & 37 °C. Laver pendant 30 secondes (300 pL), répéter la phase de lavage 4 fois. Ajouter
100 pl de conjugué dans chaque puits. Couvrir les puits avec la feuille de protection. Incuber pendant 45 minutes a
37 °C. Laver la plaque encore 4 fois comme cela est mentionné précédemment. Distribuer le substrat (100 pl / puits).
Incuber 15 minutes & température ambiante. Ajouter 100 pl de solution d’arrét. Lire la densité optique a 450 nm ou a
450/620 nm dans les 30 minutes.

9. SCHEMA D’ANALYSE

le ETAPE Mettre 50 pul d’absorbant G, 50 ul de chaque sérum dilué et 100 pul de calibrateurs dans les puits de la
barrette

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

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

4e ETAPE Ajouter la solution d’arrét, 100 pl dans chaque puits

Lire la densité optique a 450 nm dans les 30 minutes.
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10. VALIDATION DU TEST - CONTROLE QUALITE

Apres avoir lu toutes les absorbances (D.O.) a 450 nm, déduire la valeur du blanc-réactif (<= 0.150) de toutes les autres
valeurs.

Le controle positif (CALIBRATEUR 3) doit avoir une D.O. >= 1.0. Le rapport des D.O. du contrdle-négatif et du
contréles-seuil doit étre <= 0,6.

La D.O. du Contrdle-seuil doit étre > 0,2 & 450 nm et >= 0,16 a 450-620 nm.

11. INTERPRETATION DES RESULTATS

Résultats qualitatifs

Si la D.O. de I’échantillon est supérieure a celle du Contréle-seuil (CALIBRATEUR 1) , I'"“échantillon est positif pour
les IgG anti-VCA.

Calculer le rapport (INDICE) entre la valeur moyenne des D.O. de I’échantillon et celle du contréle-seuil. L’échantillon
sera considéré comme étant :

Positif : Rapport > 1,2
Incertain: Rapport = DO du contrble-seuil. + 20 %
Négatif : Rapport < 0.8

Si le résultat est incertain, refaire le test. Si le résultat reste incertain, refaire le test sur un nouveau prélévement de sang.

Résultats semi-quantitatifs
Les résultats peuvent étre exprimés en unités arbitraires (UA), en reportant la D.O. de I’échantillon sur un graphique
élaboré avec les 3 calibrateurs et le contrdle négatif (0 AU/mlI).

- IMMUNE : quand la concentration des IgG anti-VCA dans I’échantillon est >24 AU/ml

- NON IMMUNE : quand la concentration des 1gG anti-VCA est <16 AU/ml

- INCERTAIN : quand la valeur est comprise entre 16 et 24. En cas de résultat incertain, refaire le test. Si le résultat
reste incertain, refaire le test sur un nouveau prélévement de sang.

12. LIMITES DE LA METHODE

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

Le diagnostic ne doit pas se baser uniquement sur les résultats biologiques, mais il faut tenir compte de I’ensemble des
données cliniques.

13. SPECIFICITE ANALYTIQUE

10 échantillons de sérum négatifs via-a-vis du virus de DI’Epstein Barr, contenant des anticorps contre le
Cytomégalovirus, Herpes Simplex ou Varicella Zoster, ont été testés.

La présence de ces anticorps n’altére pas le résultat du test.

14. SENSIBILITE ET SPECIFICITE DIAGNOSTIQUES
262 échantillons ont été analysés avec le test DIESSE et avec un test disponible dans le commerce. Les résultats sont
les suivants :

Test disponible dans le commerce

+ -
DIESSE |+ 232 0
- 6 24

Sensibilité : 97,5 %.
Spécificité : 100 %.

15. PRECISION

Précision dans la série effectuée avec 3 lots différents

Cut-off n=15

Lot 016

Lot 018

Lot 019

O.D.

0.406

0.446

0.552
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CV% 10 6 3
Précision entre séries et entre lots
INDICE
Echantillon Lot 016 Lot 018 Lot 019 Moyen CV%
1 0.3 0.5 0.4 0.4 25
2 1.7 1.6 1.9 1.7 9
3 2.2 2.9 2.6 2,6 14
16. RESOLUTION DES PROBLEMES
PROBLEME CAUSES POSSIBLES ACTION/CONTROLE
Session non valable (tous Absence d’un ou de plusieurs Controler le processus.
négatifs) réactifs, ou ajout des réactifs en Contrdler s’il y a une solution inutilisée.

ordre erroné

Refaire le test.

Plaque non réactive

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

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

Session non valable (tous positifs)

Contamination du substrat

Prélever une nouvelle guantité de substrat.

Lavage insuffisant

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.

Précision insuffisante

Lavage incomplet des puits

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.

Aspiration insuffisante des puits

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement.

Erreur de pipetage

S’assurer que la pipette fonctionne
correctement

Ajout des réactifs trop long

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

Présence de bulles d’air

Eviter la formation de bulles d’air pendant le

pipetage.

Parcours optique pas propre

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

Développement insuffisant de la
couleur

Temps ou température d’incubation
non correct

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

Suivre attentivement les instructions
d’utilisation.

Volume incorrect du substrat ajouté
a la plaque

Controler le fonctionnement de la pipette.
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INSTRUCOES DE UTILIZACAO

ENZYWELL
EPSTEIN BARR VCA I9G

91055 (PORTUGUES)

1. UTILIZACAO PRETENDIDA

METODO IMUNO-ENZIMATICO PARA A DETERMINAGAO SEMIQUANTITATIVA DOS ANTICORPOS
DE CLASSE IGG AO ANTIGENIO CAPSIDO VIRAL (VCA) DO VIRUS EPSTEIN BARR NO SORO
HUMANO, COMO UMA AJUDA NO DIAGNOSTICO DE EPSTEIN BARR.

2. SUMARIO E EXPLICACAO DO TESTE

O Virus Epstein Barr (EBV) é um virus do herpes que provoca mononucleose infecciosa (IM). Esta também associado
a linfoma de Burkitt, carcinoma de nasofaringe e sindromes linfaticos proliferativos em pacientes imuno-deprimidos. O
virus esté espalhado por todo 0 mundo e 80-90% da populagéo € seropositiva.

O diagnostico laboratorial da IM é tradicionalmente efectuado detectando anticorpos heterdéfilos que se desenvolvem no
soro durante o curso da infec¢do e que aglutinam eritrocitos de equinos. No entanto, estes anticorpos podem ndo estar
sempre presentes em pacientes afectados com IM, particularmente se tiverem menos de 14 anos de idade. Além disso,
podem também persistir durante um ano ap6s a infeccdo. A determinacdo de anticorpos heterofilos por si s6 pode, por
isso, conduzir a um diagndstico erréneo. Assim, é importante determinar a presenca de anticorpos direccionados para
0s antigénios virais. A detec¢do de anticorpos direccionados para o Antigénio Capsido Viral e o antigénio nuclear do
virus de Epstein Barr (EBNA) é particularmente util.

Durante o curso da IM, os anticorpos de classe IgM- e 1gG- para VCA aparecem precocemente, enquanto que o 1gG
para EBNA se desenvolve mais tarde durante a infecgdo. A presenc¢a de IgM contra VCA na auséncia de 1gG contra
EBNA indica, portanto, que existe uma infeccdo corrente, enquanto que a presen¢a de IgG contra VCA e EBNA ¢é
indicativa de uma infecgéo anterior.

3. PRINCIPIO DO TESTE

O teste é baseado na técnica ELISA (Ensaio de imuno-absor¢do enzimatica).

O antigénio EBV parcialmente purificado liga-se a fase sdlida. As imunoglobulinas especificas sdo ligadas ao antigénio
a seguir a incubacdo com soro humano diluido.

Ap0s as lavagens para eliminar as proteinas que ndo reagiram, a incubagdo € efectuada com conjugado, composto de
anticorpos 1gG humanos monoclonais conjugados com substrato de peroxidase.

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

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

4. CONTEUDO DO KIT E PREPARACAO DO REAGENTE
- Os reagentes séo suficientes para 96 determinagdes.
- Ponha a temperatura ambiente antes da utilizacao.

MICROPLACA 12x8 pogos revestidos com antigénios do virus Epstein Barr.

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

CONJ |CONJUGADO 1 x 16 mL

Conteudo: anticorpos monoclonais marcados com Peroxidase, numa solucdo tampdo fosfatada contendo fenol 0,05% e
Bronidox 0,02%.

Preparagdo: pronto a usar.

CALIBRADORES 3x 1.6 mL

Conteudo: Soro humano diluido, a uma concentragdo conhecida de anti-EBV 1gG, num tampédo fosfatado 0,01 mol/L
contendo BSA 1% e azida de sodio 0,09% liquida, pronta para ser usada sem qualquer diluicdo adicional. A titulacdo
em unidades arbitrarias, indicada no rotolo , é de 20, 80, 160 UA/ml. O calibrador que contém 20 UA/mI corresponde
ao directo.

Cor: a cor dos calibradores é proporcional ao respectivo titulo dos anticorpos.
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CONTROL 19G | 1gG CONTROLO NEGATIVO (PF93910) 1 x 1.6 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES DQ|
PANEL EBV REF 91055 VCA IgG, 91056 VCA IgM, 91057 EBNA IgG, 91058 EA IgG, 91059 EA IgM|

Contetdo: Soro humano, num tampéo fosfatado 0,01 mol/L com BSA a 1% e azida de sodio a 0,09% liquida, pronta
para ser usada sem qualquer diluicdo adicional.

SUBS TMB| SUBSTRATO (PF93619) 1x12 mL [INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
Contetdo: Tetrametilbenzidina a 0,26 mg/mL e peroxido de hidrogénio a 0,01% estabilizado num tampéo de citrato a
0,05 mol/L (pH 3,8). Pronto a usar.

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

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

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

Preparacdo: dilua o volume necessério na proporcao de 1:10 com 4gua destilada para obter o tampéo de lavagem pronto
a ser usado. Se houver cristais, estes devem ser dissolvidos a 37°C antes da diluig&o.

SORBENT G| DILUENTE EBV (PF91083) 1 x 7 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
A colocar nos pocos para diluir as amostras.
Contelido: Tampao fosfatado salino (PBS) contendo azida de sédio a 0,09% e soro bovino a 10%. Pronto a usar.

H>SOs 0.3 M| SOLUCAO DE PARAGEM (PF93602) 1x16 mL INTERMUTAVEL ENTRE LOTES|
H>S04 0,3 mol/L, solucdo. Pronto a usar.
A ficha de seguranca MSDS esta disponivel para ser fornecida ao pessoal laboratorial que assim o solicitar.

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

MATERIAIS E EQUIPAMENTO NECESSARIOS MAS NAO FORNECIDOS

- Incubador a 37°C

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

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

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

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

- Luvas descartaveis

- Temporizador

- Solugdo de hipoclorito de sodio (5%)

- Recipientes para colheita de materiais potencialmente infecciosos

- Lenco absorvente.

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

Os reagentes tém uma estabilidade limitada ap6s abertura e/ou preparacéo

REAGENTE CONDICOES

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

Calibradores/Controlo 5 semanas a 2/8°C

Conjugado 5 semanas 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, guarde ao abrigo da luz
Diluente de amostras até ao prazo de validade a 2/8°C

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

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

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

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

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

Informacéo de satde e seguranca

1.Ndo utilize a boca na pipetagem. Utilize luvas descartaveis e protec¢do para os olhos quando manusear amostras e
executar o ensaio. Lave as méos meticulosamente quando tiver acabado.

2.0s seguintes reagentes contém baixas concentra¢fes de substancias nocivas ou irritantes.

a)O tampdo para enxaguar contém detergentes

b)O conjugado e os controlos contém fenol

¢)O substracto é acido

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

depdsitos altamente explosivos de azidas metalicas.

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

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

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

6.Salpicos de materiais potencialmente infecciosos devem ser removidos imediatamente com lenco de papel absorvente
e a area contaminada esfregada com hipoclorito de sédio a 1.0%, por exemplo, antes de o trabalho continuar. O
hipoclorito de s6dio ndo deve ser usado com salpicos que contenham acidos, excepto se a area salpicada for primeiro
seca. Os materiais usados para limpar salpicos, incluindo as luvas, devem ser descartados como lixo biolégico
potencialmente perigoso. N&o coloque em autoclave materiais que contenham hipoclorito de sodio.

Precaucdes analiticas

1. Aguarde que todos os reagentes atinjam a temperatura ambiente (18-30°C) antes da utilizacdo. Reponha
imediatamente os reagentes & temperatura recomendada para armazenamento ap6s a utilizacdo. E importante
trabalhar a temperatura correcta. Certifique-se de que o termdstato nédo desce abaixo de 35°C nem sobe acima de 39°C.
Abra o saco contendo as tiras pelo menos apds 30 minutos a temperatura ambiente.

2. Nao utilize os reagentes além do prazo de validade indicado. A contaminacdo microbioldgica de reagentes deve
ser evitada, dado que poderéa reduzir a duracdo do produto e provocar resultados errados.

3. N&@o modifique o procedimento de teste ou substitua reagentes por outros de outros fabricantes ou outros lotes de
reagente a menos que sejam classificados como intermutaveis. Ndo reduza nenhum dos tempos recomendados para
incubagao.

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

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

6. N&o deixe que o0s pogos sequem durante o procedimento de ensaio.

7. Tenha cuidado para que ndo haja contaminagio cruzada entre reagentes. E importante que as pipetas sejam
dedicadas a uso exclusivo com 0s varios reagentes.

8. Tenha cuidado para evitar tocar ou salpicar a borda do pogo com o conjugado. Nao “sopre” as microplacas.

9. Os ensaios de imuno-enzimas podem exibir ocasionalmente um “efeito de margem" que deve ser minimizado
aumentando a humidade durante os passos de incubacdo. As placas devem ser cobertas com as suas tampas e
incubadas a 37°C num banho de 4gua com um rack ou uma béia para suportar as placas, se necessario, ou num
incubador. Em alternativa, as placas podem ser incubadas num analisador aprovado. Para mais informac6es, consulte
o manual de instrucdes apropriado. Os incubadores de CO, ndo devem ser utilizados.

10. Certifique-se de que a parte inferior da placa esta limpa e seca e que ndo existem bolhas na superficie do liquido
antes de ler a placa.
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11. A utilizagdo de amostras altamente hemolizadas, soros coagulados de forma incompleta ou amostras com
contaminagdo microbiana pode dar origem a resultados erroneos.
12. O uso do kit com instrumentos automaticos deve ser validado por o usuario.
13. Para cada instrumento utilizado, leia atentamente o manual de instrucGes do fabricante para obter informag6es
adicionais sobre 0s seguintes pontos:

- instalacdo e requisitos especiais

- principios de funcionamento, instrucoes, precaucdes e riscos

- especificac¢Oes do fabricante e desempenho dos instrumentos

- manutencéo e reparacdo

7. TIPO E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

A amostra é composta por soro recolhido de forma normal a partir de uma veia e manuseado com todas as precaugoes
ditadas pelas boas préaticas laboratoriais. O soro fresco pode ser guardado durante 4 dias a 2/8°C, ou congelado por
periodos mais longos a —20°C, e pode ser descongelado um maximo de trés vezes. Evite a utilizacdo de congeladores
autodescongelaveis para armazenamento de amostras. As amostras descongeladas devem ser cuidadosamente
misturadas antes de efectuar o teste. Evite a inactivacdo por calor da amostra. A qualidade da amostra pode ser
seriamente afectada por contaminacdo microbiana que leve a resultados erréneos.

Amostras fortemente lipémicas, contaminadas ou ictéricas devem ser evitadas.

O teste nao € aplicavel ao plasma humano.

8. PROCEDIMENTO DE TESTE

PREPARA(;AO DOS REAGENTES

- Prepare a quantidade necesséria de tiras.

- Prepare o tampéo de lavagem diluindo-o 10x (100 mL + 900 mL H,0).

Dilua as amostras diluidas na proporcao de 1:26 distribuindo 40 pL de soro em 1mL de diluente. Deixe o primeiro pogo
para o branco que sera realizado distribuindo 100 pL da mistura de substrato e apenas 100 pL de solucdo de paragem.
Distribua 100 pL de calibradores/controlo NAO-DILUIDOS nos pogos designados sem o Sorvente G. O requisito
minimo é 1 controlo negativo, 2 directos e 1 positivo. Distribua 100 pL de Sorvente G e 50 pl de cada amostra diluida
por pogo (recomendam-se testes duplicados).

Cubra os pogos com filme protector e incube durante 45 minutos a 37°C. Depois de lavar quatro vezes (300 pL, com 30
segundos de tempo de enxaguamento), acrescente 100 puL de conjugado aos pogos e incube novamente durante 45
minutos a 37°C, cobrindo os pogos com filme protector. Lave de novo a placa 4 vezes, como descrito acima. Por fim,
distribua 100 pl do substrato em todos os poc¢os (incluindo o primeiro para o branco).

Interrompa a reacgdo apds 15 minutos & temperatura ambiente com 100 uL de solucdo de paragem.

Leia a densidade dptica (D.0O.) a 450 nm ou a 450/620 nm e eventualmente a 405 nm, dentro de 30 min.

9. ESQUEMA DE PROCEDIMENTO DE TESTE

Deixe o primeiro pogo vazio para o branco

Pipete 100 pL de calibradores e controlo Negativo ndo-diluido nos pogos designados
Nos pogos subsequentes, pipete 50 UL de Sorvente G e 50 pl de amostras diluidas
Incube durante 45 minutos a 37°C

Lave quatro vezes (300 pl)

Adicione 100 pL de conjugado a cada poco (

Incube durante 45 minutos a 37°C

Lave quatro vezes (300 uL)

Adicione 100 pL de substrato a cada poco

Incube durante 15 minutos & temperatura ambiente

Adicione 100 pL de solugdo de paragem

Leia a absorvéncia a 450 nm ou a 450/620 dentro de 30 min

<cHwmOmPOZZr

10. VALIDACAA DO TESTE

Subtraia o valor do branco (que deve ser = 0,150) de todas as outras leituras. O controlo positivo (CALIBRADOR 3)
deve ter uma D.O. de >= 1.0. A relagdo entre Controlo Negativo e Directo deve ser <= 0,6. O valor de D.O. do directo
deve ser >= 0,2 a 450 nm e >= 0,16 a 450/620 nm.

11. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Subtraia a D.O. do branco de todas as leituras para obter DOs liquidas.

Se a DO da amostra for maior que a do Directo (CALIBRADOR 1), a amostra é positiva para a presenca de 1gG
especifica.
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Calcule a relagdo (INDICE) entre o valor DO da amostra e a do valor directo (CAL 1).
A amostra é considerada:
Positiva: se o0 COIl for >1,2.

Duvidosa: se o COl estiver entre 0,8-1,2 (Directo + 20%).
Negativa: se o COI for < 0,8.

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

CALCULO SEMIQUANTITATIVO

Uninidades arbitrarias (UA)

Os resultados podem ser expressos em UA indicando a DO da amostra num grafico, concebido com os 3 calibradores
mais o controlo negativo que contém 0 UA/ml:

IMUNE: quando a concentracédo de IgG VCA na amostra é >24 UA/mlI

NAO IMUNE: quando a concentragdo ¢ <16 UA/ml

DUVIDOSA: quando o valor esta dentro do limite compreendido entre 16 e 24. Neste caso e aconselkavel repetir o
teste. Se o resultado permanecer duvidoso, repita o teste ao fim de cerca de 2 semanas.

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

O nivel de VCA IgM deve ser determinado usando o kit VCA IgM. Em alternativa, uma segunda amostra de soro
obtida 8-14 dias mais tarde deve ser tratada em paralelo para determinar um aumento de nivel de anticorpos 1gG.

O resultado de teste deve ser usado juntamente com as informacdes disponiveis na avaliacdo de outros procedimentos
de diagnostico.

13. ESPECIFICIDADE ANALITICA
Foram testadas dez amostras de soro que estavam negativas para anticorpos do virus Epstein Barr, que continham Ab
contra Citomegalovirus, Herpes Simplex ou Varicela Zoster. Em nenhum caso a presenga destes anticorpos mostra
reactividade cruzada no teste EBV VCA IgG.

14, ESPECIFICIDADE E SENSIBILIDADE DO DIAGNOSTICO
Foram testadas 262 amostras em paralelo com o kit Enzywell e com outro kit comercial. Os resultados podem ser
resumidos do seguinte modo:

REFERENCIA

+ -
Enzywell + 232 0
- 6 24

O método Enzywell mostra uma sensibilidade de 97,5% e uma especificidade de 100%.

15. PRECISAQO
Precisdo intra-ensaios efectuada em trés lotes diferentes:

Valor directo Lote 016 Lote 018 Lote 019
n=15

D.O. 0,406 0,446 0,552
CV% 10 6 3

PrecisOes entre testes e entre lotes

INDICE DIRECTO
Amostra Lote 016 Lote 018 Lote 019 Média CV%
1 0,3 0,5 0,4 0,4 25
2 1,7 1,6 1,9 1,7 9
3 2,2 2,9 2,6 2,6 14

16. RESOLUCAO DE PROBLEMAS
O cumprimento do procedimento e das especificaces do ensaio, bem como uma utilizacdo correcta dos reagentes e
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uma pipetagem adequada, podem ajudar a evitar 0s seguintes erros.

PROBLEMA

POSSIVEIS CAUSAS

TESTE OU ACCAO

Passagem invalida
(todos negativos)

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

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

Placa ndo reactiva

Verifique o codigo na embalagem que contém a placa
(ver o codigo correcto no folheto da embalagem).

Verifique a existéncia de humidade na placa ndo
utilizada. (O dessecante de silica gel deve estar
amarelo palido). Repita o teste

Passagem invélida
(todos positivos)

Contaminacéo do substrato

Obtenha nova aliquota de substrato.

Lavagem inadequada

Certifique-se de que o aparelho de lavagem funciona
bem

Pouca precisdo

Lavagem incompleta de pogos

Certifique-se de que o aparelho de lavagem funciona
bem

Aspiracdo inadequada de pogos

Certifique-se de que o aparelho de lavagem funciona
bem

Erro de pipetagem

Verifique a funcdo de pipetagem

A adicdo de reagente é muito lenta

Evite a secagem da placa ap6s o passo de lavagem.
Adicione os reagentes imediatamente

Presenca de bolhas

Evite bolhas de ar durante a pipetagem.

A passagem éptica ndo esta limpa

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

Desenvolvimento

inadequado de cor.

Tempos ou temperatura de incubagéo
inadequados

Verifique o controlo de temperatura e a monitorizacéo
do tempo.

Observe as instrucdes de utilizacdo recomendadas.

Volume inadequado do substrato
adicionado a placa

Verifique a fungdo de pipetagem
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EN | Date of manufacture FR | Date de fabrication
[ﬁl ES | Fecha de fabricacién GR | Huepopnvia Mapaywyng
IT | Data di fabbricazione PT | Data de fabrico
EN | Use By FR | Utiliser jusque
E ES | Fecha de caducidad GR | Huepopnvia Anéng
IT | Utilizzare entro PT | Prazo de validade
Caution,consult accompanying Attention voir notice d'instructions
EN ! FR . A .
ES documents GR ijosléon0|ncn, oupBouAeuTEiTE TO CUVODG
T Atencién,ver instrucciones de uso PT EVTUTTQ )
Attenzione, vedere le istruzioni per 'uso Atencéo, consulte a documentag&o incluida
EN | Manufacturer FR | Fabricant
u ES | Fabricante GR | KataokeuaoTng
IT | Fabbricante PT | Fabricante
EN | Contains sufficient for <n> tests FR | Contenu suffisant pour "n"tests
ES | Contenido suficiente para <n> ensayos GR | MNepiexdUevo ETTAPKES VIa «V» ECETATEIG
IT | Contenuto sufficiente per "n" saggi PT | Conteldo suficiente para “n” ensaios
EN | Temperature limitation FR | Limites de température
ES | Limite de temperatura GR | Mepiopiopoi Beppokpaaciag
IT | Limiti di temperatura PT | Limites de temperatura
EN | Consult Instructions for Use FR | Consulter les instructions d'utilisation
Em ES | Consulte las instrucciones de uso GR | ZupPBouAeureite TIG 0dnyieg xprAong
IT | Consultare le istruzioni per I'uso PT | Consulte as instrugfes de utilizacao
(‘)\ EN | Biological risks FR | Risques biologiques
T, ES | Riesgo biologico GR | BioAoyikoi kivduvol
*-"A-’-' IT | Rischio biologico PT | Risco bioldgico
EN | Catalogue number FR | Référence du catalogue
REF ES | Numero de catalogo GR | ApiBudg kataAdyou
IT | Numero di catalogo PT | Referéncia de catdlogo
EN | In Vitro Diagnostic Medical Device FR | Dispositif médical de diagnostic in vitro
ES | Producto sanitario para diagnostico in vitro | GR | In Vitro AiayvwaoTIko latpoTexvoAoyikd TTpoidv
IT | Dispositivo medico-diagnostico in vitro PT | Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
EN | Batch code FR | Code du lot
LOT ES | Cddigo de lote GR | ApiBuog Maptidag
IT | Codice del lotto PT | Cddigo do lote
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