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ENGLISH C€

1. INTRODUCTION

Helicobacter pylori is a spiral Gram-negative beate (2-6.5 pum in size, flagellated) which colorszthe human gastric mucosa.
The organism is found in the mucous layer and adh&y the surface mucous epithelium of the stonathgenerally does not

penetrate the gastric mucosa directly.

However, there is a secondary inflammatory respamgte mucosa leading to chronic active gastriislicobacter pylori is the

primary causative agent in most cases of peptierulisease. Infection rate in Europe is about 30%;4worldwide about 50%.

There is an inverse relationship between the poeserf Helicobacter pylori infection and socioeconmorstatus. In developing

countries, people acquire the infection at an eaglg such that by young adulthood as many as 908tegbopulation might have
Helicobacter pylori gastritis. In developed westeountries the prevalence of Helicobacter pylostgas is much lower. Under

these conditions, the rate of acquisition is muolwer (roughly 1% per annum) and the older onehis, more likely one is to be

infected with the organism.

Species Disease Mechanism of infection

Helicobacter pylori Gastritis The epidemiology of Helicobacter pylori suggestt thansmission
Duodenal and peptic ulcers is via the oral route especially in areas with psamitation.
gastric cancer

Infection may be identified by

. Histology: Giemsa, Warthin Starry or Genta statnlture of antral biopsy specimens
= Enzymology: Detection of bacterial urease (ureatbréest)

= Serology: Detection of antibodies

A positive antibody test implies active gastritidess the patient has received a specific antiidriptherapy previously. The
advantage of serial ELISA testing is that, withlpnged follow up after therapy, patients can besifeed as cured if their ELISA
levels decrease significantly.

2. INTENDED USE

The NovaTec Helicobacter pylori IgG-ELISA is intexttifor the qualitative anduantitative determination of IgG class antibodies
against Helicobacter pylori in human serum or piagaitrate).

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The quantitative immunoenzymatic determination g@&-class antibodies against Helicobacter pylorbé&sed on the ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with Helicobercpylori antigens to bind corresponding antibedi# the specimen. After
washing the wells to remove all unbound sample rizdtieorseradish peroxidase (HRP) labelled anti-anriyG conjugate is added.
This conjugate binds to the captured Helicobacpercidic antibodies. The immune complex formed bg tiound conjugate is
visualized by adding Tetramethylbenzidine (TMB) stuaite which gives a blue reaction product.

The intensity of this product is proportional t@tamount of Helicobacter specific IgG antibodieshi@ specimen. Sulphuric acid is
added to stop the reaction. This produces a yefindpoint colour. Absorbance at 450 nm is read uam@LISA microwell plate
reader.

4. MATERIALS

4.1 Reagents supplied

. Helicobacter pylori Coated Wells (IgG): 12 breakapart 8-well snap-off strips coated wittidddacter pylori antigen; in
resealable aluminium foil.

= IgG Sample Diluent***: 1 bottle containing 100 ml of buffer for samgtilution; pH 7.2 + 0.2, coloured yellow; readyuse;
white cap.

= Stop Solution 1 bottle containing 15 ml sulphuric acid, 0.2 thokady to use; red cap.

= Washing Solution (20x conc.)*:1 bottle containing 50 ml of a 20-fold concentecabeiffer for washing the wells; pH 7.2 £ 0.2;
white cap.

= Helicobacter pylori anti-lgG conjugate**: 1 bottle containing 20 ml of peroxidase labellatitzodies to human IgG;
coloured blue; ready to use; black cap.

= TMB Substrate Solution: 1 bottle containing 15 ml 3,3',5,5'-tetra-methyhbieline (TMB); ready to use; yellow cap.
= Helicobacter pylori IgG Standards***: 4 vials, each containing 2ml; ready to use:

Standard A: 0 NTU/ml; blue cap
Standard B: 15 NTU/ml; green cap
Standard C: 75 NTU/ml; yellow cap
Standard D: 150 NTU/ml; red cap



* contains 0.1 % Bronidox L after dilution
* contains 0.2 % Bronidox L
kk contains 0.1 % Kathon

4.2. Materials supplied

L] 1 Strip holder

. 1 Cover foil

= 1 Test protocol

L] 1 distribution and identification plan

4.3. Materials and Equipment needed

. ELISA microwell plate reader, equipped for the meament of absorbance at 450/620nm
. Incubator 37°C

L] Manual or automatic equipment for rinsing wells

= Pipettes to deliver volumes between 10 and 1000 pl
. Vortex tube mixer

. Deionised or (freshly) distilled water

= Disposable tubes

. Timer

5. STABILITY AND STORAGE
The reagents are stable up to the expiry datedstet¢he label when stored at 2...8 °C.
6. REAGENT PREPARATION

It is very important to bring all reagents, sampéesl standards to room temperature (20...25°C) beftading the
test run!

6.1. Coated snap-off Strips

The ready to use breakapart snap-off strips areedagth Helicobacter pylori antigen. Store at®C. Immediately after removal of
strips, the remaining strips should be resealeth@aluminium foil along with the desiccant supplénd stored at 2...8 °C; stability
until expiry date.

6.2. Helicobacter pylori anti-lgG Conjugate

The bottle contains 20 ml of a solution with antirtan IgG horseradish peroxidase, buffer, stabdlizereservatives and an inert blue
dye. The solution is ready to use. Store at 2...8fter first opening until expiry date when storé®a.8°C.

6.3. Standards

The vials labelled with Standard A, B, C and D eim& ready to use standard solution. The cond@ntraf the standards in
NovaTec Units (NTU) are:

Standard A: 0  NTU/mI
Standard B: 15 NTU/ml
Standard C: 75 NTU/ml
Standard D: 150 NTU/ml

The solutions have to be stored at 2...8°C andagoBt1% KathonAfter first opening until expiry date when store®a.8°C.

6.4. 1IgG Sample Diluent

The bottle contains 100 ml phosphate buffer, siah#, preservatives and an inert yellow dye. itsed for the dilution of the patient
specimen. This ready to use solution has to bedtatr2... 8°CAfter first opening until expiry date when stoed®...8°C.

6.5. Washing Solution (20xconc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated buffetergents and preservativ&ilute washing solution 1+19; e.g. 10 ml washing
solution + 190 ml fresh and germ free redistilleatev. The diluted buffer will keep for 5 days ibstd at room temperatur€rystals
in the solution disappear by warming up to 37 “@iwater bath. After first opening the concentiiatstable until the expiry date.

6.6. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a tetramethylbenziffigegrogen peroxide system. The reagent is readyséoand has to be stored at
2...8°C, away from the lighThe solution should be colourless or could havdighsblue tinge. If the substrate turns into blite,
may have become contaminated and should be threxag After first opening until expiry date when storé®a.8°C.

6.7. Stop Solution

The bottle contains 15 ml 0.2 M sulphuric acid siolu (R 36/38, S 26). This ready to use solutios teebe stored at 2 ... 8°C.
After first opening stability until expiry date.



7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) samples withatssay. If the assay is performed within 5 ddter @ample collection, the
specimen should be kept at 2...8°C; otherwise #eyld be aliquoted and stored deep-frozen (-20Q8C). If samples are stored
frozen, mix thawed samples well before testitwgpid repeated freezing and thawing.

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

Before assaying, all samples should be diluted @+ifh IgG Sample Diluent. Dispense 10ul sample &mil IgG Sample Diluent
into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroyghix with a Vortex.

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

Please read the test protocol carefbifore performing the assay. Result reliability dependswict adherence to the test protocol
as described. The following test procedure is @alidated for manual procedure. If performing testton ELISA automatic systems
we recommend to increase the washing steps froee ttar five and the volume of washing solution fr8@®ul to 350ul to avoid
washing effects. Prior to commencing the assay,dibgibution and identification plan for all spe@ns and controls should be
carefully established on the result sheet supjfi¢de kit. Select the required number of microtiteips or wells and insert them into
the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. Al) for the substrate blank,
4 wells (e.g.B1,C1l,etc.) for Standard A, Baril D.

It is recommended to determine standards and pageemples in duplicate.

Perform all assay steps in the order given andowithny appreciable delays between the steps.
A clean, disposable tip should be used for dispensach control and sample.

Adjust the incubator to 37° £ 1°C.

1. Dispense 100ul of each Standard (A, B, C and D) dihded samples into the respective wells. Leawd W1 for
substrate blank.

2. Cover wells with the foil supplied in the kit.
Incubate for 1 hour =5 min at 37+1°C.

4. When incubation has been completed, remove thedsgirate the content off the wells and wash eeshthree times
with 300ul of washing solution. Avoid overflows frothe reaction wells. The soak time between eadhwscle should
be >5sec. At the end carefully remove remainingi fhy tapping strips on tissue paper prior to tagtrstep!

Note: Washing is critical! Insufficient washing véts in poor precision and falsely elevated absod®values.
Dispense 100! Helicobacter pylori anti-lgG Conjiegato all wells except for the blank well (e.gL)ACover with foil.
Incubate for 30 min at room temperature(20 to 25°C).Do not expose to direct sunlight.

Repeat step 4.

Dispense 100ul TMB Substrate Solution into all well

Incubate for exactly 15 min at room temperature (2@o 25°C) in the dark.

10. Dispense 100pul Stop Solution into all wells in Haene order and at the same rate as for the TMBt@tdSolution.
Any blue colour developed during the incubatioms into yellow.

Note: Highly positive patient samples can causek gaecipitates of the chromogen! These precip#atave an
influence when reading the optical density. Pretlu of the sample with physiological sodium chderi
solution, for example 1+1, is recommended. Thamalithe sample1+100 with dilution buffer and mujtifhe
results in NTU by 2.

11. Measure the absorbance of the specimen at 450/6@@hin 30 min after addition of the Stop Solution.

© © NGO

8.2. Measurement
Adjust the ELISA Microwell Plate Reader to zerongsthe substrate blank in well Al.

If - due to technical reasons - the ELISA readenntt be adjusted to zero using the substrate blankell Al, subtract the
absorbance value of well A1 from all other absordxamalues measured in order to obtain reliable Hssu

Measure the absorbance of all wells at 450 nm ecord the absorbance values for each control atiehpaample in the distribution
and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as referermeelength is recommended.
Where applicable calculate the mean absorbancewaliall duplicates.



9. RESULTS

9.1. Assay validation criteria
In order for an assay to be considered valid, dHeviing criteria must be met:

. Substrate blank in AL: Absorbance €.100.
. Standard A in B1: Absorbance 0.200
Standard B in C1: Absorbance 0.200
Standard C in D1: Absorbance 0.500
. Standard D in E1: Absorbance> 1.100

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
If these criteria are not met, the test is notdvalid must be repeated.

9.2. Calculation of Results

In order to obtainquantitative results in NTU/ml blot the (mean) absorbance values of the 4 StasdardB, C and D on
(linear/linear) graph paper in a system of coorgis@gainst their corresponding concentrations§075 and 150 NTU/ml) and draw
a standard calibration curve (absorbance valugkewertical y-axis, concentrations on the horiabrtaxis).

Read results from this standard curve employindiean) absorbance values of each patient spe@nteoontrol.
All suitable computer programs available can beldseautomated result reading and calculation.

9.3. Typical Calibration Curve
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9.4. Interpretation of Results

Normal value ranges for this ELISA should be essaleld by each laboratory based on its own patieptifations in the geographical
areas serviced.

The following values should be considered as agjinie!:

Reactive > 20 NTU/ml
Grey zone (equivocal): 15- 20 NTU/mI
Non reactive: < 15 NTU/ml

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Interassay n Mean Cv (%) Cv (%) mean
Pos Serum 13 1.3 7.2 5.1

13 3.7 3.0
Intraassay n Mean Cv (%) Cv (%) mean
Pos Serum 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0

10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the pralitstof the assay of scoring negative in the aleseof the specific analyte.
It is 92.0% (95% confidence interval 0.84 — 0.99).

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the prditgnf the assay of scoring positive in the pmese of the specific analyte.
It is 94.4 % (95% confidence interval 0.87 — 1).



10.4. Analytical Sensitivity

The analytical sensitivity is defined as the appaeencentration of the analyte that can be disistged from the zero calibrator.
Itis 3 NTU/ml.

10.5. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or ictericr@eare not observed up to a concentration of 10mihgemoglobin, 5 mg/ml
triglycerides and 0.2 mg/ml bilirubin.

Note: The results refer to the groups of samples invattiy these are not guaranteed specifications

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Bacterial contamination or repeated freeze-thavlesyof the specimen may affect the absorbance saldiagnosis of an infectious
disease should not be established on the basisinfke test result. A precise diagnosis shoulé fako consideration clinical history,
symptomatology as well as serological data.

In immunocompromized patients and newborns sercdbgiata only have restricted value.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

= In compliance with article 1 paragraph 2b Europdmactive 98/79/EC the use of the in vitro diagioshedical devices is
intended by the manufacturer to secure suitabifigrformances and safety of the product. Theretfoeetest procedure, the
information, the precautions and warnings in therirctions for use have to be strictly followed eTinse of the testkits with
analyzers and similar equipment has to be validatagt change in design, composition and test proceds well as for any
use in combination with other products not approwedhe manufacturer is not authorized; the usershlf is responsible for
such changes. The manufacturer is not liable fisefeesults and incidents for these reasons. Theifaeturer is not liable for
any results by visual analysis of the patient saspl

. Only for in-vitro diagnostic use.

L] All components of human origin used for the prodcof these reagents have been tested for antigttibodies, anti-HCV

antibodies and HBsAg and have been found to ber@active Nevertheless, all materials should still be rdgdrand handled

as potentially infectious.

Do not interchange reagents or strips of diffegotuction lots.

No reagents of other manufacturers should be used avith reagents of this test kit.

Do not use reagents after expiry date stated olabie.

Use only clean pipette tips, dispensers, and lak.wa

Do not interchange screw caps of reagent vialsoaacross-contamination.

Close reagent vials tightly immediately after us@void evaporation and microbial contamination.

After first opening and subsequent storage cheofugate and control vials for microbial contamipatprior to further use.

To avoid cross-contamination and falsely elevagstilts pipette patient samples and dispense cdejugtnout splashing

accuratelyto the bottom of wells.

L] The NovaLisa™ ELISA is only designed for qualifigersonnel who are familiar with good laboratorygpice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L trasdly any toxicological risk upon contact withrskend mucous
membranes!

WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skiregg out of the reach of children. Upon contact Witheyes, rinse
thoroughly with water and consult a doctor!

12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are gepeisidered as hazardous waste. The disposaisokitid of waste is regulated
through national and regional laws and regulati@mntact your local authorities or waste managernentpanies which will give
advice on how to dispose hazardous waste.

13. ORDERING INFORMATION
Prod. No.: HELG0220 Helicobacter pylori IgG-ELI86 Determinations)




DEUTSCH C€

1. EINLEITUNG

Helicobacter pylori ist ein gramnegatives, mikragdiiles Stabchenbakterium, das die menschliche Mafdeimhaut besiedelt. Es
besitzt eine spiralige, leicht gekrimmte Form urad An seinem Ende Geil3eln, mit denen es sich d$ctuntdewegen kann.
Biochemisch ist die hohe Aktivitat des Enzyms Ueshemerkenswert. Neben der wichtigsten Speziesdbelcter pylori kommen
beim Menschen noch H. cinaedi und H. fenelliae Vbr.cinaedi und fenelliae sind jedoch nicht im Mageondern in distalen
Darmabschnitten als Enteritiserreger zu finden. Beien wurden noch weitere Arten beschrieben.

H. pylori gilt als eine Ursache fur die Antrumgatstr(Typ B-Gastritis) und als Wegbereiter fiir disus duodeni und ventriculi. Bei
chronischer Besiedlung droht eventuell ein Magezikam.

In den Industriestaaten ist die Infektion mit Higoyweit verbreitet. Pro Altersjahrgang nimmt dReivalenz um ca. 1 % zu, so dass
etwa die Halfte der 50-jahrigen dies Bakterien &r dagenschleimhaut hat, ohne dass dies immerhgigiceiner manifesten
Erkrankung fiihrt. In Landern mit schlechtem Hygitaedard ist die Pravalenz noch héher. Die Ubartrggier Erreger erfolgt
scheinbar auf oralem Weg nur von Mensch zu Mensch.

Spezies Erkrankung Symptome Infektionsmodus
Helicobacter pylori Gastritis evtl. asymptomatisch
Ulcus duodeni und ventriculi | diffuse Abdominalbeschwerden, meist im Oberbauch oral, von Mensch zu
Magenkarzinom Magendrucken, -schmerzen, Unvertraglichkeit vonissre | Mensch
Mundgeruch

Infektionen kdnnen nachgewiesen werden mittels:

. Histologie von Magenschleimhautbiopsien
= Enzymologie: Nachweis bakterieller Urease ( Ureaslenelltest, Atemtest)
L] Serologie: Nachweis spezifischer Antikdrper mitEeldSA

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Helicobacter pylori IgG-ELISA ist flen quantitativen Nachweis spezifischer IgG-Antil@rgegen Helicobacter
pylori in humanem Serum oder Plasma (Citrat) bestim

3. TESTPRINZIP

Die quantitative immunenzymatische Bestimmung voergischen IgG-Antikdrpern gegen Helicobacter pyteeruht auf der ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-Techmkkrotiterstreifen als solide Phase sind beschichti inaktivierten Helicobacter
pylori Antigenen. Vorhandene spezifische Antikorperder Probe binden an die immobilisierten Antigetter Mikrotiterplatte.
Meerrettich-Peroxidase (HRP) -konjugierte anti-horgG Antikdrper binden an Antigen-Antikdrperkorage in positiven Proben.
Die entstandenen Immunkomplexe werden durch Blaufég nach Inkubation mit Tetramethylbenzidin (TMB)bstratldsung
nachgewiesen. Stoppen der enzymatischen ReaktibSahivefelsaure fihrt zu einem Farbumschlag voo blagelb, der einfach
nachgewiesen und mit einem ELISA-Reader bei 45@@messen werden kann.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

= Helicobacter pylori beschichtete Mikrotiterstreifen (IgG): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit inaletiten
Helicobacter pylori Antigenen; in wieder verschii@®em Aluminiumbeutel.

. IgG-Probenverdiinnungspuffer***: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdiunnypig; 7.2 + 0.2; gelb geféarbt;
gebrauchsfertig; weil3e Verschlusskappe,

. Stopplésung:1 Flasche mit 15 ml Schwefelsaure, 0.2 mol/l, gabhsfertig; rote Verschlusskappe.

= Waschlésung (20x konz.)*1 Flasche mit 50 ml eines 20-fach konzentrierteffielPsizum Waschen der Kavitaten; pH 7.2+0.2;
weil3e Verschlusskappe.

. Helicobacter pylori anti-lgG-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugierten Antilgin gegen humanes 1gG;
blau gefarbt; gebrauchsfertig. schwarze Verschiygsé;

. TMB-Substratldsung: 1 Flasche mit 15 ml 3,3",5,5 -Tetramethylbenzi@iMB); gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.
= Helicobacter pylori 1gG Standards***: 4 Flaschchen, je 2 ml, gebrauchsfertig,:

Standard A: 0 NTU/ml; blaue Verschlusskappe
Standard B: 15 NTU/ml; griine Verschlusskappe
Standard C: 75 NTU/ml; gelbe Verschlusskappe
Standard D: 150 NTU/ml; rote Verschlusskappe

* enthalt 0.1 % Bronidox L nach Verdiinnung

* enthalt 0.2 % Bronidox L
*** enthdlt 0.1 % Kathon



4.2. Mitgeliefertes Zubehor

. 1 selbstklebende Abdeckfolie

. 1 Rahmenhalter

. 1 Arbeitsanleitung

. 1 Ergebnisblatt

4.3. Erforderliche Materialien und Gerate
. Photometer mit Filtern 450/620 nm

. Feuchtkammer/Brutschrank mit Thermostat

= Manuelle oder automatische Waschvorrichtung
L] Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1Qdp
. Vortex-Mischer

= Plastikrohrchen fur den einmaligen Gebrauch

. Rohrchen-Stander

L] Aqua dest.

. Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei 2...8°C lagern. Die Reagenzien nictthnden angegebenen Verfallsdaten verwenden. DifaNgetaten sind jeweils auf
den Flaschenetiketten und auf dem AuRRenetiketegetzen.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind voeibferwendung auf Raumtemperatur(20...25°C) zu brnihge

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktivierterli¢tdacter pylori Antigenen beschichtet. Die gelofasfertigen Vertiefungen sind
bei 2...8°C aufzubewahrenNichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutegdaammen mit dem Trockenmittel sofort wieder
verschlielen und bei 2...8°C lagern. Haltbarkest bhim angegebenen Verfallsdatum.

6.2. Helicobacter pylori anti-lgG Konjugat

Das Flaschchen enthalt 20 ml einer Losung vonfantian IgG-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabitisat, Konservierungsmittel
und einen inerten blauen Farbstoff. Die gebrauctigéeLosung ist bei 2...8°C aufzubewahrdlach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.3. Standards

Die Flaschchen mit Nullstandard A und Standards B,und D enthalten 2.0 ml gebrauchsfertige Standawdlg. Die
Konzentrationen der Standards in NovaTec Units (NJibd:

Standard A: 0 NTU/mI

Standard B: 15 NTU/mI

Standard C: 75 NTU/mI

Standard D:150 NTU/mI

Die gebrauchsfertigen Lésungen sind bei 2...8°Quhdwahren und enthalten 0.1 % KathNach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.4. IgG-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthalt 100 ml Phosphatpuffer, Statidien, Konservierungsmittel und einen inerten @eld-arbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung ist bei 2...8°C aufzubeamhbie Losung wird fur die Verdiinnung der ProbielgesetztNach dem ersten
Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdaten2h.8°C).

6.5. Waschlésung (20x konz.)

Die Flasche enthéalt 50 ml konzentrierten PufferteBgenzien und Konservierungsmittel. Der Inhaltdnéiuf einen Liter mit Aqua
dest. verdinnt (1+19). Der verdunnte Puffer istReimtemperatur 5 Tage haltbar. Die Waschl6sund) zim Waschen der Streifen
eingesetztSollte eine Kristallisation im Konzentrat auftretedie Waschlosung auf 37°C erwarmen und vor dend(veren gut
mischen. Nach dem ersten Offnen, Konzentrat hatiisezum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.6. TMB-Substratlésung

Das Flaschchen enthélt 15 ml eines Tetramethylderi¥Vasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchigéettdsung ist bei 2...8°C
vor Licht geschitzt aufzubewahre@ie LOsung ist leicht hellblau. Sollte die TMB-Swattosung dunkelblau sein, ist sie
kontaminiert und kann nicht im Test verwendet werdéach dem ersten Offnen haltbar bis zum Verfallsd bei sachgerechter
Lagerung von 2...8°C.

6.7. Stoppldsung

Das Flaschchen enthalt 15 ml 0,2 M Schwefelsaugé/#8, S26). Die gebrauchsfertige Loésung ist beB2C.aufzubewahremach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenenli¢defum (bei 2...8°C).



7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Citeatyendet werden. Werden die Bestimmungen innlerhah 5 Tagen nach
Blutentnahme durchgefuhrt, kénnen die Proben heé8°Z aufbewahrt werden, sonst tiefgefrieren (-72D°C). Wiederaufgetaute
Proben vor dem Verdiinnen gut schitt¥lfiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden

Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdiinnung

Proben vor Testbeginn im Verhaltnis 1+100 mit Ig@Henverdinnungspuffer verdinnen, z.B. 10ul Probé & ml IgG-
Probenverdinnungspuffer in die entsprechenden Réhrpipettieren, um eine Verdiinnung von 1+100 halen; gut mischen
(Vortex).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformatiowor Durchfuihrung des Tests sorgfaltig lesen. Fur dieezlassigkeit der Ergebnisse ist es notwendig, die
Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgendstderchfiihrung ist fir die manuelle Methode valiliBeim Arbeiten mit ELISA
Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte auszusBbl, die Zahl der Waschschritte von drei auf find das Volumen der
Waschldsung von 300 pl auf 350 pl zu erhdhen. \&stdeginn auf dem mitgelieferten Ergebnisblatt\téeteilung bzw. Position
der Patientenproben und Standards auf den Mikrstiigéfen genau festlegen. Die bendtigte Anzahl von Mikrositeeifen
(Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei_mindestens

1 Vertiefung (z.B. Al) fur den Substratleerw@tank),
4 Vertiefungen (z.B. B1, C1, etc) fur die Standa#d B, C und D.

Prinzipien der Qualitatssicherung in der Laboratarismedizin erfordern zur héheren Sicherheit fiin&ads und Patientenproben
mindestens Doppelbestimmungen. Es wird empfohlgtiygobzw. negative Kontrollproben bei jeder Tasttfiihrung mitzufiihren.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohred§erung durchfiihren.
Fur jeden Pipettierschritt der Standards und Prebebere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf 37 + 1°C einstellen.

1. Je 100 pl Standard A, B, C und D und vorverdinnsédéh in die entsprechenden Vertiefungen pipettievertiefung Al
ist fir den Substratleerwert vorgesehen.

2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie leeten.
3. 1 h+5min bei 37°C inkubieren.

4.  Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernemd udie Inkubationsfllissigkeit aus den Teststreiédssaugen.
AnschlieRend dreimal mit 300ul Waschlésung wasctiirerflieRen von Flissigkeit aus den Vertiefungenmeiden.
Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte astehs 5 sec betragen. Nach dem Waschen die €#etstmit den
Offnungen nach unten kurz auf Fliesspapier ausklopim die restliche Fliissigkeit zu entfernen.

Beachte:Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendesdNen zu schlechter Prazision und falsch erhohten
Messergebnissen flhrt!

5. 100ul Helicobacter pylori anti-lgG Konjugat ineNertiefungen, mit Ausnahme der fiir die Berechndeg Leerwertes
vorgesehenen, pipettieren. Mit Folie abdecken.

30 min bei Raumtemperatur (20...25°C) inkubierenNicht dem direkten Sonnenlicht aussetzen
Waschvorgang gemaf3 Punkt 4 wiederholen.

100p! TMB-Substratldsung in alle Vertiefungen pijsgen.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20...2%C) inkubieren.

10. In alle Vertiefungen 100ul Stopplésung in der dieic Reihenfolge und mit den gleichen ZeitintervaNeie bei der
TMB-Substratldsung Zugabe pipettier&dahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe sghié gelb um.

Hinweis: Hochpositive Patientenproben koénnen schwarzlichgézipitate des Chromogens verursachen! Diese
Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird fehipn, die Patientenprobe mit physiologischer
Kochsalzlésung 1 + 1 zu verdinnen und anschlie@émderdinnte Probe mit IgG-Probenverdiinnungspuffer
1 + 100 fur den Test vorzubereiten. Das ErgebnidTiJ wird in diesem Fall mit zwei multipliziert.

11. Die Extinktion der Losung in jeder Vertiefung b&04620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe derispng messen

© 0N

8.2. Messung
Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blarik)A1 denNullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Reademhehmen.

Falls diese Eichung aus technischen Griinden nictiiglich ist, muss nach der Messung der Extinktiensder Position Al von
allen anderen Extinktionswerten abgezogen werdeneiawandfreie Ergebnisse zu erzielen!

Extinktion aller Kavitéaten be#50 nmmessen und die Messwerte der vier Standards wigtfin das Ergebnisblatt eintragen.
EinebichromatischeMessung mit der Referenzwellenldnge 620nird empfohlen.
Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgéfitarden, demMittelwert der Extinktionswerte berechnen.
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9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

9.1. Testguiltigkeitskriterien
Der Test wurde richtig durchgefiihrt, wenn er folde Kriterien erfullt:

. Substrat-Leerwert in Al: Extinktion< 0.100
. Standard A in B1: Extinktion< 0.200
Standard B in C1: Extinktion> 0.200
Standard C in D1: Extinktion> 0.500
. Standard D in EL: Extinktion> 1.100

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
Sind diese Kriterien nicht erfillt, ist der Tesflangltig und muss wiederholt werden.

9.2. Messwertberechnung

Um quantitative Ergebnisse in NTU/ml zu erhalten, die Extinktionswerte der vier StaddaA, B, C, und D gegen ihre
entsprechende Konzentration (0, 15, 75, 150 NTU/auiftragen und eine Standardkurve erstellen (Etitinkwerte auf der
vertikalen y-Achse; Konzentrationen auf der horiaten x-Achse).

Anhand dieser Standardkurve Ergebnisse die geteittéxtinktionswerte der jeweiligen Patientenprobblesen.

Im Handel erhéltliche Auswertungsprogramme ermadgiic eine automatische Erstellung der Standardkunek Kalkulation der
Ergebnisse

9.2.1 Typische Standardkurve

Helicobacter pylori IgG
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9.3. Interpretation der Ergebnisse

Normwert-Bereiche fir diesen ELISA sollten, basiereuf dem entsprechenden Patientenkollektiv ineigyen Einzugsgebiet,
individuell von jedem Labor erstellt werden.
Folgende Angaben gelten als Richtlinien:

Reaktiv: >20 NTU/mI
Grauzone: 15-20 NTU/mI
Nicht-reaktiv: <15 NTU/mI

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Interassay n Mittelwert VK (% VK (%) Mittelwert
Pos. Serum 13 1,3 7,2 51
13 37 30
Intraassay n Mittelwert VK (% VK (%) Mittelwert
Pos. Serum 19 0.56 6,1 6,5
19 1.50 7,0

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als dihrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergebai Fehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie betragt 92,0 % (95% Kdefizintervall 0,84 — 0,99).

10



10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitéat ist definiert al® divahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Brgelbei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt 94,495% Konfidenzintervall 0,87 — 1).

10.4. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat des Tests ist deftrads die kleinste Konzentration, die vom Nullstartlunterschieden werden kann.
Sie betragt 3 NTU/ml.

10.5. Interferenzen

Hamolytische,. lipdmische und ikterische Proberaleen bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml fumdglobin, von 5 mg/ml
Triglyceride und von 0,2 mg/ml fur Bilirubin keireterferenzen im vorliegenden ELISA.

Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die sot#ten Probenkollektive; es handelt sich nichgamantierte Spezifikationen

11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiedlées Einfrieren und Auftauen kénnen zu eineravielerung der Messwerte
fuhren.

Die Diagnose einer Infektionskrankheit darf niclieia auf der Basis des Ergebnisses einer Bestingngestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zuséatzlich zu den serologischgebBissen in Betracht
gezogen werden.

Bei Immunsupprimierten und Neugeborenen besitzerEdjebnisse der serologischen Tests nur eineetmgn Wert.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

= Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EGtldgr Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitr@@nostika fest, um
deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherzigstel Daher sind die Testdurchfiihrung, die Inforomti die
SicherheitsmaRnahmen und Warnhinweise in der Gebsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung Testkits auf
Diagnostika-Geraten ist die Testmethode zu vaktierJede Anderung am Aussehen, der Zusammensetmohgder
Testdurchfiihrung sowie jede Verwendung in Komberatinit anderen Produkten, die der Hersteller né&thbrisiert hat, ist
nicht zulassig; der Anwender ist fiir solche Andgem selbst verantwortlich. Der Hersteller haftetffilsche Ergebnisse und
Vorkommnisse aus solchen Griinden nicht. Auch fiscfee Ergebnisse aufgrund von visueller Auswertuing keine Haftung
Ubernommen.

. Nur fir in-vitro-Diagnostik.

. Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Urspusiod auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBSAG nichteaktiv

getestet. Dennoch sind alle Materialien als pogdinitifektios anzusehen und entsprechend zu behande

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlidBleargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miReagenzien dieses Testkits verwenden.

Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Laberiatén verwenden.

Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nichtainander vertauschen.

Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlieRen/entunstung und mikrobielle Kontamination zu veithea.

Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standardikisen vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Kontzatibn priifen.

Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschédten Resultaten Patientenproben und Konjugatfétiggin die

Kavitaten pipettieren.

. Der NovaLisa™ ELISA ist nur fur die Anwendung duréachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitsteehrginwandfrei

beherrscht.
WARNUNG: Bronidox L zeigt in der verwendeten Konzentmatimhezu keine toxikologischen Risiken an Haut bzw.
Schleimhaut.
WARNUNG: Schwefelsaure reizt Augen und Haut! Nach BeriUgpmit den Augen grundlich mit Wasser spulen un@érin
Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regeld8oabfélle. Deren Beseitigung unterliegt den matien abfallrechtlichen
Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behifdemiert Giber die Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: HELG0220 Helicobacter pylori I§GFSA (96 Bestimmungen)
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FRANCAIS C €

1. INTRODUCTION

Les bactéries Helicobacter pylori sont des bacté@eam-négatives en spirale (2-6.5 pm de longusvec des flagelles) qui
colonisent la muqueuse gastrique humaine. L'orgamise trouve dans la couche muqueuse et adhéreigddae de I'épithélium de la
mugueuse gastrique, mais généralement il ne laneépas directement.

Cependant, il y a une réponse inflammatoire sedondans la muqueuse, qui mene a la gastrite adueractive. Helicobacter pylori
est I'agent principal de la plupart des cas d'ekdrestomac. Le taux d'infection en Europe estuifen 30%-40%, et d’environ 50%
dans le monde entier. Il y a un rapport inverseeelat présence de l'infection d’Helicobacter pylerrile statut socio-économique.
Dans les pays en voie de développement, les gepseaent l'infection & un jeune age, de sorte gsqy’'a 90% des jeunes adultes
pourrait avoir une gastrite a Helicobacter pyl@ans les pays occidentaux développés, la prévaldeda gastrite a Helicobacter
pylori est de loin inférieure. Dans ces conditidagaux d'acquisition est beaucoup plus lent (agrés 1% par an) et plus on est ageé,
plus on est susceptible a I'infection.

Espece Maladie Mécanisme de l'infection

Helicobacter pylori Gastrite, L'épidémiologie d’Helicobacter pylori suggere gqagransmission se
ulcéres duodénaux et ulcéres produit par la voie orale, particulierement dans idgjions avec faible
d’estomac, niveau d’hygiéne.
cancer gastrique

L'infection peut étre identifiée par

= Histologie : colorant de Giemsa, Warthin Starry@enta ; culture d’échantillons de biopsie gastrique

L] Enzymologie : Détection d'uréase bactérienne («éspiratoire a l'urée »)

= Sérologie : Détection des anticorps

Un test positif d'anticorps indique une gastritevaca moins que le patient ait regu avant uneahiérd’éradication d’Helicobacter
pylori. L'avantage des tests ELISA répétés estdmseexamens de contrdle apres la thérapie permdéaatasser des patients comme
guéris si leurs résultats en ELISA diminuent de igr@rsignificative.

2. INDICATIONS D’UTILISATION

La trousse Helicobacter pylori IgG ELISA de NovaTest prévue pour la déterminatiguantitative des anticorps IgG anti-
Helicobacter pylori dans le sérum humain ou plagriteate).

3. PRINCIPE DU DOSAGE

La détermination immunoenzymatique quantitative descorps IgG anti-Helicobacter pylori est basée la technique ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Les puits des barrettes de microtitration sont tres/@’antigénes d’Helicobacter pylori, pour lies lanticorps correspondants de
I'échantillon. Aprés le lavage des puits pour étiariI'échantillon non lié, le conjugué anti-lgG haimes marquées a la peroxydase
du raifort (HRP) est ajouté. Ce conjugué se lie anticorps capturés spécifiques de I'Helicobactdorp Le complexe immun
constitué par le conjugué lié est visualisé entajuule substrat de Tétraméthylbenzidine (TMB) domnne un produit de réaction
bleu. L'intensité de ce produit est proportionnalla quantité d'anticorps IgG spécifiques d’Hddacter pylori dans I'échantillon de
patient. De l'acide sulfurique est ajouté pourtarrfa réaction. Ceci produit une coloration jaudabsorbance a 450 nm est lue en
utilisant un lecteur de microplaques ELISA.

4. MATERIEL

4.1. Réactifs fournis

. Puits revétus d’Helicobacter pylori (IgG) : 12 barrettes de 8 puits sécables revétues d’aetigiételicobacter pylori ; en
sachets d'aluminium refermables.

L] Diluant pour échantillon IgG *** : 1 flacon contenant 100 ml de tampon poudiktion de I'‘échantillon ; pH 7.2 £ 0.2 ; prét
a I'emploi ; couleur jaune ; bouchon blanc.

L] Solution d'arrét : 1 flacon contenant 15 ml d'acide sulfurique, @@/l ; prét a 'emploi ; bouchon rouge.

. Solution de lavage (concentrée x 20) *I flacon contenant 50 ml d'un tampon concentréZ0(pH 7.2 + 0.2) pour laver les
puits ; bouchon blanc.

. Conjugué IgG anti-Helicobacter pylori** : 1 flacon contenant 20 ml d'anticorps de lapin &@-humaines conjuguées a de
la peroxydase du raifort ; prét a I'emploi ; coulbleue, bouchon noir.
. Solution de substrat TMB : 1 flacon contenant 15 ml de 3,3',5,5'-tetramethytiine (TMB) ; prét a I'emploi ; bouchon

jaune.
= Etalons Helicobacter pylori IgG ***: 4 flacons, contenant chacun 2 ml; prét a 'emploi:
Etalon A: 0 NTU/ml; bouchon bleu
Etalon B: 15 NTU/ml; bouchon vert
Etalon C: 75 NTU/ml; bouchon jaune
Etalon D: 150 NTU/mlbouchon rouge
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* contient 0.1 % de Bronidox L apres dilution
ki contient 0.2 % de Bronidox L
rkk contient 0.1 % de Kathon

4.2. Matériaux fournis

1 support de bande

1 couvercle autocollant

1 notice d’emploi

1 plan de distribution et d'identification

.
w

. Matériel et équipement requis

lecteur de microplaques ELISA, pour mesurer 'disoce a 450/620nm
Incubateur 37°C

Laveur manuel ou automatique pour le lavage dds pui

Pipettes pour utilisation entre le 10 et 1000 pl

Mélangeur Vortex

Eau désionisée ou (fraichement) distillée

Tubes jetables

Chronometre

5. STABILITE ET CONSERVATION

Les réactifs sont stables jusqu'a la date d'écledadimuée sur I'étiquette une fois stockés a +B°C+

6. PREPARATION DE REACTIF

Il est trés important que tous les réactifs, échiants et contrdles soient a température ambian@0(..+ 25°C) avant de
commencer le dosage !

6.1. Barrettes revétues sécables

Les barrettes sécables sont revétues d’antigerdiabHacter pylori et sont prétes a I'emploi. Comeea +2... +8°C. frés avoir
prélevé les barrettes nécessaires, refermer imnemient les autres dans le sachet d'aluminium awetéshydratant fourni et les
conserver a +2... +8°C; stables jusqu'a la date desmption.

6.2. Conjugué IgG anti-Helicobacter pylori

Le flacon contient 20 ml d'une solution d’'anti-IgGimaines avec de la peroxydase du raifort, un tamges stabilisants, des
conservateurs et un colorant bleue inerte. La isolwgst préte a I'emploi. Conserver a +2... +8Aprés la premiére utilisation, la
solution reste stable jusqu'a la date de pérempsoelle est conservée a +2... +8°C.

6.3. Etalons

Les flacons des étalons contiennent une solutalorépréte a I'emploi. La concentration des étakEm&ovaTec Units (NTU) est :
Etalon A: 0 NTU/mI

Etalon B: 15 NTU/mI

Etalon C: 75 NTU/mI

Etalon D: 150 NTU/mI

Les solutions doivent étre conservées a +2... +8°€ometiennent 0.1% de KathoApres la premiére utilisation, la solution reste
stable

6.4. Diluant pour échantillon IgG

Le flacon contient 100 ml d’un tampon phosphaté, stebilisants, des conservateurs et un colorangjaerte. Il est utilisé pour la
dilution de I'échantillon du patient. Cette solutipréte a I'emploi doit étre conservée a +2... +88@rés la premiére utilisation, la
solution reste stable jusqu'a la date de pérempsoerlle est conservée a +2... +8°C.

6.5. Solution de lavage (20x conc.)

Le flacon contient 50 ml d'un tampon concentré, digiergents, des stabilisants et des conservai@ilusr la solution de lavage au
1/20°™; par exemple 10 ml de la solution de lavage +m®d’eau bidistillée récente et non contamirléetampon dilué est stable
pendant cing jours si conservé a +2...+8°@.e tampon concentré reste stable jusqu’a la dat@é®emption s'il est conservé a
+2...+8°C. Les cristaux dans la solution disparaigsem chauffant & 37°C dans un bain marie.

6.6. Solution de substrat de TMB

Le flacon contient 15 ml d'un mélange de peroxytigdiogéne et de tétraméthylbenzidine. Le réactifpeét a I'emploi et doit étre
conservé a +2... +8°C, a I'abri de la lumiére. solution devrait étre incolore ou avoir une légéeinte bleue. Si le substrat devient
bleu, il a pu étre contaminé et devrait étre rersplaApres la premiere utilisation, la solution restalde jusqu'a la date de
péremption, si elle est conservée a +2... +8°C.
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6.7. Solution d'arrét

Le flacon contient 15 ml d’'une solution d'acidefatbue 0.2 M (R 36/38, S 26). Cette solution eét@a I'emploi et doit étre
conservée a +2... +8°@pres la premiere utilisation, la solution restalsle jusqu'a la date de péremption, si elle esseorée a
2...8°C.

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser des échantillons de sérum humain ou plaériteate) pour cette analyse. Si le dosage ediséédans les 5 jours apres le
prélevement, les échantillons doivent étre conseavé2... +8°C ; autrement ils doivent étre aliquaiésonservés surgelés (-20 a -
70°C). Si les échantillons sont conservés congédliesy mélanger les échantillons décongelés avadbgage Eviter les cycles
répétés de congélation et décongélation.

L’ inactivation par la chaleur des échantillonsst’pas recommandée.

7.1. Dilution de I'’échantillon

Avant le dosage, tous les échantillons doiventditegés au 1/10%"avec le diluant pour échantillon IgG. \
Diluer 10 pl d’échantillon avec 1 ml du diluant paachantillon IgG dans des tubes pour obtenir ulgiah au 1/101™ et mélanger
soigneusement sur un Vortex.

8. PROCEDURE DE DOSAGE

8.1. Préparation du dosage

Lire attentivement la notice d’emplavant deréaliser le dosage. La fiabilité des résultats dépgu suivi strict du protocole. La
technique de dosage suivante a été validée uniquegner une procédure manuelle. Si le dosage theiteffectué sur un automate,
nous conseillons d’augmenter le nombre d’'étapeld®ge de trois a cinq et le volume de la solutienlavage de 300 a 3%0.
Avant de commencer le dosage, déterminer, surudldefournie dans la trousse, le plan de distifutet d’identification des
échantillons et des étalons. Sélectionner le nomiétearrettes ou de puits nécessaires et les gacer support.

Réserver au moins :
1 puits  (par exemple Al) pour le blanc substrat,
4 puits  (par exemple B1, C1, etc.) pour les éwlo

Il est conseillé de déterminer les étalons et rmaétillons du patient en doublets.

Réaliser toutes les étapes du dosage dans I'aodreéeet sans délai entre les étapes.

Un embout de pipette propre et jetable doit étitesétpour distribuer chaque contréle et échantillo
Régler l'incubateur a 37° + 1°C.

1. Pipeter 100 pl d’étalon (A, B, C et D) et d’échlotis dilués dans leurs puits respectifs. Gardguiés Al pour le blanc
substrat.

2. Couvrir les puits avec le couvercle.

3. Incuber pendant 1 heure + 5 minutes a 37+1°C.

4. A lafin de l'incubation, enlever le couvercle, iasple contenu des puits et laver chaque puits fimis avec 300 pl de
solution de lavage. Eviter les débordements dets plg réaction. Le temps de trempage entre chagple de lavage
devrait étre > 5 sec. A la fin, enlever soigneusente liquide restant en tapotant les barrettesdsupapier absorbant
avant la prochaine étape !

Note : L‘étape de lavage est trés importante ! Bivahje insuffisant peut conduire a une précisiobléaét a des valeurs
d'absorbance faussement élevées.

5. Pipeter 100 pl du conjugué IgG anti-Helicobactdopydans tous les puits sauf le puits blanc (pa&ngple Al). Fermer
avec le couvercle.

6. Incuber pendant 30 minutes a température ambianteNe pas exposer a la lumiére directe du soleil.

7. Répéter I'étape numéro 4.

8. Pipeter 100 pl de la solution de substrat TMB dauos les puits.

9. Incuber pendant exactement 15 minutes a températurambiante dans I'obscurité.

10. Pipeter 100 pl de la solution d'arrét dans toupléts dans le méme ordre et a la méme vitesspguela solution de
substrat TMB.
La couleur bleue développée pendant l'incubatiomrte au jaune.
Note : Des échantillons de patients fortement tfsspeuvent causer des précipités foncés du chyémm! Ces

précipités peuvent influencer les valeurs mesudéedensité optique. Il est recommandé de diluehbétillon
avec du sérum physiologique, par exemple au 1/8uindiluer I'échantillon au 1/167°avec le tampon et
multiplier les résultats en NTU (NovaTec units) par

11. Mesurer I'absorbance de I'échantillon a 450/620dams les 30 minutes apres I'addition de la solutiamét.

8.2. Mesure

Faire lezérodu lecteur ELISAa I'aide du blanc substrat dans le puits Al

Si - pour raisons techniques - le lecteur d'ELISApeut pas étre ajusté a zéro en utilisant le blanbstrat dans le puits A1,
soustraire la valeur d'absorbance du puits Al dedse les autres valeurs d’absorbance mesuréesiafienir des résultats fiables !
Mesurer I'absorbance de tous les puit& 450 nmet enregistrer les valeurs d'absorbance pour cheopiedle et échantillon de
patient dans le plan de distribution et d'iderificn.

Une lecture en double longueur d'onde employantrB2@omme longueur d'onde de référence est caeseill

Calculerles valeurs moyennes d'absorbangeour tous les doublets, si nécessaire.
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9. RESULTATS

9.1. Critéres de validation
Afin de valider le dosage, les critéres suivanisefd étre respectés :

. Blanc Substrat dans Al : Valeur d’absorbane.100.
. Etalon A dans B1: Valeur d’absorbanc.200.
Etalon B dans C1: Valeur d’absorbare®.200
Etalon C dans D1 : Valeur d’absorbane®.500
Etalon D dans E1: Valeur d'absorbarred..100

Etalon A < Etalon B < Etalon C < Etalon D
Lorsque ces critéres ne sont pas remplis, le test pas valide et doit étre recommencé.

9.2. Calcul des résultats

Afin d'obtenir degésultats quantitatifs en NTU/ml, tracer une courbe d’étalonnage en inscrivantdésurs (moyennes)
d'absorbance des 4 étalons A, B, C et D, en ordmipér rapport aux concentrations correspondéitd$,75 et 150 NTU/ml ), en
abscisses, sur du papier millimétré en coordoniiéésires.

Lire les résultats dans cette courbe d'étalonnaggiksant les valeurs (moyennes) d'absorbanahdque échantillon et de chaque
contrdle. Tous les programmes informatiques appgFsreuvent étre utilisés pour la lecture et lewdautomatiques des résultats.

9.3. Courbe d'étalonnage typique
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9.4. Interprétation des résultats

Des intervalles des valeurs normales devraientgéatgis, pour ce dosage ELISA, par chaque labioea¢m prenant en compte la
population de patients et les variations géograpgsq

Les valeurs suivantes devraient étre considéréameadirectives :

Réactif > 20 NTU/ml
Zone grise (équivoque) : 15 - 20 NTU/ml
Non réactif : <15 NTU/ml

10. PERFORMANCES DU DOSAGE

10.1. Précision

Inter-essai n moyenne CV (%) moyenne CV (%)
Sérum pos. 13 1.3 7.2 5.1

13 3.7 3.0
Intra-essai n moyenne CV (%) moyenne CV (%)
Sérum pos. 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0

10.2. Spécificité diagnostique

La spécificité diagnostique est définie comme labpbilité d’obtenir un résultat négatif en I'absedtun analyte spécifique. Elle est
de 92.0 % (95% intervalle de confiance0.84 — 0.99).

10.3. Sensibilité diagnostique

La sensibilité diagnostique est définie comme [bpbilité d’obtenir un résultat positif en présedag analyte spécifique. Elle est
de 94.4 % (95% intervalle de confiance 0.87 — 1).
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10.4. Sensibilité analytique

La sensibilité analytique est définie comme la emi@tion apparente de I'analyte pouvant étrendisée de I'étalon zéro.
Elle est de 3 NTU/ml.

10.5. Interférence

Aucune interférence n'a été observée sur des sérameslytiques, lipémiques ou ictériques pour degentrations allant jusqu’ a 10
mg/ml d’hémoglobine, 5 mg/ml de triglycérides & thg/ml de bilirubine.

| Ces résultats s’appuient sur les groupes d'échargiBtudiés ; il n’agit pas de caractéristiquebnegues garanties.

11. LIMITES DE LA TECHNIQUE

Une contamination bactérienne ou des cycles de étation-décongélation répétés de I'échantillon pewvaffecter les valeurs
d'absorbance. Le diagnostic d'une maladie infestiene devrait pas étre établi sur la base du aéstiline seule analyse. Un
diagnostic précis devrait prendre en considéradtistorique clinique, la symptomatologie ainsi deg données sérologiques.

Les données sérologiques sont de valeur limitée aras des patients immunodéprimeés et des naxwessu

12. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

= En accord avec l'article 1 paragraphe 2b de lactire européenne 98/79/EC, l'utilisation des digfifssmédicaux de
diagnostic in vitro est destinée par le fabricagagantir le bien-fondé, les performances et lasi&du produit. Par
conséquent, la procédure de dosage, I'informaksnprécautions et mises en garde de la noticepi@nadoivent étre suivies
de facon stricte. L'utilisation de ces troussescales automates ou dispositifs similaires doit @dtielée. Aucun changement
de la conception, composition et procédure de dpsagsi que I'utilisation avec d’autres produitarapprouvés par le
fabricant, ne sont autorisés ; seul I'utilisatestrresponsable de tels changements. Le fabricast pas responsable des faux
résultats et des incidents dus a ces motifs. Lecafit n’est pas responsable des résultats foparianalyse visuelle des
échantillons des patients.

L] Uniquement pour diagnostic in vitro.

L] Tous les composants d'origine humaine utilisés faofabrication de ces réactifs ont été analysémeété trouvés non réactifs
en Ag HBs, en anticorps anti-VHI 1 et 2 et en amps anti-VHC Néanmoins, tous les produits doivent étre conéglét
traités comme étant potentiellement infectieux.

= Ne pas échanger les réactifs ou les barrettes paovele différents lots de production.

. Ne pas utiliser de réactifs provenant d'autresdabts avec les réactifs de cette trousse.

L] Ne pas utiliser les réactifs aprés la date de pg@tiemindiquée sur I'étiquette.

= Utiliser seulement des embouts de pipette, deshiisturs et du matériel de laboratoire propres.

. Ne pas échanger les bouchons des flacons, poer &vitontamination croisée.

L] Fermer soigneusement les flacons aprés utilisatbom éviter I'évaporation et la contamination micenne.

L] Avant une nouvelle utilisation, vérifier les flacode conjugué et de controle, déja utilisés, preiuee une contamination
microbienne.

. Pour éviter la contamination croisée et des résuitaissement éleveés, introduire les échantill@egalients et le conjugué
exactemenau fond des puits sans éclabousser.

. Le Novalisa ELISA est uniqguement destiné a I'uaisn par un personnel compétent, maitrisant garfant les techniques

de travail.
AVERTISSEMENT : A la concentration utilisée, Brdok L ne pose pratiquement aucun risque toxicologien cas de
contact avec la peau et les muqueuses !
AVERTISSEMENT : L'acide sulfurique est irritantyodes yeux et la peau. Garder hors de porté destsnEn cas de
contact avec les yeux, rincer soigneusement avéealeet consulter un médecin !

12.1. Mesures d’élimination

Les résidus de réactifs et des préparations soisiderés comme de déchets potentiellement dangdrélixination de ces déchets
est soumise a des réglementations nationales &esodContacter les autorités locales ou les scEpécialisées pour obtenir des
conseils sur I'élimination des déchets dangereux.

13. INFORMATION POUR LES COMMANDES
Référence du Produit : HELG0220 HelicobactdomygG-ELISA (96 déterminations)
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ITALIANO C E

1. INTRODUZIONE

L'Helicobacter pylori € un batterio spiraliformeagn negativo, che si introduce nella mucosa deimato degli essere umani. E
mobile per la presenza di flagelli di superficiedbzzati sull'estremita polare. La trasmission® puvenire in diversi modi: oro-
orale, gastro-orale ed oro-fecale. L'Helicobact@op & associato alla gastrite cronica ed all'enic peptica. Pud essere riscontrato
anche in soggetti asintomatici. Il batterio & adala superficie della mucosa gastrica ed immeranuco: attraverso i flagelli e la
produzione di ureasi puo indurre una lesione infietoria cronica a livello della mucosa gastro-duwadie L'infezione cronica da H.
pylori € stata anche chiamata in causa nella pagsyelel carcinoma e del linfoma gastrico. L'H.g@ylviene trovato nel 10% dei
soggetti di et compresa tra i 20-30 amim circa il 50%delle persone di eta compresa tra i 60-70.anni

Specie Malattia Sintomi Modo d’infezione

Helicobacter pylori | Gastrite, Dolori addominali, Trasmissione: orale; contatto diretto cqn
Ulcera peptica, fetor oris una persona infetta
Carcinoma

Diagnosi

= Histologia,
. Test enzimatico (Ureasi)
. Sierologia: ELISA

2. USO PREVISTO

Il NovaTec Helicobacter pylori IgG ELISA € un kiepla determinazione quantitativa degli anticopgdfici della classe 1gG per
Helicobacter pylori nel siero o plasma (citrato)amo.

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione quantitativa degli anticorpi Ig& Helicobacter pylori si basa sul principio ELISApozzetti delle micropiastre

contengono una fase solida con antigeni speciitiHelicobacter pylori. Anticorpi specifici nel camne si legano agli antigeni

immobilizzati nei pozzetti. Gli anticorpi del cogjato (perossidasi di rafano-anticorpi anti-lgG uinanlegano ai complessi antigene
(fase solida)-anticorpo (paziente) nei campioniitpds Questi complessi vengono evidenziati da wwlorazione blu dopo

l'incubazione con la soluzione TMB. L'intensitagliesta colorazione € direttamente proporzionadecplbntita di anticorpi specifici

per il Helicobacter pylori di classe IgG presergi nampione. Fermando la reazione enzimatica cao aolforico si causa un

cambiamento di colore dal blu al giallo che pucesssnisurato facilmente con un fotometro per 'EAI&450 nm.

4. MATERIALI

4.1. Reagenti forniti

= Micropiastre con antigeni del Helicobacter pylori (gG): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesi igahi del
Helicobacter pylori; dentro una busta d’alluminichiudibile.

= Tampone diluente IgG***: 1 flacone contenentEd0 ml di tampone per diluire i campioni; pH 7.2 2; color giallo; pronto
all'uso; tappo bianco.

L] Soluzione stop:1 flacone contenente 15 ml di acido solforico,®&/l, pronto all'uso; tappo rosso.

= Tampone di lavaggio (20x conc.)*1 flacone contenente 50 ml di un tampone concenf@tvolte per il lavaggio dei pozzetti;
pH 7.2 £ 0.2; tappo bianco.

. Coniugato Helicobacter pylori anti IgG**: 1 flacone contenente 20 ml di anticorpi di conigdiati-lgG umani, coniugati a
perossidasi; color azzurro; pronto all'uso; tappoon

L] Soluzione TMB: 1 flacone contenents ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); prordll'uso; tappo giallo.
L] Helicobacter pylori IgG Standards***: 5 flaconi, contenenti 2 ml, pronti all’'uso:

Standard A: 0 NTU/ml; tappo blu

Standard B: 15 NTU/ml; tappo verde

Standard C: 75 NTU/ml; tappo giallo

Standard D: 150 NTU/ml; tappo rosso
* contiene 0.1 % Bronidox L dopo diluizione

* contiene 0.2 % Bronidox L
**%  contiene 0.1 % Kathon

4.2. Accessori forniti

1 pellicola adesiva

1 supporto per micropiastre
1 istruzione per l'uso

1 foglio di controllo
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4.3. Materiali e attrezzature necessari

Fotometro per micropiastre con filtri da 450/620 nm
Incubatore a 37°C

Lavatore di micropiastre

Micropipette con punte monouso (10, 100, 200, 1000
Vortex-Mixer

Provette monouso

Supporto per provette

Acqua deionizzata o distillata.

Timer

5. MODALITA DI CONSERVAZIONE

| reagenti devono essere conservati tra 2-8°C. IName i reagenti dopo la scadenza. La data di szadestampata sull’etichetta di
ogni componente e sull'etichetta esterna dellaeziahe.

6. PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente-2%8°C) prima dell’'uso!

6.1. Micropiastre

| pozzetti sono separabili. Contengono adesi anitigettivati del Helicobacter pylori. | pozzetfyronti alluso, devono essere
conservati tra 2-8°CRiporre i pozzetti non utilizzati nel sacchettm dogel essiccante di silice. Il prodotto € stabiino alla data di
scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.2. Coniugato Helicobacter pylori IgG

Il flacone contiene 20 ml di anticorpi anti-lgG unh@oniugati a perossidasi di rafano, stabilizzasdinservanti e un colorante inerte
azzurro.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino allatd di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.3. Standards

| flaconi contengono 2.0 ml di soluzione Standanehfa all’'uso con le seguenti concentrazioni in &lbec Units (NTU):
Standard A: 0 NTU/mI

Standard B: 15 NTU/ml

Standard C: 75 NTU/ml

Standard D:150 NTU/mI

Contengono 0,1% Kathohlna volta aperto, il prodotto é stabile fino allatd di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.4. Tampone diluente IgG
Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfatopsizzanti, conservanti e un colorante giallo ieerta soluzione viene usata per
diluire i campioni. Una volta aperto, il prodotto € stabile fino aliata di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.5. Tampone di lavaggio (20x conc.)

Il flacone contiene 50 ml di un tampone concentrdgtergenti e conservanti. Il contenuto vieneittilgon acqua deionizzata o
distillata (1 + 19). Il tampone diluito é stabilad 5 giorni se conservato a temperatura ambi&#esono presenti cristalli, scioglierli
a 37°C prima di diluire. Una volta aperto, il proto é stabile fino alla data di scadenza se coretertra 2-8°C.

6.6. Soluzione TMB

Il flacone contiene 15 ml di 3,3,5,5 -Tetrametiiz&lina (TMB) e perossido di idrogeno pronto albu€onservare al buioLa
soluzione é incolore o celeste chiaro. Nel cascuindiventasse blu significa che é contaminatare moo essere pitl usata. Una volta
aperto, il prodotto é stabile fino alla data di slemza se conservato tra 2-8°C.

6.7. Soluzione Stop

Il flacone contienédl5 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S26jpnto all’'uso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla
data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

7. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Usare campioni di siero o plasma (citrato) umaroil st viene fatto entro 5 giorni dal prelievoeimpioni possono essere
conservati tra 2-8°C. Altrimenti devono esserewdiati e congelati tra -70-20°C. Agitare bene i campioni scongelati prima di
diluirli. Evitare cicli ripetuti di congelamento/scongelarten

L’inattivazione dei campioni per mezzo del caloom® raccomandata.

7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1 + 100 con tame diluente IgG. Per esempio, pipettare nellegttev10 pl di campione + 1 ml di
tampone e mescolare bene (Vortex).
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8. PROCEDIMENTO

8.1. Preparazione del test

Leggere bene le istruzioni prima di iniziare il eggio. Per ottenere risultati validi é indispenkabeguire esattamente le istruzioni.
La seguente procedura € stata validata per I'essmiznanuale. Per una esecuzione su strumentaaigoneatica si consiglia di
incrementare il numero di lavaggi de 3 a5 volté eolume della soluzione di lavaggio da 300 a |[#50er evitare interferenze.
Stabilire innanzitutto il piano di distribuzione &t&ntificazione dei campioni e controlli sul fagldi lavoro fornito con il kit. Inserire

i pozzetti necessari nel supporto micropiastre

Utilizzare almeno:

1 pozzetto (es. Al) per il bianco-substrator(k)a
4 pozzetti (z.B. B1, C1, etc) per gli Standard8AC und D.

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.

Eseguire il test nell'ordine stabilito dalle istioi, senza pause.
Utilizzare puntali nuovi e puliti per ogni campioaeontrollo.
Regolare l'incubatore a 3% 1°C

1. Pipettare 100 pl di controllo e di campione diluits relativi pozzetti. Usare il pozzetto Al pebidnco-substrato.
2. Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.

3. Incubare 1 ora+5min a37%1°C.
4

Al termine dell'incubazione, togliere la pellicotal aspirare il liquido dai pozzetti. Successivamdatare i pozzetti tre
volte con 300 pl di tampone di lavaggio. Evitare d¢a soluzione trabocchi dai pozzetti. L'intervalta il lavaggio e
I'aspirazione deve essere almeno di 5 sec. Dofavéggio picchiettare delicatamente i pozzetti Eapertura verso il
basso su una carta assorbente per togliere comgleta il liquido.

Attenzione: Il lavaggio é una fase critica. Un lavaggio noncarato determina una cattiva precisione del testua
innalzamento falsato delle densita ottiche.

5. Pipettare 100l di Coniugato Helicobacter pylorti#4mG in tutti i pozzetti, escludendo quello cdnbianco-substrato
(blank). Coprire i pozzetti con la pellicola adesiv

Incubare 30 min a temperatura ambiente (20°...25°CNon esporre a fonti di luce diretta.
Ripetere il lavaggio secondo punto 4.

Pipettare 100! di Soluzione TMB in tutti i pozzett

Incubare precisamente per 15 min a temperatura amieinte (20°...25°C) al buio.

10. Pipettare 100! di Soluzione Stop in tutti i potizatello stesso ordine della soluzione TMBurante I'incubazione il
colore cambia dal blu al giallo.

Attenzione: Campioni con un risultato positivo molto alto poso causare precipitati scuri del cromogeno! Quest
precipitati influenzano la lettura delle densitatiohe. E consigliato diluire i campioni con soluzé
fisiologica NaCl, esempio 1+1. Poi diluire normalnte 1 + 100 con tampone diluente IgGrisultato NTU
viene moltiplicato per due.

11. Misurare I'assorbanza di tutti i pozzetti a 450/6@0 entro 30 min dopo 'aggiunta della soluziorapst

© o N

8.2. Misurazione

Regolare il fotometro per le micropiastre (ELISA&Rer)a zerousando il substrato-bianco (blank)Al. Se, per motivi tecnici, non
€ possibile regolare il fotometro sottrarre I'asbanza del bianco-substratta tutti i valori delle altre assorbanze.

Misurare I'assorbanzadi tutti i pozzetti 2450 nme inserire tutti i valori misurati nel foglio divaro.

E raccomandato fare una misurazione delle densitiche a doppia lunghezza d’onda utilizzando i 626 come lunghezza di
riferimento.

Dove sono state misurate in doppio, calcolammedia delle assorbanze.

9. RISULTATI

9.1. Validazione del test
Il test é valido se risponde ai prossimi criteri:

. Substrato bianco in Al: Assorbanza €.100
. Standard A in B1: Assorbanza 8.200
Standard B in C1: Assorbanza 0.200
Standard C in D1: Assorbanza 0.500
. Standard D in E1: Assorbanze 1.100

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
Se non vengono soddisfatti questi criteri, il temt € valido e deve essere ripetuto.
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9.2. Calcolo dei risultati

Per ottenererisultati quantitativiin NTU/ml , realizzare un diagramma cartesiano ponendo telzmsze degli Standards A, B, C, e
D sull'asse della Y e ponendo le concentrazionlf),75, 150 NTU/ml) sull'asse della X su cui tiace la curva standard.

Traendo i risultati da questa curva standard vamseriti i valori medi delle assorbanze dei campibrogni singolo paziente.

Tutti i programmi per computer commercializzati gatilizzabili per calcolare ed interpretare i ftati.

9.2.1 Tipica curva standard

Helicobacter pylori IgG
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9.3. Interpretazione dei risultati

Gli intervalli in cui i valori sono normali per gs® ELISA devono essere stabiliti da ogni singalleoratorio basandosi sulla loro
popalzione relativa all'area geografica di compegen
| seguenti risultati possono considerarsi indigativ

Reattivo: >20 NTU/mI
Dubbio: 15-20 NTU/mI
Non-reattivo: <15 NTU/mI

10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

Interdosaggio n Media (NTU/ml)  Cv (%) Media Cv (%)
Siero pos. 13 1.3 7.2 5.1

13 3.7 3.0
Intradosaqqio n Media CV (%) Media Cv (%)
Siero pos. 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0

10.2. Specificita diagnostica

La specificita diagnostica é la probabilita det tifornire un risultato negativo in assenza diampi specifici. La specificita
diagnostica é pari a 92.0 % (95% intervallo di cderfiza 0.84 — 0.99).

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilita diagnostica é la probabilita det thdornire un risultato positivo in presenza dtiaorpi specifici. La sensibilita
diagnostica é pari a 94.4 % (95% intervallo di aderiza 0.87 — 1).

10.4. Sensitivita analitica

La sensitivita analitica del test é definita daiacentrazione piu piccola che puo essere digdaita standard A. Essa equivale a
3 NTU/ml.

10.5. Possibili interferenze

Campioni emolitici, lipidici ed itterici contenerftno a 10 mg/mL di emoglobina, 5 mg/mL di triglicdi e 0,2 mg/mL di bilirubina
non hanno presentato fenomeni di interferenza reslemte test.

Nota: | risultati si riferiscono al gruppo di caropi realizzati, questi non sono specifiche garantit
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11. LIMITAZIONI

Una contaminazione da microorganismi o ripetuti diccongelamento-scongelamento possono altereaori delle assorbanze. La
diagnosi di una malattia infettiva non deve essata soltanto sulla risultanza di un unico tesimortante considerare anche
'anamnesi ed i sintomi del paziente. | risultagl test da pazienti immunosoppressi e neonati hannalore limitato.

12. PRECAUZIONI E AVVERTENZE

In ottemperanza all'articolo 1, paragrafo 2 deligettiva Europea 98/79/EC, I'uso dei diagnosticidicein vitro € inteso da
parte del produttore ad assicurare la congruemzayrdstazioni e la sicurezza del prodotto. Di cgueeza la procedura
analitica, le informazioni, le precauzioni e le axtenze contenute nelle istruzioni per l'uso devessere seguite
scrupolosamente. L'uso dei kit con analizzatori teeazature similari deve essere previamente catatal Qualunque
cambiamento nello scopo, nel progetto, nella compee o struttura e nella procedura analiticaj cosne qualunque uso dei
kit in associazione ad altri prodotti non approwii produttore non € autorizzato; I'utilizzatotesso e responsabile di questi
eventuali cambiamenti. Il produttore non € respbifesgper falsi risultati e incidenti che possansezs causati da queste
ragioni. Il produttore non & responsabile per gualie risultato ottenuto attraverso esame visivadeipioni dei pazienti.

Solo per uso diagnostico in-vitro.

Tutti i componenti di origine umana sono stati &tiwon reattivicon Anti-HIV-Ab, Anti-HCV-Ab e HBsAg Nonostante cio e
tutti i materiali devono comunque essere considpaoiénzialmente contagiosi e infettivi.

Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti dive

Non utilizzare reagenti di altri produttori insieroen i reagenti di questo kit.

Non usare dopo la data di scadenza.

Utilizzare soltanto attrezzatura pulita.

Non scambiare i tappi dei flaconi.

Richiudere i flaconi immediatamente dopo I'uso @eétare la vaporizzazione e contaminazione.

Una volta aperti e dopo relativo stoccaggio vegifeci reagenti per una loro eventuale contaminazpima dell’'uso.

Per evitare contaminazioni crociate e risultatoeeamente alti pipettare i campioni e reagenti pwita precisionenei
pozzetti.

Il NovaLisa™ ELISA é previsto soltanto per essenpiegato da parte di personale specializzato chesoe perfettamente le
tecniche di lavoro.

ATTENZIONE: Bronidox L, nella concentrazione usata, mostiasgassenza di tossicita sulla pelle e sulle neicos
ATTENZIONE: L’acido solforico irrita occhi e pelle! Dopo ibatatto sciacquare immediatamente e abbondantemente
Contattare uedico.

12.1. Smaltimento

In genere tutte le sostanze chimiche vengono ceretiel rifiuti tossici. Lo smaltimento viene regolata leggi nazionali. Per ulteriori
informazioni contattare I'autorita locale.

13. INFORMAZIONI PER GLI ORDINI

Numero del prodotto: HELG0220 Helicobacter pylgG-ELISA (96 determinazioni)
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ESPANOL C€

1. INTRODUCCION

El Helicobacter pylori es un baston gram negatimiwroaerofilo que coloniza la mucosa géastrica. @aeifiesta con forma curvada o
espiral con flagelos en un extremo que le confieneam gran movilidad. Bioguimicamente notable ealta actividad de la enzima
ureasis. Aparte de la especie méas importante Hbeliter pylori, se conocen en el hombre ademésndedi y H. fenelliae que no
habitan en el estomago pero si en partes distaléstestino causando enteritis. En animales ed#&nritas varias especies mas.

El H. pylori se considera como la causa de la gasttel antrum (tipo B) y como precusor del ulaisodeni y ventrivuli. Una
colonizacién crénica puede derivarr en un carcingésirico.

La infeccion es muy comun en los paises industadbs. Con cada afio de edad la prevalencia aupentgprox. 1 % asi que la
mitad de las personas de 50 afios lo tienen en t@saugastrica sin que obligatoriamente lleve aenfarmedad. En paises con
menor estandar higiénico la prevalencia es méaslataransmision del patdgeno es probablementipaoral, existiendo solamente
entre humanos.

Especies Enfermedad Sintomas Via de transmisién

Helicobacter Gastritis, ulcus duodenj A veces asintomatico, problemas difusos del | Oral, de hombre a hombre
pylori y ventriculi, carcinoma | abdomen, sobre todo epigastrico, dolores
gastrica estomacales, intolerancia de alimentos, halito

Infecciones pueden ser detectadas por:

. Histologia de bidpsias de la mucosa géastrica
L] Enzimalogia: Deteccion de ureasis bacterial (pruepaa de ureasis, prueba del aliento)
L] Serologia: Deteccion de anticuerpos especificosvaés de ELISA

2. USO PREVISTO

El enzimoinmunoensayo de Nova Tec es para la detecion cuantitativa de anticuerpos IgG especifamyra Helicobacter pylori
en suero o plasma (citrato) humano.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La determinacion inmunoenzimatica cuantitativa décaerpos especificos contra Helicobacter pyleribsisa en la tecnica del
ELISA (Enzym linked Immunosorbent Assay). Las tides micropocillos que se usan como fase soélidan estéubiertas con
antigenos especificos de Helicobacter pylori. Liticaerpos existentes en la muestra unen a logeswuts inmoblizados de la placa
de microtitulacion. El conjugado de anticuerpos @ humano con peroxidasa de rabano, se uneosonoimplejos antigeno-
anticuerpo en muestras positivas. Estos complejosinologicos desarrollan una coloracion azul despleéincubarlos con sustrato
de tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente se afade@dasulflrico para detener la reacién, causandoannbio de coloracion de azul
a amarillo. La densidad éptica se mide con un tetgcELISA a 450nm.

4. MATERIALES

4.1. Reactivos suministrados

. Microtiras (IgG) recubiertas de antigeno de Helicolcter pylori: 12 tiras de 8 pocillos rompibles, recubiertos antigenos
de Helicobacter pylori, en bolsa de alumino.

L] Diluyente para IgG de la muestra***: 1 botella de 100ml de solucién de tampon parardéumuestra; pH 7.2 + 0.2; color
amarillo; listo para ser utilizado; tapa blanca.

L] Solucién de parada:1 botella de 15ml de acido sulfarico, 0.2molAtdi para ser utilizado; tapa roja.

L] Solucién de lavado (20x conc.)*1 botella de 50ml de una solucion de tampo6n 2@keatrado para lavar los pocillos; pH 7.2
+ 0.2; tapa blanca.

. Conjugado IgG anti-humano (Helicobacter pylori)**: 1 botella de 20ml de conjugado de anticuerposadgtthumano con
peroxidasa; color azul; tapa negra.

L] Solucién de sustrato de TMB:1 botella de 15ml 3,3',5,5'-tetrametilbenzindiff&B); listo para ser utilizado; tapa amarilla.
. Soluciénes IgG de estandar (Helicobacter pylori)*** 5 botellas de 2 ml, listas para ser utilizadas:

Estandar A: 0 NTU/ml; tapa azul
Estandar B: 15 NTU/ml; tapa verde
Estandar C: 75 NTU/ml; tapa amarilla
Estandar D: 150 NTU/ml; tapa roja

* contiene 0.1% de Bronidox L despuésitleérd

*x contiene 0.2% Bronidox L
***  contiene 0.1% Caton

22



4.2. Accesorios suministrados

1 lamina autoadhesiva
1 soporte

1 hoja de instrucciones
1 hoja de resultados

.
w

. Materiales y instrumentos necesarios

Fotémetro con filtros de 450/620 nm

Incubadora/camara humeda con termostato

Dispositivo de lavado manual o automatico

Micropipetas con jeringuillas desechables (10, 200, 1000 pl)
Mezcladora Vortex

Tubos de plastico desechables

Gradilla para los tubos

Agua destilada

Cronémetro

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAJE

El test tiene que estar almacenado de 2...8°C.9do los reactivos después de la fecha de caduridazhda en la etiqueta de las
botellas y en el exterior.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Todos los reactivos, las muestras y los contral@seh que estar a la temperatura ambiente (20.C25thtes de ser
utilizados!

6.1. Tiras reactivas

Las tiras separables recubiertas con antigeno dieoblacter pylori. Los pocillos listos para serlinéidos tienen que estar
almacenados de 2...8°Mantener los pocillos no utilizados en la bolsaadi@minio junto con el desecante y conservar d8°Z..El
producto se conserva hasta la fecha de caduciddidada.

6.2. Conjugado de IgG anti-humano (Helicobacter pyiri)

La botella contiene 20ml de una solucion de IgGlamtano conjugada con peroxidasa de rabano, tanegtabilizadores,
conservante y un colorante azul inerte. La soluekia lista para ser utilizada y tiene que estaaeénada de 2...8°C. Después de la
primera abertura, el producto se conserva has¢glea de caducidad si esta almacenado de 2...8°C.

6.3. Estandar

Las botellas de estandar cero A y estandar B, @ gontienen 2.0 ml solucién de estandar lista psem utilizada. Las
concentraciones en unidades Novatec (NTU) son:

Estandar A: 0 NTU/mI

Estandar B: 15 NTU/mI

Estandar C: 75 NTU/mI

Estandar D:150 NTU/ml

Las soluciones tienen que estar almacendas déQy.8ontienen 0.1% de Catdbespués de la primera apertura, el producto se
conserva hasta la fecha de caducidad si esta alnamt®entre 2...8°C.

6.4. Tampoén de dilucién de IgG para la muestra

La botella contiene 100ml de tamp6n de fosfat@kelizadores, conservantes y un colorante amanéde. La solucion lista para ser
utilizada ha de almacenarse entre 2...8°C. La Bolse usa para diluir las muestBsspués de la primera abertura, el producto se
conserva hasta la fecha de caducidad si esta alnaatede 2...8°C.

6.5. Solucién para lavar (20x conc.)

La botella contiene 50ml de tampon concentrada@rdehtes y conservantes. El contenido se diluyeucolitro de agua destilada
(1+19). La solucion diluida es estable 5 dias g&aiura ambientd.a cristalizacién en el concentrado desapareceadémtarla a
37°C y mezclarla bien antes de usarla. Después geiinera abertura, el producto se conserva haatéetha de caducidad si esta
almacenado de 2...8°C.

6.6. Solucion de TMB

La botella contiene 15ml de una mezcla de tetrdipesizidina con peroxido de hidrégeno. La soluciétalpara ser utilizada se tiene
que almacenar entre 2...8°C protegida de la llaz.solucion es levemente azulada. En caso de camdaidn cambia a una
coloracion azul mas intensa no pudiendo ser atilizen el ensayo.
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6.7. Solucién de parada

La botella contiene 15ml de 0.2 M de acido sulfiif®36/38, S26). La solucién lista para ser utilzae tiene que almacenar entre
2...8°C.Después de la primera abertura, el producto se enrsshasta la fecha de caducidad si esta almacedada..8°C.

7. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Usar muestras de suero o plasma (citrato) humarmbe8sayo se realiza dentro de 5 dias despuléstdma de sangre, las muestras
pueden ser almacenadas de 2...8°C, en caso cotitagrjue congelarlas (-20°C). Agitar bien las rtrasslescongeladas antes de
diluirlas. Evitar congelaciones y descongelaciaepstidas.

No se recomienda la inactivacion por calor de lasstras.

7.1. Dilucion de las muestras

Antes del ensayo, las muestras tienen que estadahl en realacion 1+100 con el tampén de dilupira la muestra de IgG, p.e.
10ul de la muestra con 1ml de tampon, mezclar dwerla mezcladora Vortex.

8. PROCEDIMIENTO

8.1. Preparacién del ensayo

Por favor, leer cuidadosamente las instruccionksrdmycantesde realizarlo. Para el buen funcionamiento dédaita es necesario
seguir las instrucciones. El siguiente procedinuies valido para el método manual. Para excluatedede lavado en caso de utilizar
los automaticos ELISA elevas el nimero de lavad8 debveces y el volumen de solucion de lavadoOfel8 a 350 pl. Antes de
comenzar, especificar exactamente la reparticiposycion de las muestras y de los controles emjk die resultados suministrada.
Usar la cantidad necesaria de tiras o pocillod soporte.

En este caso por lo menos

1 pocillo (e.G. A1) para el blanco
4 pocillos (e.G.B1, C1) para los estandardes,AC B D

Para mayor seguridad es necesario hacer doble ensaycontroles y muestras del paciente. Se recaide llevar pruebas de
control positivo o negativo con cada ens&gnlizar el ensayo en el orden indicado y sinsetra

Para cada paso de pipeteado en los controlesasenuestras, usar siempre puntas de pipeta déounsso
Graduar la incubadora a 371.°C

1. Pipetear 100 pl de estandardes y muestras oddis respectivos. Dejar el pocillo Al pardkinco.
2. Recubrir las tiras con los autoadhesivos sutrées.

3. Incubarl h +5 mina 37°C.
4

Después de la incubacion, retirar el autoadbeaspirar el liquido de la tira y lavarla treseseton 300ul de la solucion
de lavado. Evita el rebosamento de los pocillogieBipo entre cada lavado y cada aspiracion tieeesgr por lo menos
de 5 segundos. Para sacar el resto del liquidasd#&s, es conveniente sacudirlas sobre papettage.

Ojo: El lavado es muy importante! Un mal lavado provapa mala precision y resultados errbnamente augaciers!
5. Pipetar 100ul de conjugado anti-lgG (Helicobagtgori) en cada pocillo con excepcion del blan€abrir con una
lamina adhesiva.
Incubar 30 min a la temperatura ambiente (20...25°C)Evitar la luz solar directa.
Repitir el lavado como en el paso numero 4.
Pipetar 100ul de sustrato de TMB en todos los joscil
Incubar exactamente 15 min en oscuridad a temperata ambiente (20...25 C).

10. Pipetear en todos los pocillos 100u! de lacsolude parada en el mismo orden y mismo intergaltiempo como con el
sustrato de TMBToda coloracién azul formada durante la incubacgénconvierte en amarilla.

Nota: Muestras que son altamente positivas pueden causaipitados negros del cromdgeno! Estos precijuia
influyen en los valores de las mediciones. Se remata diluir las muestras del paciente con solucéfina
1+1. Después, preparar la muestra diluida con ehpén de dilucién para la prueba de IgG 1+100. Etees
caso, el resultado se multiplica por 2.

11. Medir la extincion de la solucién en cada poabn 450/620nm en un periodo de 30 min despuégideir la solucion de
parada.

©®~No
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8.2. Medicién
Efectuar con ayuda del blanco en el podibla calibracién al cerodel fotdmetro (lector de ELISA).

Para obtener resultados correctos, si la calibmac@es posible por causas técnicas, hay que susiraalor de la extincion de la
posicién Al del resto de los valores de extincion!
Medir laextincion de todos los pocillos catbOnmy anotar los resultados de los controles y denlasstras en la hoja de resultados.

Es aconsejable la medicidiicromaticaa una longitud de onda de referencia de 620nm.

Si se efectuaron andlisis en duplicado o mdltipkes; que calculael promedio de los valores de extinciérde los pocillos
correspondientes.

9. CALCULO DE LOS RESULTADOS

9.1. Criterios de validez del ensayo
El ensayo es valido si se cumplen los siguieniéicrs:

= Blanco en Al extinciére 0.100
. Estandar A en Bl extinciérx 0.200
. Estandar B en C1 extinciorr 0.200
= Estandar C en D1 extinciér» 0.500
= Estandar D en E1 extinciorr 1.100

Estandar A < Estandar B < Estandar C < Estandar D
Si estos criterios no se cumplen, la prueba n@ew debera repetirse.

9.2. Calculo del valor de la medicion

Para obtener resultados cuantitativos en NTU/rtiese que establecer una curva estandar con losegadle extincion (eje y) de los
4 estandars A, B, C y D contra sus respectivasergraciones (0, 15, 75, 155 NTU/ml) (eje ).

Con esta curva estandar se pueden ver los ressippad@| promedio de las extinciones de las pruébdss pacientes.
Existen programas comercialisados que posibilitanaiculo automatico de curvas estandar y de msdteslos.

9.2.1 Curva de estandar tipica

Helicobacter pylori IgG
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1530
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9.3. Interpretacion de los resultados

Las normas para los resultados del ELISA tieneneagiar establecidas con el colectivo respectivtosi@acientes en el area del
laboratorio.

Estos son los daots normativos

Reactivo: >20 NTU/ml
Zonaintermedia: 15-20 NTU/mi
No-reactivo: <15 NTU/mI

10. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

10.1. Precisién

Intra ensayo n Promedio CV (% CV (%) Promedio
Serum pos. 13 13 7.2 51
13 3.7 3.0
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Inter ensayo n Promedio CV (%) CV (%) Promedio
Serum pos. 19 0.56 6.1 6.5
19 1.50 7.0
10.2. Especifidad del ensayo
La especificidad del ensayo se define como la fiitidad que tiene el ensayo de dar un resultadathegen ausencia de la
sustancia a analisar especificamente. Es de 9295% intervalo de confianza 0.84 — 0.99).
10.3. Sensibilidad del ensayo
La sensibilidad del ensayo se define como la priidall que tiene el ensayo de dar un resultaddiposn présencia del analitico
especifico. Es de 94.4 % (95% intervalo de conféiah87 — 1).
10.4. Sensibilidad analitica
La sensibilidad analitica del ensayo esta defin@ao la concentracion mas pequefia que se puedeydisdel estandar cero. Esta
es de 3 NTU/ml.
10.5. Interferencias

Las muestras hemolitico, lipémicas e ictéricas mstraron interferencias con este equipo ELISA hasta concentracion de 10
mg/ml para hemoglobina, 5 mg/ml para triglicérigate 0,2 mg/ml para bilirrubina.

Los resultados estan basados en pruebas de engageales: No se trata de especificaciones garadtza

11. LIMITACIONES DEL ENSAYO

Una contaminacion de las muestras con bacteriasmaocongelacion y descongelacién repetida puedesupir cambios en los
valores de la extincion.

El diagnéstico de una infeccion no solamente se detsar en el resultado del ensayo. Es necesarsidecar la anamnésis y la
sintomatologia del paciente junto al resultadolégico. Estos resultados sélo tienen valor resitim@n personas inmunodeprimidas
0 en neonatos.

12. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

L] En cumplimiento con el articulo 1 péarrafo 2b dedleectiva europea 98/79/EC, la utilizacién de siste médicos para
diagndstico in vitro tiene la intencion por parts fhbricante de asegurar la adecuacion, realizasig seguridad del producto.
Por lo tanto, el procedimiento, la informacion, faecauciones y los avisos de las instruccionessdehan de ser seguidas
estrictamente. La utilizacion de equipos con aadlizes y equipamiento similar tiene que ser vadidaddb se autorizan
cambios en el disefio, composicién y procedimieasd,como cualquier utilizacion en combinacion ctneproductos no
aprobados por el fabricante; el usuario debe bacasponsable de estos cambios. El fabricantesppmdera ante falsos
resultados e incidentes debidos a estas razonéabridante no respondera ante cualquier resupada@nalisis visual de las
muestras de los pacientes.

L] Solo para diagnostico in vitro.

. Todos los componentes de origen humano han siduieados y resultaron no reactivos a anticuerposraah VIH, VHC y
HbsAG. No obstante, todos los materiales se deben aasig tratar como potencialmente infecciosos.

. No intercambiar reactivos y placas de microtitidacergas diferentes.

L] No usar reactivos de otro fabricante para esteyensa

. No usar después de la fecha de caducidad.

. Sélo usar recambios de pipetas, dispensadoreseyiales de laboratorio limpios.

L] No intercambiar las tapas de los diferentes reagtiv

. Para evitar la evaporacion y una contaminaciénahiana, cierre inmediatamente las botellas despeiésarlas.

. Después de abrirlas y posterior almacenaje, assgula que no existe contaminacién microbiana ageeguir usandolas.

L] Pipetear_cuidadosamentas muestras y el conjugado en los pocillos paitarecontaminaciones cruzadas y resultados
errbneamente aumentados.

= El NovaLisa™ ELISA estd pensado exclusivamente garaiso por personal especializado que domine gienfiente las
técnicas de trabajo.

ADVERTENCIA:  Bronidox L, en la concentracién utilizada, casnmeestra riesgos toxicos en la piel y en las mucosa

ADVERTENCIA: El &cido sulftrico irrita los ojos y la piel! Eaaso de contacto con los ojos lavar abundantententagua y
consultar a un médico.

12.1. Indicaciones para la eliminacion de residuos

Por regla general, los productos quimicos y lapgreeiones son residuos peligrosos. Su eliminazsfen sometida a las leyes y los
decretos nacionales sobre la eliminacion de residias autoridades informan sobre la eliminaciérediluos peligroso.

13. INFORMACIONES PARA PEDIDOS

N° del producto: HELG0220 Helicobacter pylori KERISA (96 determinaciones)
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PORTUGUES C€

1.INTRODUCAO

A bactéria Helicobacter pylori € uma bactéria Graegativa em espiral (2-6.5 pm de comprimento, dagefos) que coloniza a
mucosa gastrica humana. A bactéria encontra-seamada mucosa e adere a superficie do epitélio dasaugastrica, mas
geralmente ndo a penetra directamente. Contudantgéresposta inflamatdria secundaria na mucosacopduz a uma gastrite
cronica activa. O Helicobacter pylori € o agenteqgiypal da maior parte dos casos de Ulceras danegd. A taxa de infeccéo na
Europa é de cerca de 30%-40%, e de cerca de 50%dmbp mundo. H& uma relagdo inversa entre a prasaga infeccdo com

Helicobacter pylori e o estatuto s6cio-econémiao. [iaises em via de desenvolvimento, as pessoaaeona infecgdo numa idade
jovem, de tal modo que cerca de 90% dos jovengasdpbderdo ter uma gastrite de Helicobacter pylNos paises ocidentais
desenvolvidos, a prevaléncia da gastrite Helicavamylori € muito inferior. Em certas condi¢cdesaga de aquisicdo é muito mais
lenta (muito perto de 1% ao ano) e quanto maisidadem, mais se é susceptivel a infecgao.

Espécies Doencas Mecanismo da infeccéo

Helicobacter pylori Gastrite A epidemiologia do Helicobacter pylori sugere qugamsmissdo de
Ulceras duodenais e estomacais | faz por via oral, particularmente nas regides camrdnivel sanitario.
Cancro do estbmago

A infecgdo pode ser identificada por

. Histologia: Corante de Giemsa, Warthin Starry ont&e/ cultura de amostras de biopsia géastrica
= Enzimologia: Detec¢do de urease bacteriana (tespiratério da ureia).

= Serologia: Detecgdo de anticorpos

Um teste positivo de anticorpos indica uma gastitva a ndo ser que o paciente tenha recebidwi@mtente uma terapia de
erradicagéo do H. pylori. A vantagem dos testesSBlLiepetidos € que os exames de controlo apésapidgpermitem dar como
curados os doentes, se 0s seus resultados costesEtISA diminuirem de forma significativa.

2. USO PREVISTO

A NovaTec Helicobacter pylori IgG-ELISA é um kit paa determinagdo qualitativa e quantitativa doscamos IgG anti-
Helicobacter pylori no soro humano ou plasma (@jra

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

A determinagdo imunoenzimatica quantitativa dogcargos IgG anti-Helicobacter pylori é baseadaduaica ELISA (imunoensaio
enzimético). Os Pocos da microplaca séo revestioimsantigenios de Helicobacter pylori para ligamsmanticorpos correspondentes
da amostra. Ap6s a lavagem das tiras para elinggaestos da amostra ndo ligada, ao conjugaddgéhtirumano marcado com
peroxidase de rdbano (HRP) é adicionado. Este gadfuliga-se aos anticorpos especificos do Heliteb@apturados. O imuno-
complexo constituido pelo conjugado ligado é vigadlo acrescentando-se o substrato de Tetrametitivea (TMB) que d& um
produto de reaccao de cor azul.

A intensidade da cor deste produto é proporciomplantidade de anticorpos IgG especificos do Hegicter na amostra do doente.
Acrescenta-se 4cido sulfrico para parar a reaac;dage produz uma cor amarela. A absorvancia andbdetermina-se utilizando
um leitor de microplacas ELISA.

4. MATERIAL

4.1 Reagentes fornecidos
L] Pocos revestidos de Helicobacter pylori (IgG)12 tiras de 8 pogos separaveis, revestidas corgéaidis de Helicobacter
pylori; em saquetas de aluminio com fecho.

L] Diluente para amostra IgG***: 1 frasco, contendo 100 ml de tampé&o para g#a da amostra; pH 7.2 £ 0.2, de cor amarela;
pronto a usar; de tampa branca.

L] Solugéo de parageml frasco, contendo 15 ml de &cido sulfurico Od/knpronto a usar; tampa vermelha.

L] Solugdo de lavagem (concentrada x20)*%frasco, contendo 50 ml dum tamp&o concentradee26s para lavar as tiras; pH
7.2 £0.2; tampa branca.

. Conjugado anti-lgG Helicobacter pylori **: 1 frasco, contendo 20 ml de anticorpos anti-lg@&wos marcados com
peroxidase; cor azul; pronto a usar; tampa preta.

L] Solugéo de substrato TMB:1 frasco, contendo 15 ml de 3,3',5,5'-tetra-melieyizidine (TMB); pronto a usar; tampa amarela.
. Calibradores Helicobacter pylori IgG ***: 4 frascos, contendo cada um 2 ml; pronto a usar:

Calibrador A: 0 NTU/ml; tampa azul
Calibrador B: 15 NTU/ml; tampa verde
Calibrador C: 75 NTU/ml; tampa amarela
Calibrador D: 150 NTU/ml; tampa vermelha
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* contém 0.1 % de Bronidox L apds diluicdo
*x contém 0.2 % de Bronidox L
ok contem 0.1% de Kathon

4.2. Materiais fornecidos

1 Suporte de tiras

1 Peliculas adesivas

1 Instruges de utilizagdo

1 Plano de distribuig&o e identificacédo

B
w

. Material e equipamento requerido

Leitor de microplacas ELISA, para medir a absoriédact50/620nm.
Incubador a 37°C

Equipamento manual ou automaético para lavagem gespo
Pipetas para utilizacéo entre 10 e 1000 pl

Misturador Vortex

Agua desionisada ou (recentemente) destilada

Tubos descartaveis

Cronémetro

5. ESTABILIDADE E CONSERVACAO

Os reagentes sdo estaveis até a data de validfidada no rétulo desde que conservados a 2...8 °C.

6. PREPARACAO DO REAGENTE

E muito importante que todos os reagentes, amostsiandards estejam a temperatura ambiente (20C.p&Ates
de comecar o ensaio !

6.1. Tiras revestidas separaveis

As tiras separaveis séo revestidas de antigenibtetieobacter pylori e estdo prontas a ser utibsadConservar a 2...8°Guardar
imediatamente as tiras ndo utilizadas na saquetaldeinio com silica desumidificante e conservadas..8 °C; estabilidade até ao
fim da data de validade.

6.2. Conjugado anti-IgG Helicobacter pylori

O frasco contém 20 ml duma solugéo de anti-IgG ment@m o peroxidase de rabano, um tampéao, estaii#ig, conservantes e um
corante azul inerte. A solucdo esté pronta a eragta. Conservar a 2...8°Bp0s a primeira utilizagdo, a solucao fica estéate a
data de validade, se for conservada a 2...8°C.

6.3. Calibradores

Os frascos rotulados com Standard A, B, C e D contéa solugéo pronta a ser usada. A concentragicatibradores em unidades
NovaTec (NTU) é:

Calibrador A: 0 NTU/mI

Calibrador B: 15 NTU/mI

Calibrador C: 75 NTU/ml

Calibrador D: 150 NTU/ml

As solugBes devem ser conservadas a 2...8°C enc@nidb de KathomApds a primeira utilizagéo, a solugéo permanecéwast

6.4. Diluente para amostra IgG

O frasco contém 100 ml dum tampé&o fosfatado, digtahies, conservantes e um corante amarelo irerilizado para a diluicio
da amostra do doente. Esta solu¢do pronta a sde ulve ser conservada a 2... 8Xpos a primeira utilizacdo, a solugéo
permanece estavel até a data de validade, se fetwada a 2...8°C.

6.5. Solucédo de lavagem (20xconc.)

O frasco contém 50 ml dum tamp&o concentrado, giiges, estabilizantes e conservantes. Diluiréolde lavagera 1+19; por
exemplo 10 ml da solucéo de lavagem + 190 ml de &glestilada recente e ndo contaminada. O tamp#adalé estavel durante 5
dias se conservado a temperatura ambidtristais na solu¢do desaparecem aquecendo a 3hf®Ganho-maria. Apés a primeira
utilizac&o o concentrado é estavel até a data dielade.

6.6. Solucédo de substrato de TMB

O frasco contém 15 ml de uma mistura de peroxidoeidimgénio e de tetrametilbenzidina. O reageni# m®onto a ser usado e deve
ser conservado a 2...8°C, ao abrigo da luz. A Solulpve ser incolor ou ter um leve tom azul&o substrato ficar azul, pode ter
sido contaminado e deve ser substituido. Ap6s megira utilizagdo, a solucdo permanece estavel ataa de validade se for
conservado a 2...8°C.
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6.7. Solucéo de paragem

O frasco contém 15 ml de uma solucdo de acidorgedf®.2 M (R 36/38, S 26). Esta solugisia pronta a ser empregue e deve ser
conservada a 2...8°C.Apds a primeira utilizagao)z8o permanece estavel até ao final do prazo litiada.

7.COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Utilizar amostras de soro humano ou plasma (cjtnaéma esta analise. Se o teste for efectuado miissSseguintes a colheita das
amostras, estas deverdo ser conservadas a 2de38Qtro modo aliquotadas e conservadas congdléfato -70°C). Se as amostras
forem conservadas congeladas, devem ser bem niiatuep6s a descongelacdo e antes do ertSatar os ciclos repetidos de
congelagdo e descongelacéo.

Inactivacdo a quente das amostras néo é recomendado

7.1. DILUICAO DA AMOSTRA

Antes do ensaio, todas as amostras devem serailtitio0 com o diluente para amostra IgG. Diluirllfuuamostra com 1 ml do
diluente para amostra IgG em tubos para obter lllig&b a 1+100 e misturar cuidadosamente com unteo

8. PROCEDIMENTO DE ENSAIO

8.1. Preparacdo do ensaio

Por favor, leia atentamente o procedimento de tmstes de realizar o ensaio. A fiabilidade dos resultadepende do estrito
seguimento das instrugdes contidas no procedintmteste. O procedimento de teste seguinte sdidov@ra um procedimento
manual. Se o ensaio for feito em sistemas autoosaEtISA aconselhamos a aumentar o nimero de etigplavagem de trés para
cinco e o volume da solugdo de lavagem de 300@l380pl. Antes de comegar o ensaio, determindnliha fornecida com o kit, o
plano de distribuicdo e identificagdo das amosrdss standards. Seleccionar o nimero de tirasgusmecessarias e coloca-las no
suporte.

Por favor reserve pelo menos:

1pogo  (por exemplo Al) para o branco do satistr
4 pocos  (por exemplo B1, C1, etc.) para o calioraA, B, C e D.

Aconselha-se a determinar os calibradores e as tla®do paciente em duplicado.

Realize todos os passos do ensaio na ordem indicselam demora apreciavel entre os passos.
Deve-se utilizar uma ponta de pipeta limpa paraiblisr cada controlo e amostra.

Regular o incubador para 37° £ 1°C.

1. Pipetar 100ul de cada calibrador (A, B, C, e Deeathostras diluidas nos respectivos pogos. Guartidso Al para o
branco de substrato.

2. Cobrir os pogos com a pelicula fornecida no kit.
Incubar durante 1 hora 5 min. a 37+1°C.

4. Depois da incubacéo, retirar a pelicula, aspireordetddo do poco e lavar cada pogo trés vezes 66pl 8e solucéo de
lavagem. Evitar o transbordar dos pocos de reacg&empo entre cada ciclo de lavagem deve ser deg=3No fim,
remover cuidadosamente o liquido restante bateadoos pogos sobre papel absorvente antes do pripdssn!

Nota: A etapa de lavagem é muito importante! Unvadgem insuficiente pode conduzir a uma fraca péecisa valores
de absorvancia falsamente elevados.
5. Pipetar 100ul de conjugado anti-lgG de Helicobaptdori em todos os pogos excepto para o0 po¢o dador (por
exemplo Al). Fechar com a pelicula.

6. Incubar durante 30 min. a temperatura ambiente (2 25°C).N&o expor & luz directa do sol.

7. Repetir o passo nimero 4.

8. Pipetar 100ul da solucédo de substrato TMB parastod@ocos.

9. Incubar durante exactamente 15 min a temperatura afiente (20 to 25°C) na obscuridade.

10. Pipetar 100ul da solugdo de paragem para os tubgsesma ordem e a mesma velocidade usada paracacale
substrato TMB.
A cor azul desenvolvida durante a incubag&o pasamarelo.
Nota: Amostras de pacientes fortemente positivadem causar precipitados escuros do cromogénioksEst

precipitados podem influenciar os valores medidesidnsidade dptica. Recomenda-se a diluicdo dataanos
com solugdo de cloreto de sdédio fisiologico, poereglo 1+1. Em seguida diluir a amostra a 1+100 com
tampéo e multiplicar os resultados em NTU por 2.

11. Medir a absorvancia da amostra a 450/620 nm nosi@tos seguintes a adigdo da solugdo de paragem.
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8.2. Medicdo
Levar a zero do leitor ELISA com a ajuda do brasiesubstrato do pogo Al.

Se — por razbes técnicas — o leitor ELISA ndo pwsderajustado a zero utilizando o branco do sulietrl,subtrair o valor da
absorvancia do tubo Al a todos os outros valoreatd®rvancia medidos a fim de obter resultadosfiv

Medir a absorvancia de todos os pogos a 450 nrgistae os valores de absorvancia para cada corgralmostra de paciente no
plano de distribuicéo e identificacao.

Uma leitura do segundo comprimento de onda empam&20 nm como comprimento de onda de referénatgselhada.
Calcular os valores médios de absorvancia para sog®duplicados, se necessario.

9. RESULTADOS

9.1.Criterios de validacéo do teste
A fim de validar o ensaio, os critérios seguintegein ser respeitados:

= Branco do Substrato  em Al: Valor de absorvanciaenor do que 0.100
= Calibrador A em B1: Valor de absorvanciaenor do que 0.200
L] Calibrador B em C1 Valor de absorvancianaior do que 0.200
L] Calibrador C em C1 Valor de absorvancianaior do que 0.500
. Calibrador D em C1l Valor de absorvancianaior do que 1.100

Calibrador A < Calibrador B < Calibrador C < Calibr ador D
Se estes critérios ndo forem conseguidos, o tésté nalido e deve ser repetido.

9.2. Célculo dos resultados

A fim de obterresultados quantitativos em NTU/ml, tracar uma curva de calibragdo inscrevendo os eml¢médios) da
absorvancias dos 4 calibradores A, B, C e D, eraradas, em relagédo as correspondentes concent(@gd8s 75 e 150 NTU/ml) ,
em abcissas, em papel milimétrico e coordenadearks.

Ler os resultados desta curva de calibragdo utiiaesns valores (médios) da absorvancia de cadati@meode cada controlo. Todos
os programas informaticos apropriados podem déragtos para a leitura e calculo automatico dosltados.

9.3. Curva de calibracéo tipica

Helicobacter pylori IgG
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9.4. Interpretacdo dos resultados

Intervalos de valores normais, para este testd &4 deverem ser estabelecidos por cada labocaligrando em conta a populagéo
de pacientes e as suas variagdes geogréficas.

Os valores seguintes devem ser considerados coemtamtores:

Reactivo > 20 NTU/ml
Zona cinzenta (equivoca): 15 - 20 NTU/mI
N&o reactiva: <15 NTU/ml

10. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DO DESEMPENHO

10.1. Precisao

Inter-ensaio n Média(OD) Cv (%) média Cv (%)
Soro positivo 13 1,3 7.2 5.1

13 3,7 3.0
Intra-ensaio n Média(OD) Cv (%) média Cv (%)
Soro positivo 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0

10.2. Especificidade do diagnoéstico

A especificidade do diagnostico é definida comoababilidade de obter um resultado negativo narmis@&e um analito especifico.
E de 92.0% (95% intervalo de confianga 0.84 —)0.99

10.3. Sensibilidade do diagndstico

A sensibilidade do diagnostico é definida comoabgbilidade de obter um resultado positivo em pressele um analito especifico.
E de 94.4% (95% intervalo de confianca 0.87 — 1).

10.4. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica é definida como a comeéio aparente do analito que pode ser distinglidaero calibrador. E de 3
NTU/mI.

10.5. Interferéncias

Nenhuma interferéncia foi observada em soro heirw)itipémico ou icterico para concentragfes que &g 10 mg/ml de
hemoglobina, 5 mg/ml de triglicerideos e 0.2 mgdebilirubinas.

Nota: Estes resultados baseiam-se em grupos de ramadtudadas; ndo se tratam de caracteristicacagc
garantidas.

11. LIMITES DO PROCEDIMENTO

Uma contaminagao bacteriana ou ciclos repetida®dgelacio-descongelacéo de amostras podem ajsatalores de absorvancia.
O diagnostico de uma doenga infecciosa nédo devessaielecido com base no resultado de uma s&andin diagndstico preciso
dever levar em consideracéo a histéria clinicintarmatologia bem como os dados serolégicos.

Os dados seroldgicos tém de valor limitado no daspacientes imunodeprimidos e em recém-nascidos.
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12. PRECAUCOES E AVISOS

De acordo com o artigo 1 paragrafo 2b da directiwapeia 98/79/EC, a utilizacao de dispositivosiowadde diagndstico in
vitro é destinada pelo fabricante a garantir acapllidade, o desempenho e a seguranga do proBlotoconseguinte, o
procedimento de teste, a informacgéo, as precaecdgesvisos, constantes nas instru¢des de utiizé®@em ser rigorosamente
seguidas. A utilizac8o destes kits com analisadauesquipamentos similares tém de ser validadoalgQer modificagéo na
concepgao, composicdo e procedimento de testep assino a utilizacdo com outros produtos ndo apavgelo fabricante,
ndo sdo autorizados; s6 o utilizador é respongorefais mudancas. O fabricante ndo é responséi@s falsos resultados e
por incidentes devidos a estes motivos. O fabricaéb é responsavel por resultados fornecidosr@disa visual das amostras
dos pacientes.

Unicamente para diagndstico in-vitro.

Todos os componentes de origem humana utilizadasgptabrico destes reagentes foram analisadasue foonsiderados néo
reactivos em Ag HBs, anticorpos anti-VHI 1 e 2 éampos anti-VHC. Todavia, todos os produtos dewemconsiderados e
tratados como sendo potencialmente infecciosos.

N&o trocar os reagentes ou as barras provenieatdifetlentes lotes de producao.

Na&o utilizar reagentes provenientes de outrosdabtes com os reagentes deste Kkit.

N&o utilizar reagentes apds a expiracdo da dataliiade.

Utilizar pontas de pipetas, dispensadores e mhtiriboratorio limpos.

N&o trocar as tampas dos frascos, para evitartarnomacéo cruzada.

Fechar cuidadosamente os frascos ap0s utilizagacepiar a evaporagdo e a contaminagdo microbiana.

Antes de uma nova utilizacéo, verificar os frasdesconjugado e de controlo, ja utilizados, parduaxama contaminacéo
microbiana.

Para evitar a contaminagdo cruzada e resultadsaniehte elevados, introduzir as amostras de pesient conjugado
exactamente no fundo dos pogos sem salpicar.

O Novalisa™ ELISA é unicamente destinado a séizatia por pessoal qualificado, devidamente fanialo com as boas
préaticas laboratoriais.

AVISO: Na concentracéo usada, Bronidox L, ndo peaticamente nenhum risco toxicoldgico em casootéacto com

AVISO: O &cido sulfarico é irritante para os oll®a pele. Guardar fora do alcance das criangasaSmde contact

a pele ou as mucosas!

com os olhos, lavar cuidadosamente com agua e ltangm médico!

12.1. Medidas de eliminacao

Os residuos dos reagentes e preparacdes sao cadsgleomo residuos potencialmente perigosos.ire;ao destes residuos esta
sujeita a regulamentos nacionais e locais. Contastautoridades locais ou as empresas de gest&sidaos para obter conselhos
sobre a eliminagdo de residuos perigosos.

13. INFORMACAO PARA ENCOMENDAS

Prod. No.: HELGO0220 Helicobacter pylori IgG-ELI96 Determinacgfes)
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Symbols Key/ Symbolschliissel/ Explication des symbol es/ Legenda/ Simbolos

Manufactured by / Hergestellt von/ Fabriqué par/ Prodotto da/ Fabricado por/ Fabricado por

In Vitro Diagnostic Medical Device/ In Vitro Diagnosticum/ Dispositif médical de diagnostic in
IVD vitro/ Diganostico in vitro/ Producto para diagnoéstico In vitro/ Dispositivo Médico para
Diagnéstico In Vitro

LOT Lot Number/ Chargenbezeichnung/ Numeéro de lot/ Lotto/ Nimero de lote/ Nimero do Lote
Expiration Date/ Verfallsdatum/ Date de péremption/ Scadenza/ Fecha de caducidad/ Data de
E Validade
Storage Temperature/ Lagertemperatur/ Température de conservation/ Temperatura di
/R/ conservazione / Temperatura de almacenamiento/ Temperatura de Armazenamento
C E CE Mark/ CE-Zeichen/ Marquage CE / Marchio CE/ Marca CE/ Marca CE
[REF] Catalogue Number/ Katalog Nummer/ Référence du catalogue/ Numero di codice/ Nimero de
Catélogo/ Referéncia de Catalogo
Consult Instructions for Use/ Gebrauchsanweisung beachten/ Consulter la notice d’utilisation/
[:E] Consultare le istruzioni/ Consulte las Instrucciones de Uso/ Consultar as Instrugdes de
Utilizacao
MTP Microplate/ Mikrotiterplatte/ Microplaque/ Micropiastra/ Microplaca/ Microplaca
CONJ Conjugate/ Konjugat/ Conjugué/ Coniugato/ Conjugado/ Conjugado
CAL Calibrator/ Kalibrator/ Etalon/ Calibratore/ Calibrador/ Calibrador
Sample diluent buffer IgG/ 1IgG-Probenverdiinnungspuffer/ Tampon diluant pour échantillon IgG/
DIL G soluzione tampone per i campioni IgG/ solucion tampon para muestras IgG/ Solugao de tampéao
IgG para amostras
Stop solution/ Stopplésung/ Solution d’arrét/Soluzione bloccante/ Solucién de parada/ Solugéo
SOLN STOP ]
de bloqueio
SUB TMB TMB Substrate solution/ TMB-Substratldsung/ Substrat TMB/ soluzione substrato TMB/ solcion
substrato TMB/ Solugéo substrato TMB
WASHBUF Washing solution 20x concentrated/ Waschldésung 20x konzentriert/ Tampon de lavage
20 concentré 20 x/ soluzione di lavaggio concentrazione x20/ solucién de lavado concentrado x20/
X

Solucgédo de lavagem concentrado 20x

Contains sufficient for “n” tests/ Ausreichend fur “n” Tests/ Contenu suffisant pour “n” tests/
: ;n Contenuto sufficiente per “n” saggi/ Contenido suficiente para "n” tests/ Contetdo suficiente

han

para “n” testes

35




SCHEME OF THE ASSAY

Helicobacter pylori IgG-ELISA

Assay Preparation

Prepare reagents and samples as described.

Establish the distribution and identification pkan all specimens and standards on the form
supplied in the Kkit.

Select the required number of microtiter stripsvelis and insert them into the holder.

Assay Procedure

Substrate Standard| Standard| Standard| Standard Sample
blank A B C D (diluted 1+100)
(z.B. A1)
Standard A - 100ul - - - -
Standard B - - 100ul - - -
Standard C - - - 100ul - -
Standard D - - - - 100ul -
(13?5?1%2:1) ) - - - - 100ul

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37°C
Wash each well three times with 300l of washingtsm
Conjugate | - | 1o00ul| 100ul]  100ul 1004l 100pl
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 300l of washingtsm

TMB Substrate
Solution 100ul 100ul 100ul 100ul 100ul 100ul
Incubate forl5 min at room temperature in the dark
Stop Solution | 100ul | 100ul]  100ul 100u] 1004l 100pl

Photometric measurement at 450 nm (reference wagtie620 nm)

NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark

Waldstr. 23 A6
D-63128 Dietzenbach, Germany

Tel.: +49 (0) 6074-48760 Fax: +49 (0) 6074-487629
Email :info@NovaTec-ID.com
Internet: www.NovaTec-ID.com
HELGO0220engl,dt,fr,it,es,port07082009-CR
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