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ENGLISH C€

1. INTRODUCTION

Parvoviruses are cubic single-stranded DNA virugesbout 18-32 nm lacking an envelope. Parvovirli8 Bifects only humans, and
since there are no crossreactivities between anp@aloviruses and B19, transmission between petshamans is not possible.
Parvovirus B19 is the causative agent of Erythenfiectiosum, the so-called “fifth disease”, a mi&bh illness that occurs most
commonly in children. Infected persons are contagjiduring the early part of the illness beforerdh appears so in adults the rate
of epidemia amounts to about 60%. About 20% of tadaihd children who are infected with parvoviru®9RBIb not develop any
symptoms. Persons infected with the virus, howedeidevelop lasting immunity that protects themirgganfection in the future.
Parvovirus B19 infection may cause a serious ifiiegpersons with sickle-cell disease or similgrety of chronic anemia as well as
in persons who have problems with their immuneesgstpeople with leukemia or cancer, who are both wmune deficiencies,
who have received an organ transplant, or who kiVenfection). Occasionally (less than 5% of alegnant women infected with
parvovirus B19) serious complications may developrd) pregnancy: risk of Morbus haemolyticus fetali

Species Disease Symptoms Mechanism of Infection
Parvovirus | Erythema infectiosum acutum (fifth “slapped-cheek” rash on the facePerson-to-Person transmission: Virus is
B19 disease) and a lacy red rash on the trunk| spread by direct contact with repiratotory
Complications: and limbs in kids secretions (e.g. saliva, sputum, or nasal
Aplastic cirisis, M. haemolyticus | adults may develop point pain of mucus)
fetalis swelling (hands, wrists, and
knees)

The presence of virus resp. infection may be ifiedtby:
= Serology: Detection of antibodies by ELISA

2. INTENDED USE

Therecombinant NovaTec Parvovirus B19 IgM-ELISA is intended foethualitative determination of IgM class antibodigginst
Parvovirus B19 in human serum or plasma (citrdte)ffers increased diagnostic specificity and #@rity by employing the highly
purified recombinant antigens.

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The qualitative immunoenzymatic determination dfliglass antibodies against Parvovirus B19 is basethe ELISA (Enzyme-
linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with ParvogirB19 antigens to bind corresponding antibodiethefspecimen. After washing
the wells to remove all unbound sample materiabér@adish peroxidase (HRP) labelled anti-human lgijugate is added. This
conjugate binds to the captured Parvovirus B19 iipeantibodies. The immune complex formed by theumd conjugate is
visualized by adding Tetramethylbenzidine (TMB) stuaite which gives a blue reaction product. Therisity of this product is
proportional to the amount of Parvovirus B19 speddM antibodies in the specimen. Sulphuric acichdded to stop the reaction.
This produces a yellow endpoint colour. Absorbaetc450 nm is read using an ELISA microwell plateder.

4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

= Parvovirus B19 Coated Wells (IgM):12 breakapart 8-well snap-off strips coated withvBarus B19 antigen; in resealable
aluminium foil.

= IgM Sample Diluent ***: 1 bottle containing 100 ml of buffer for sangtlilution; pH 7.2 + 0.2; coloured green; readyise;
white cap.

L] Stop Solution 1 bottle containing 15 ml sulphuric acid, 0.2 fokady to use; red cap.

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

. Parvovirus B19 anti-IlgM conjugate**: 1 bottle containing 20 ml of peroxidase labelladhit antibody to human IgM;
coloured red, ready to use; black cap.

. TMB Substrate Solution: 1 bottle containing 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbdime (TMB); ready to use; yellow cap.
. Parvovirus B19 IgM Positive Control***: 1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; readyusse; red cap.

. Parvovirus B19 IgM Cut-off Control***: 1 bottle containing 3 ml; coloured yellow; readyuse; green cap.

= Parvovirus B19 IgM Negative Control***: 1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; readyuse; blue cap.

* contains 0.1 % Bronidox L after dilution
*x contains 0.2 % Bronidox L
ok contains 0.1 % Kathon



4.2. Materials supplied

L] 1 Strip holder

= 1 Cover foll

L] 1 Test protocol

L] 1 distribution and identification plan

4.3. Materials and Equipment needed

L] ELISA microwell plate reader, equipped for the meement of absorbance at 450/620nm
= Incubator 37°C

= Manual or automatic equipment for rinsing wells

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

= Deionised or (freshly) distilled water

L] Disposable tubes

. Timer

5. STABILITY AND STORAGE

The reagents are stable up to the expiry datedstat¢he label when stored at 2...8 °C.
6. REAGENT PREPARATION

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

6.1. Coated Snap-off Strips

The ready to use breakapart snap-off strips aredadth Parvovirus B19 antigen. Store at 2...8[t{@mediately 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. Parvovirus B19 anti-IlgM Conjugate

The bottle contains 20 ml of a solution with antian-IgM horseradish peroxidase, buffer, stab#izpreservatives and an inert red
dye. The solution is ready to use. Store at 2...8ffer first opening until expiry date when store®a.8°C.

6.3. Controls

The bottles labelled with Positive, Cut-off and ietge Control contain a ready to use control sotutit contains 0.1% Kathon and
has to be stored at 2...8°After first opening until expiry date when storé®a.8°C.

6.4. IgM Sample Diluent

The bottle contains 100 ml phosphate buffer, anth&in-lgG, stabilizers, preservatives and an ineery dye. It is used for the
dilution of the patient specimen. The solution eimé antihuman IgG class antibodies to eliminateetitive inhibition from
specific IgG class antibody to remove rheumatoadia This ready to use solution has to be stote?l .a8°C. After first opening
until expiry date when stored at 2...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 redistillegtev. The diluted buffer is stable for 5 days amatemperatureCrystals in the
solution disappear by warming up to 37 °C in a wéath. After first opening the concentrate is &aimtil the expiry date.

6.6. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a tetramethylbenziffipdrogen peroxide system. The reagent is readyséoand has to be stored at
2...8°C, away from the lighThe solution should be colourless or cloud havdighsblue tinge. If the substrate turns into blite,
may have become contaminated and should be throxag 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 solu (R 36/38, S 26). This ready to use solutios teebe stored at 2...8°C.

After first opening stability expiry date.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) samples withatbsay. If the assay is performed within 5 ddter @ample collection, the
specimen should be kept at 2...8°C; otherwise #heyld 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 @gith IgM Sample Diluent. Dispense 10ul sample amd IgM 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 carefblyore performing the assay. Result reliability dependstoict adherence to the test protocol
as described. If performing the test on ELISA awtimsystems we recommend to increase the wastépg om three to five and
the volume of washing solution from 300 to 35@uévoid washing effects. Prior to commencing th&ag, the distribution and
identification plan for all specimens and contisi®uld be carefully established on the result skiggplied in the kit. Select the
required number of microtiter strips or wells anddrt them into the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. A1) for the substrate blank,
1 well (e.g. B1) for the negative control,
2wells (e.g. C1+D1) for the cut-off control and
1 well (e.g. E1) for the positive control.

It is recommended to determine controls and pasantples in duplicate, if necessary.

Perform all assay steps in the order given andowitany 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 100l controls and diluted samples irgo tespective wells. Leave well Al for substratenk.
2. Cover wells with the foil supplied in the kit.

3. Incubate for 1 hour + 5 min at 37+1°C.

4

When incubation has been completed, remove thedsflirate the content of the wells and wash eaalhtlree times
with 300l of Washing Solution. Avoid overflows frothe reaction wells. The soak time between eadhwscle should
be >5sec. At the end carefully remove remaininglfhy tapping strips on tissue paper prior to thetrstep!

Note: Washing is critical! Insufficient washing véts in poor precision and falsely elevated absodmvalues.
Dispense 100ul Parvovirus B19 anti-IlgM Conjugate &l wells except for the blank well (e.g. Al)ow@r with foil.
Incubate for 30 min at room temperature.Do not expose to direct sunlight.

Repeat step 4.

Dispense 100u| TMB Substrate Solution into all well

Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark.

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

Note: Highly positive patient samples can causek gaecipitates of the chromogen! These precipgatave an
influence when reading the optical density. Pratilu of the sample with physiological sodium clderi
solution, for example 1+1, is recommended. Thamelithe sample 1+100 with dilution buffer and npljtithe
results in NTU by 2.

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

© 0N g

8.2. Measurement
Adjust the ELISA Microwell Plate Readtr zero using thesubstrate blank in well AL

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

Measure the absorbanceof all wells at450 nm and record the absorbance values for each coatlpatient sample in the
distribution and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as referermestength is recommended.
Where applicable calculate theean absorbance valuesf all duplicates.



9. RESULTS

9.1. Run Validation Criteria
In order for an assay to be considered valid, dHeviing criteria must be met:

L] Substrate blank in Al: Absorbance value0.100.

. Negative control in B1: Absorbance value0.200 and < cut-off
L] Cut-off control in C1 and D1: Absorbance valdg 50 — 1.30.

. Positive control in E1: Absorbance valuecut-off.

If these criteria are not met, the test is notdvalid must be repeated.

9.2. Calculation of Results

The cut-off is the mean absorbance value of theaButontrol determinations.
Example: Absorbance value Cut-off control 0.39 sa@tbhance value Cut-off control 0.37 =0.76 / 2 =8.3

Cut-off = 0.38

9.3. Interpretation of Results
Samples are consider@®SITIVE if the absorbance value is higher than 10% ovectiteff.

Samples with an absorbance value of 10% abovelowhike cut-off should not be considered as clepdsitive or negative

- grey zone

It is recommended to repeat the test again 2 -eksviater with a fresh sample. If results in theosel test are again in the grey zone
the sample has to be consideMEIGATIVE .

Samples are considerBdEGATIVE if the absorbance value is lower than 10% belowctiteoff.

9.3.1. Results in NovaTec Units
Patient (mean) absorbance value x 10= [NovaTec-Units = NTU]

cut-off

Example: _1.551 x10= 41 NTU (NovaTec Units)
0.38

Cut-off: 10 NTU

Grey zone: 9-11 NTU

Negative: <9 NTU

Positive: >11 NTU

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Interassay n Mean Cv (%)
Pos. Serum 21 50.2 3.6
Intraassay n Mean Cv (%)
Pos. Serum 7 1.76 2.4

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 >95 %.

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 >95 %.

10.4. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or ictericraeare not observed up to a concentration of 10mingeémoglobin, 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. Wermemend to confirm positive or grey zone resultsrinther test system (BLOT).
In immunocompromised patients and newborns sermdbgata only have restricted value.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

L] In compliance with article 1 paragraph 2b Europdmactive 98/79/EC the use of the in vitro diagiostedical devices is
intended by the manufacturer to secure suitabitisrformances and safety of the product. Theretffoeetest procedure, the
information, the precautions and warnings in therirctions for use have to be strictly followed eTise of the testkits with
analyzers and similar equipment has to be validategt change in design, composition and test proeeds well as for any
use in combination with other products not approvedhe manufacturer is not authorized; the usersklf 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 sasipl

. Only for in-vitro diagnostic use.

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

antibodies and HBsAg and have been found to beeactive 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 vialséiecross-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 lesdly any toxicological risk upon contact withrslend mucous
membranes!

WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skiregf 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.: PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-ELIS®26(Determinations)




DEUTSCH C€

1. EINLEITUNG

Parvovirus B19 ist ein unbehiilltes, kubisches Hatzang DNA Virus mit einem Durchmesser von 18-2%. Das Viruskapsid setzt

sich aus den zwei Strukturproteinen VP1 (83 kDa) UR2 (53 kDa) zusammen. Das Virus ist weltweitwveitet und ausschlieRlich
humanpathogen. Es besteht keine Kreuzreaktivithitierpathogenen Parvoviren. Die Infektion wirdder Regel in der Kindheit

aerogen uber Tropfcheninfektion bzw. Speichelkanéworben. Im frihen Erwachsenenalter liegt diedhseuchung etwa bei 50
%

Parvovirus B19 ist der Verursacher des Erythemeciidsum. Es kann schwere aplastische Krisen ehtdthen Andmien auslosen
und bei Infektionen in der Schwangerschaft zu Rsatiiden fihren. Das Virus dringt in die Zellenrides P-Antigen ein, welches
in hoher Konzentration vor allem auf knochenmarkdigen erythropoiden Vorlauferzellen zu finden Btrch Auslésung lytischer

Reaktionen mit Zellzerstérung fuhrt es zu einendrenten Anamie. Nach einer Inkubationszeit von66Thgen treten ohne
wesentliche Prodromi charakteristisches ring- undmgdenformige Exantheme an den Streckseiten ggemitaten auf, die in Form

und Farbe fast téglich wechseln. Arthralgien, Peepgendizitis, Enteritis, influenzaartige Symptomed asymptomatische
Infektionen sind im Zusammenhang mit Parvovirus Biféktionen beschrieben worden. Infektionen wéatirdar Schwangerschaft
fuhren in etwa 15 % der Falle zur Infektion dessRetErythroblastolytisch bedingter Sauerstoffmariigett vor allem im 2. und 3.

Trimenon haufig zu Fehlgeburt und Hydrops fetalis.

Spezies Erkrankung Symptome Infektionsmodus

Parvovirus B19 Erythema infectiosum | keine wesentlichen Prodromi, charakteristischeg-ratler girlandenférmiges aerogen durch
Exanthem vor allem an den Streckseiten der Extégemit Tropfchen
Komplikationen: aplastische Krise, Hydrops fetalis

Infektionen kdnnen nachgewiesen werden mittels:
. PCR
L] Serologie: Nachweis spezifischer Antikdrper mitEeldSA

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Parvovirus B19 IgM ELISA (rekombinaist) fir den Nachweis spezifischer IgM-Antikdrpeigga Parvovirus B19 in
humanem Serum oder Plasma (Citrat) bestimmt. Dulieh Verwendung hoch gereinigter, rekombinanter @ermie bietet er
verbesserte diagnostische Sensitivitat und Spézifit

3. TESTPRINZIP

Die qualitative immunenzymatische Bestimmung voezgfschen IgM-Antikdrpern gegen das Parvovirus B&8uht auf der ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-Technik.

Mikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichtét rekombinanten Parvovirus B19 spezifischen igerten. Vorhandene
spezifische Antikdrper in der Probe binden an dmnobilisierten Antigene der Mikrotiterplatte. Meettich-Peroxidase (HRP)-
konjugierte anti-human-lgM Antikdrper binden an #yein-Antikérperkomplexe in positiven Proben. Die tstandenen
Immunkomplexe werden durch Blaufarbung nach Inkiobaimit Tetramethylbenzidin (TMB) -Substratlésungchgewiesen.
Stoppen der enzymatischen Reaktion mit Schwefadstilrt zu einem Farbumschlag von blau zu gelb,eifgiach nachgewiesen
und mit einem ELISA-Reader bei 450 nm gemessenemekdnn.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

. Parvovirus B19 beschichtete Mikrotiterstreifen (IgM): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit ParuaiB19 Antigen; in
wiederverschlieBbarem Aluminiumbeutel.

. IlgM-Probenverdiunnungspuffer***: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdinnuagthélt anti-human-lgG-
Antikorper; pH 7.2 £ 0.2; griin gefarbt; gebrauchsfe weilRe Verschlusskappe.

= Stopplésung:1 Flaschchen mit 15 ml Schwefelsaure, 0.2 modyrguchsfertig; rote Verschlusskappe.

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

= Parvovirus B19 anti-lgM-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugierten Anfilgin gegen humanes IgM; rot
gefarbt; gebrauchsfertig; schwarze Verschlusskappe.

= TMB-Substratldsung: 1 Flaschchen mit 15 ml 3,3",5,5 -Tetramethylbeimz{@MB); gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.
= Parvovirus B19 IgM Positivkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb geférbt; rote Verscéitappe; gebrauchsfertig.

. Parvovirus B19 IgM Cut-off Kontrolle***: 1 Flaschchen mit 3 ml; gelb gefarbt; griine Versstitappe; gebrauchsfertig.

. Parvovirus B19 IgM Negativkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb geféarbt; blaue Versst#appe; gebrauchsfertig.

* enthalt 0.1 % Bronidox L nach Verdiinnung

b enthélt 0.2 % Bronidox L
**  enthalt 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 voeiferwendung auf Raumtemperatur (20...25°C) zwerih

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktiviertermvBairus B19 Antigen beschichtet. Die gebrauchgfert Vertiefungen sind bei
2...8°C aufzubewahren. Nichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutesaznmen mit dem Trockenmittel sofort wieder
verschlieBen und bei 2...8° C lagern. Haltbark&t2um angegebenen Verfallsdatum.

6.2. Parvovirus B19 anti-IgM-Konjugat

Die Flasche enthalt 20 ml einer Lésung von anti-anrigM-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabilisatori€onservierungsmittel und
einen inerten roten Farbstoff. Die gebrauchsfertigeung ist bei 2...8°C aufzubewahré&tach dem ersten Offnen haltbar bis zum
angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.3. Kontrollen

Die Flaschchen mit Kontrollen enthalten 2 bzw. 3 gabrauchsfertige Kontrollldsung. Die gebrauchgfert Losungen sind bei
2...8°C aufzubewahren und enthalten 0.1 % KatiNech dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebdeefallsdatum (bei
2...8°C).

6.4. IgM-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthdlt 100 ml Phosphatpuffer, Staltdien, Konservierungsmittel und einen inerten enirfarbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung enthélt anti-human-lgG4&mpier, um den Proben spezifische IgG-Anteile sowg&-gebundene
Rheumafaktoren zu entziehen. Sie wird fir die Verding der Proben eingesetzt und ist bei 2...8°C &efmahrenNach dem
ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verédlisd (bei 2...8°C).

6.5. Waschlésung (20x konz.)

Die Flasche enthalt 50 ml konzentrierten PufferteBgenzien und Konservierungsmittel. Der Inhaltdwéuf einen Liter mit Aqua
dest. verdiinnt (1+19). Der verdunnte Puffer istReimtemperatur 5 Tage haltbar. Die Waschl6sund) zim Waschen der Streifen
eingesetztSollte eine Kristallisation im Konzentrat auftretedie Waschlésung 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 Tetramethyldemn¥Vasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchgieitidsung ist bei 2...8°C
vor Licht geschitzt aufzubewahre@ie LOsung ist leicht blaulich. Sollte die TMB-Swagdsung 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 enthélt 15 ml 0,2 M Schwefelsaus/38, S26). Die gebrauchsfertige Losung ist beB2C aufzubewahreMach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebeneniiéddtum (bei 2...8°C).



7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Cieat)endet werden. Werden die Bestimmungen innentai 5 Tagen nach
Blutentnahme durchgefihrt, kdnnen die Proben b&°Z aufbewahrt werden, sonst tiefgefrieren (-720°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 Igkbifenverdinnungspuffer verdinnen, z.B. 10ul Probeé &1 ml IgM-
Probenverdinnungspuffer in die entsprechenden Réhrpipettieren, um eine Verdiinnung von 1+100 halen; gut mischen
(Vortex).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformatiowor Durchfiihrung des Tests sorgfaltig lesen. Fir dieeflassigkeit der Ergebnisse ist es notwendig, die
Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgendstderchfiihrung ist fur die manuelle Methode valiliBeim Arbeiten mit ELISA
Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte auszus@gl, die Zahl der Waschschritte von drei auf fimd das Volumen der
Waschlésung von 300 pl auf 350 pl zu erhdhen. \&stdeginn auf dem mitgelieferten Ergebnisblatt\téeteilung bzw. Position
der Patientenproben und Standards auf den Mikrstiigsfen genau festlegen. Die bendtigte Anzahl von Mikrositeeifen
(Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei mindestens

1 Vertiefung (z.B. Al) fur den Substratleerw@tank),
1 Vertiefungen (z.B. B1) fur die Negativ Kontell und
2 Vertiefungen (z.B. C1+D1) fur die Cut-off Konlfleo  und
1 Vertiefung (z.B. E1) fur die Positiv KontroMersehen

Prinzipien der Qualitatssicherung in der Laboratarismedizin erfordern zur hdheren Sicherheit furtkalen und Patientenproben
mindestens Doppelbestimmungen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohredyerung durchfihren.
Fur jeden Pipettierschritt der Kontrollen und Prokaubere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf 3¥ 1°C einstellen.
1. Je 100 pl Kontrollen und vorverdiunnte Proben inatiesprechenden Vertiefungen pipettieren. Vertigfd ist fur den
Substratleerwert vorgesehen.
2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie leeten.
3. 1h +£5min bei 37°C inkubieren.

4.  Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernemd udie Inkubationsflissigkeit aus den Teststreifdrsaugen.
AnschlieRend dreimal mit 300ul Waschlésung wasctitserflieRen von Flissigkeit aus den Vertiefungenmeiden.
Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte gstehs 5 sec betragen. Nach dem Waschen die @dstsimit den
Offnungen nach unten kurz auf Fliesspapier ausklopim die restliche Fliissigkeit zu entfernen.

Beachte:Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendesdien zu schlechter Prézision und falsch erhéhten
Messergebnissen flhrt!

5. 100ul Parvovirus B19 anti-lgM-Konjugat in alle Viefingen, mit Ausnahme der fur die Berechnung desrlertes
vorgesehenen, pipettieren. Mit Folie abdecken.

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

100ul TMB-Substratlésung in alle Vertiefungen pifggen.

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

10. In alle Vertiefungen 100ul Stopplosung in der dieic Reihenfolge und mit den gleichen ZeitintervaNee bei der
TMB-Substratldsung Zugabe pipettier&ahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe sghi gelb um.

Hinweis: Hochpositive Patientenproben kénnen schwarzlichgizipitate des Chromogens verursachen! Diese
Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird fehten, die Patientenprobe mit physiologischer
Kochsalzlésung 1 + 1 zu verdiinnen und anschlie@énderdinnte Probe mit IgM-Probenverdinnungspuffer
1 + 100 fur den Test vorzubereiten. Das ErgebniNTtJ wird in diesem Fall mit zwei multipliziert.

11. Die Extinktion der Losung in jeder Vertiefung b&04620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe dergspng messen
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8.2. Messung
Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blarik)A1 denNullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Reademsnehmen.

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

Extinktion aller Kavitaten be#50 nmmessen und die Messwerte der Kontrollen und Probdas Ergebnisblatt eintragen.
EinebichromatischeMessung mit der Referenzwellenlange 620 nm wirdahign.
Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgéfitarden, demMittelwert der Extinktionswerte berechnen.

9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

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

= Substrat-Leerwert in Al: Extinktion <0,100

= Negativ Kontrolle in B1: Extinktion< 0,200 und < cut-off
. Cut-off Kontrolle in C1 und D1: Extinktionwert@,150 — 1,300

L] Positiv Kontrolle in E1: Extinktionswerte> Cut-off

Sind diese Kriterien nicht erfillt, ist der Tesflangltig und muss wiederholt werden.

9.2. Messwertberechnung
Der Cut-off ergibt sich aus dem Mittelwert der gasenen Extinktionen der beiden Cut-off Kontrollen.
Beispiel: 0.37 OD Cut-off Kontrolle + 0.39 OD Cutf-&ontrolle =0.76 : 2 =0.38

Cut-off = 0.38

9.3. Interpretation der Ergebnisse
Patientenproben gelten gssitiv, wenn der Extinktionswert mindestens 10 % hotegtlals der Cut-Off.

Patientenproben mit Extinktionswerten 10 % uber.hmwer dem Cut-Off kénnen nicht eindeutig als posizw. negativ angesehen
werden-> Grauzone

Es wird empfohlen den Test nach 2 bis 4 Wocheremér frischen Patientenprobe zu wiederholen. Firgieh die Ergebnisse erneut
innerhalb der Grauzone, gilt die Proberagativ.

Patientenproben gelten alsgativ, wenn der Extinktionswert mindestens 10 % unterdas Cut-Offs liegt.

9.3.1. Ergebnisse in NovaTec-Einheiten [NTU]
Mittlere Extinktion der Patientenprobe x 10 = [NovaTec-Einheiten = NTU]

Cut-Off

Beispiel: _1.551 x 10 = 41 NTU (NovaTec Units)
0.38

Cut-Off: 10 NTU

Grauzone: 9-11 NTU

Negativ: <9 NTU

Positiv: >11 NTU

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Interassay n Mittelwert VK (%)
Pos. Serum 21 50.2 3.6
Intraassay n Mittelwert VK (%)
Pos. Serum 8 1.76 2.4

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als iahrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergelaii Fehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie ist >95 %.

10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitét ist definiert als Wahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Ergebei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. . Sie ist >95 %.
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10.4. 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 dacht allein auf der Basis des Ergebnisses eiestiBmung gestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zusatzlich zu den serologischgebRissen in Betracht
gezogen werden. Es wird empfohlen positive sowahtneindeutige Ergebnisse (Grauzone) mit einem tewel estsystem (z.B.
BLOT) zu bestatigen. Bei Immunsupprimierten und dé&horenen besitzen die Ergebnisse der serologisthets nur einen
begrenzten Wert.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

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

. Nur fir in-vitro-Diagnostik.

L] Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Urspsusigd auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBsSAG nichteaktiv

getestet. Dennoch sind alle Materialien als pogditifektios anzusehen und entsprechend zu belande

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlidBeargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miRéagenzien 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/emtunstung und mikrobielle Kontamination zu veitea.

Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standarditésen vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Konteation priifen.

Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschoéfiten Resultaten Patientenproben und Konjugatfédteggin die

Kavitéten 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: Schwefelséure reizt Augen und Haut! Nach Bertgpmait den Augen grundlich mit Wasser spiilen unérin
Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regeld8mabfalle. Deren Beseitigung unterliegt den metien abfallrechtlichen
Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behifdeniert liber die Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-ELIS¥ Bestimmungen)
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FRANCAIS q3

1. INTRODUCTION

Le Parvovirus est un virus ARN monocaténaire cubigilenviron 18-32 nm qui n'a pas d'enveloppe. Rame B19 infecte
seulement les humains, et puisqu'il n'y a aucuaetich croisée entre les parvovirus des animail B9, la transmission entre les
animaux domestiques et les humains n'est pas fmsBilirvovirus B19 est I'agent causatif d’Erythemfactiosum, la prétendue
"cinquiéme maladie", une maladie douce qui se ptadutout chez les enfants. Les personnes infecéet contagieuses pendant la
phase précoce de la maladie avant que I'éruptiparajsse, de sorte que dans les adultes le tapixiéhéie s'éléve a environ 60%.
Environ 20% des adultes et des enfants qui soeingttdu Parvovirus B19 ne développent aucun symgtdCependant, les
personnes atteintes du virus développent une inttndorable qui les protége contre l'infection dan&nir.

L'infection de Parvovirus B19 peut causer une melagérieuse chez les personnes avec une anémifrfake ou des types
semblables d'anémie chronique aussi bien que ebgeetsonnes qui ont des probléemes avec leur systémunitaire (des gens avec
la leucémie ou le cancer, des gens qui sont nésdeginsuffisances immunisées, des gens qui onturee greffe d'organe, ou ceux
qui ont l'infection a HIV). De temps en temps (nmoihe 5% de toutes les femmes enceintes infectéss Rarvovirus B19), des
complications sérieuses, peuvent se développerapétalgrossesse : risque de Morbus haemolytitabsfe

Espece La maladie Symptomes Mécanisme de Fiofec
Parvovirus | Erythema infectiosum acutum (la | éruption sur le visage, une Transmission de personne en personne|: Le
B19 cinquiéme maladie) éruption rouge sur le tronc et | virus est distribué par le contact direct ayec
membres chez les enfants, des sécrétions respiratoires (par exemplg
Complications : Crise aplastique, | les adultes peuvent développer | salive, ou mucus nasal)
Morbus haemolyticus fetalis. des douleurs locales ou des
gonflements (mains, poignets, et
genoux)

La présence d'une l'infection peut étre identifiée :
Sérologie : Détection des anticorps par ELISA

2. INDICATION D'UTILISATION

La trousse Parvovirus B19 IgM ELISA de NovaTec @stvue pour la détermination qualitative des amtisdgM anti-Parvovirus
B19 dans le sérum humain ou plasma (citrate)

3. PRINCIPE DU DOSAGE

La détermination immunoenzymatique qualitative aescorps IgM anti-Parvovirus B19 est basée stedanique ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay).

Les puits des barrettes de microtitration sont tres/&’antigénes d’Parvovirus B19 pour lier les eorps correspondants de
I'échantillon. Apres le lavage des puits pour éiertil'échantillon non lié, le conjugué anti-lgM haimes marquées a la peroxydase
du raifort (HRP) est ajouté. Ce conjugué se lieanticorps capturés spécifiques de I'Parvoviru8.BE complexe immun constitué
par le conjugué lié est visualisé en ajoutant lestat de Tétraméthylbenzidine (TMB) qui donne wadpit de réaction bleu.
L'intensité de ce produit est proportionnelle guantité d'anticorps IgM spécifiques de ParvovBa8 dans I'’échantillon de patient.
De l'acide sulfurique est ajouté pour arréter &ctién. Ceci produit une couleur jaune. L'absorbaind50 nm est lue en utilisant un
lecteur de microplaques ELISA.

4. MATERIEL

4.1. Réactifs fournis

. Puits revétus d’Parvovirus B19 (IgM) : 12 barrettes de 8 puits sécables revétus d’antidi@eevovirus B19; en sachets
d'aluminium refermables.

L] Diluant de I'échantillon IgM *** : 1 bouteille contenant 100 ml d'amortisseur poulillstion de I'échantillon ; pH 7.2 £ 0.2 ;
coloré vert; préa utiliser ; couvercle blanc.

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

. Solution de lavage (concentrée x 20.) *1: flacon contenant 50 ml d'un tampon concentréoRO(pH 7.2 + 0.2) pour laver les
puits ; bouchon blanc.

L] Conjugué IgM anti-Parvovirus B19 ** : 1 flacon contenant 20 ml d'anticorps de lapin &i-humaines conjuguées a de la
peroxydase du raifort ; prét a 'emploi ; couleouge, bouchon noir.

. Solution de substrat TMB :1 flacon contenant 15 ml de 3,3',5,5'-tétraméthytiine (TMB) ; prét a 'emploi ; bouchon
jaune.

L] Contréle positif IgM Parvovirus B19 *** : 1 flaconcontenant 2 ml ; prét a I'emploi ; couleur jaurmuchon rouge.

. Controle seuil (cut-off) IgM Parvovirus B19*** : 1 flaconcontenant 3 ml ; prét a 'emploi ; couleur jaurmuchon vert.
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L] Contréle négatif IgM Parvovirus B19 *** : 1 flacon contenant 2 ml ; prét a I'emploi ; coulgaune ; bouchon bleu.

* contient 0,1 % de Bronidox L apres dilution
ki contient 0,2 % de Bronidox L
rokk contient 0,1 % de Kathon

4.2. Matériel fourni

1 support de plaque

1 couvercle autocollante

1 notice d’emploi

. 1 schéma de distribution et d'identification

4.3. Matériel et équipement requis

= lecteur de microplaques ELISA, pour mesurer I'aisoce a 450/620nm
. Incubateur & 37°C

L] Laveur manuel ou automatique pour le lavage des pui

Pipettes pour utilisation entre 10 et 1000 pl
L] Mélangeur Vortex

. Eau désionisée ou (récemment) distillée

L] Tubes jetables

L] Chronometre

5. STABILITE ET CONSERVATION

Les réactifs sont stables jusqu'a la date de péremipdiquée sur I'étiquette, s'ils sont conserée 2 et 8°C.

6. PREPARATION DES REACTIFS

Il est trés important que tous les réactifs, échimmis et contréles soient portés a température immie (20 - 25°C)
avant de commencer le dosage !

6.1. Barrettes revétues sécables

Les barrettes sécables sont revétues d’antigerfeadevirus B19 et sont prétes a I'emploi. Consegver2...+8°C. Arés avoir
prélevé les barrettes nécessaires, refermer imnemient les autres dans le sachet d'aluminium awetéshydratant fourni et les
conserver a +2...+8°C ; elles sont stables jusda‘date de péremption.

6.2. Conjugué IgM anti-Parvovirus B19

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

6.3. Controles

Les flacons de contréle positif, contrdle seuilt{off) et de contrdle négatif contiennent une solutde contrle préte a I'emploi.
Elle contient 0,1% de Kathon et doit étre conse&vé...+8°CAprés la premiére utilisation, la solution restalse jusqu'a la date
de péremption, si elle est conservée a +2...+8°C

6.4. Diluant pour échantillon IgM

La bouteille contient 100ml d’'un amortisseur de gpfate, d’'lgG anti-humain, des stabilisateurs,ptéservatifs et un colorant vert
inerte. Elle est employée pour la dilution de l'aatillon du patient. La solution contient des ams IgG anti-humains pour
éliminer l'inhibition compétitive des anticorps Iggpécifiques pour ainsi enlever le facteur rhundgtoCette solution préte a utiliser
doit étre stocké a 2... 8°@prés premier usage stable jusqu'a la date d'éateéane fois stocké a 2... 8°C.

6.5. Solution de lavage (conc. x 20)

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®@'eau bidistillée récente et non contaminéetdrepon dilué est stable 5
jours si conservé a température ambiante. Le tancpagentrée est stable jusqu’a la date de pérempsicelle est conservée a
+2...+8°C. Les cristaux dans la solution disparaissent en flaatia 37°C dans un bain marie.

6.6. Solution de substrat 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 lumidra. solution devrait étre incolore ou avoir une légéeinte bleue. Si le substrat devient
bleu, il a pu étre contaminé et devrait étre remepl Aprés la premiére utilisation, la solution restalse 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'acidefasubue 0,2 M (R 36/38, S 26). Cette solution edit@ & I'emploi et doit étre
conservée a +2...+8°@pres la premiére utilisation, la solution restatse 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 plageiteate) pour cette analyse. Si le dosage ediséédans les 5 jours apres le
prélevement, les échantillons doivent étre conseavé2...+8°C ; autrement ils doivent étre aligaa€conservés surgelés (-20 a -
70°C). Si les échantillons sont conservés congdlié mélanger les échantillons décongelés avadbsage 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 doiventditres au 1/101"™avec le diluant pour échantillon IgM. )
Diluer 10 pl d’échantillon avec 1 ml du diluant p@chantillon IgM dans des tubes pour obtenir uhgion au 1/101™ et mélanger
soigneusement sur un Vortex.

8. PROCEDE DE DOSAGE

8.1. Préparation du dosage

Lire attentivement la notice d’emplavant deréaliser le dosage. La fiabilité des résultats dépsu suivi strict du protocole. La
technique de dosage suivante a été validée uniqueoar une procédure manuelle. Si le dosage tleitefectué sur un automate,
nous conseillons d’augmenter le nombre d'étapelwlge de trois a cing et le volume de la solutlenlavage de 300 a 330.
Avant de commencer le dosage, déterminer, surrtauiaire fourni dans la trousse, le plan de distidn et d’identification des
échantillons et des contrdles. Sélectionner le merdb barrettes ou de puits nécessaires et lesrfgacle support.

Réserver au moins :

1 puits  (par exemple Al) pour le blanc substrat,
1 puits  (par exemple B1) pour le contrle négati
2 puits  (par exemple C1+D1) pour le contrble affiet

1 puits  (par exemple E1) pour le contrdle pbsiti

Il est conseillé de déterminer les contrdles eglgsantillons du patient en doublets si nécessaire.
Réaliser toutes les étapes du dosage dans I'apdreécet sans délai entre les étapes.
Un embout de pipette propre et jetable doit étitesé@tpour distribuer chaque contrdle et échantillo
Régler l'incubateur a 37° + 1°C.
1. Pipeter 100 pl de contrles et d’échantillons dildéns leurs puits respectifs. Garder le puits éur fe blanc substrat.
2. Couvrir les puits avec le couvercle.
3. Incuber pendant 1 heure + 5 minutes a 37+1°C
4. Alafin de l'incubation, enlever le couvercle, iasple contenu des puits et laver chaque puits foss avec 300 pl de
solution de lavage. Eviter les débordements des geiréaction. Le temps de trempage entre chaqlesde lavage
devrait étre > 5 sec. A la fin, enlever soigneuserteliquide restant en tapotant les barretteslayapier absorbant
avant la prochaine étape !
Note : L‘étape de lavage est trés importante ! Bivabe insuffisant peut conduire a une précisiohléaét a des valeurs
d'absorbance faussement élevées.
5. Pipeter 100ul du conjugué IgM anti-Parvovirus Basitous les puits sauf le puits blanc (par exemfp)e 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 daos 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 vitesspquela solution de
substrat TMB.
La couleur bleue développée pendant l'incubatiemrte 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 1/8uiEndiluer I'échantillon au 1/107°avec le tampon et
multiplier les résultats en NTU (NovaTec units) par

11. Mesurer I'absorbance de I'échantillon a 450/620amsdes 30 minutes apres |'addition de la solutlarrét.
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8.2. Mesure
Faire lezérodu lecteur ELISAa I'aide du blanc substrat dans le puits Al

Si - pour des raisons techniques - le lecteur d_he peut pas étre ajusté a zéro en utilisantdacbsubstrat dans le puits Al,
soustraire la valeur d'absorbance du puits Al degse les autres valeurs d’absorbance mesuréeslafirienir des résultats fiables !

Mesurer I'absorbance de tous les puita 450 nmet enregistrer les valeurs d'absorbance pour cheopiedle et échantillon de
patient dans le plan de distribution et d'iderifion.

Une lecture en double longueur d'onde employant 620comme longueur d'onde de référence est ctieseil
Calculerles valeurs moyennes d'absorbangeour tous les doublets, si nécessaire.

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.

. Contr6le négatif dans B1: Valeur d’absorbane®,200 et < cut-off

. Contr6le seuil (cut-off) dans C1 et D1: Valeur d’absorbar®;250 — 1,30

= Contr6le positif dans E1: Valeur d'absorbaremntrole seuil (cut-off)

Lorsque ces critéres ne sont pas remplis, le test pas valide et doit étre recommencé.

9.2. Calcul des résultats
La valeur seuil correspond a la moyenne des vatBabsorbance du contréle seuil (cut-off).
Exemple : 0,37 DO cont. seuil + 0,39 DO cont. ke, 76 +2 = 0,38

« Cut-off » = 0,38

9.3. Interprétation des résultats
Des échantillons sont considérBOSITIFS si la valeur d'absorbance est supérieure de 1@Aaeur seuil.

Des échantillons avec une valeur d'absorbance ¢senpntre +10% et -10% autour de la valeur « semié peuvent pas étre
considérés comme clairement positifs ou négatifs

- zone grise

Il est conseillé de refaire le dosage 2 a 4 sermaapegs, avec un échantillon frais. Si les résutfatdeuxieme dosage sont encore
dans la zone grise, I'échantillon doit &tre congidéEGATIF .

Des échantillons sont considér&GATIFS si la valeur d'absorbance est inférieure de 10&ovaleur « seuil ».

9.3.1. Résultats en unités NovaTec
Valeur (moyenne) d'absorbance du patient x=1[0unités NovaTec = NovaTec units= NTU ]

« seuil »
Exemple : _1,216 x 1632 NTU

0,38
« Seuil » : 10 NTU
Zone grise : 9-11 NTU
Négatif : <9 NTU
Positif : >11 NTU

10. PERFORMANCES DU DOSAGE

10.1. Précision

Inter-essais n moyenne CV (%)
Sérum pos. 21 50.2 3.6
Intra-essai n moyenne CV (%)
Sérum pos. 7 1,76 2.4

10.2. Spécificité diagnostique

La spécificité diagnostique est définie comme Iabpbilité d’obtenir un résultat négatif en I'absedtun analyte spécifique. Elle est
supérieure a >95%.

10.3. Sensibilité diagnostique

La sensibilité diagnostique est définie comme tzbpbilité d’obtenir un résultat positif en présedam analyte spécifique. Elle est
supérieure a >95%.
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10.4. Interférences

Des sérums hémolytiques ou lipémiques ou ictérigims pas montré d'interférences, avec des conagons jusqu’a 10 mg/ml de
hémoglobine, 5 mg/ml de triglycérides et 0,2 mgdmbilirubine.

Attention: Les résultats concernent des groupes d’échantilésiés ; ces spécifications ne sont pas garanties

11. LIMITES DE LA TECHNIQUE

Une contamination bactérienne ou des cycles de étatgn-décongélation répétés de I'échantillon pedvaffecter les valeurs
d'absorbance. Le diagnostic d'une maladie infestiene devrait pas étre établi sur la base du aésliline seule analyse. Un
diagnostic précis devrait tenir compte de I'hisfoe clinique, de la symptomatologie ainsi que demédes sérologiques. Les données
sérologiques sont de valeur limité dans le cagpdtents immunocompromis et des nouveaux-nés.

12. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

L] En accord avec l'article 1 paragraphe 2b de lectiire européenne 98/79/EC, I'utilisation des digfifesmédicaux de
diagnostic in vitro est destinée par le fabricagagantir le bien-fondé, les performances et lasi&cdu produit. Par
conséquent, la procédure de dosage, I'informaksnprécautions et mises en garde de la noticepi@ndoivent étre suivies
de fagon stricte. L'utilisation de ces troussescales automates ou dispositifs similaires doit @éttelée. Aucun changement
de la conception, composition et procédure de dpsagsi que I'utilisation avec d’autres produitmrapprouvés 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. Leciiit 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 fpofabrication de ces réactifs ont été analysésmeété trouvés non réactifs
en Ag HBs, en anticorps anti-VHI 1 et 2 et en anfs anti-VHC Néanmoins, tous les produits doivent étre conéglét
traités comme étant potentiellement infectieux.

L] 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 p@tiemindiquée sur I'étiquette.

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

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

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

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

L] Pour éviter la contamination croisée et des résuisaissement élevés, introduire les échantillengatients et le conjugué
exactemenau fond des puits sans éclabousser.

. Le NovalLisa™ ELISA est uniquement destiné a I'séition par un personnel compétent, maitrisant pemiant les techniques
de travail.

AVERTISSEMENT : A la concentration utilisée, BronidL ne pose pratiquement aucun risque toxicologjiepu cas de contact avec
la peau et les membranes muqueuses !

AVERTISSEMENT : L'acide sulfurique est irritant pdes yeux et la peau. Garder hors de la portéenfesits. En cas de contact
avec les yeux, rincer soigneusement avec de ltezansulter un médecin !

12.1. Elimination des déchets

Les résidus des produits chimiques et des prépasasiont considérés en général comme des déchmegsrdax. L’élimination de ce
type de déchet est réglementée par des lois edmégitations nationales et régionales. Contacteauéwités compétentes ou les
sociétés de gestion des déchets pour obtenir dssigaements sur I'élimination des déchets dangereu

13. INFORMATION POUR LES COMMANDES

Référence : PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-ELISA @&erminations)
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ITALIANO C E

1. INTRODUZIONE

Il Parvovirus B19 & senza involucro, cubico, cami®NA a singola elica con un diametro di 18-25 firoapside & formato da due
proteine strutturali dotate di attivita immunogedanominate VP1 (83kDa) e VP2 (53 kDa). L'infeziatee Parvovirus B19 tipica
dell'eta infantile & molto diffusa, infatti il 60%ella popolazione adulta risulta sieropositiva.via naturale di trasmissione & quella
aerea, tuttavia, anche se raramente, il virus psére trasmesso tramite sangue ed emoderivatiolth ¢asi si tratta di infezioni
acute, asintomatiche o accompagnate da sintomcifispecon scarsa febbre e lieve interessamentte geime vie respiratorie. Il
megaloeritema é la piu tipica e comune manifestaziinica dell'infezione da B19, consistente inagantema eritemato-maculo-
papuloso localizzato alle guance, al tronco e edigemita. Il periodo dellincubazione & generalteezompreso tra 4 e 14 giorni
anche se talora puo prolungarsi fino a 20 gior@i. drisi aplastica transitoria é stata la prima festézione clinica associata
allinfezione da B19 riscontrata in pazienti coreama falciforme; la patologia si € verificata awiégdi una brusca comparsa di
anemia grave con assenza di reticolociti. Succassnte & stata osservata in tutti i soggetti clesgmtano una vita eritrocitaria
media inferiore alla norma (circa 120 giorni).

Il 15 % circa delle infezioni durante la gravidarstarasmettono anche al feto e cido pud causargaboprattutto nel secondo e terzo
trimestre.

Specie Malattia Sintomi Modo d'infezione

Parvovirus B19 Megaloeritema spesso asintomatgiatomi aspecifici; | Trasmissione: aerea; sangue
esantema eritemato-maculo-papuloso

Diagnosi

. PCR

= Sierologia: ELISA

2. USO PREVISTO

Il NovaTec Parvovirus B19 IgM ELISA e un kit perdaterminazione qualitativa degli anticorpi spetidiella classe IgM per
Parvovirus B19 nel siero o plasma (citrato) umano.

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione qualitativa degli anticorpi IgMrpParvovirus B19 si basa sul principio ELISA. Izpetti delle micropiastre
contengono una fase solida con antigeni specifiti Rarvovirus B19. Anticorpi specifici nel campioselegano agli antigeni
immobilizzati nei pozzetti. Gli anticorpi del comiato (perossidasi di rafano-anticorpi anti-lgM uihasi legano ai complessi
antigene (fase solida)-anticorpo (paziente) neipiam positivi. Questi complessi vengono eviderizilat una colorazione blu dopo
l'incubazione con la soluzione TMB. L'intensitagliesta colorazione € direttamente proporzionadecplbntita di anticorpi specifici
per il Parvovirus B19 di classe IgM presenti nemp@éone. Fermando la reazione enzimatica con acifforieo 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 Parvovirus B19 (IgM): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesiigahi del Parvovirus
B19; dentro una busta d’alluminio richiudibile.

L] Tampone diluente IgM***: 1 flacone contenentE00 ml di tampone per diluire i campioni; pH 7.22; color verde; pronto
all'uso; tappo bianco; contiene anticorpi anti lg@ani.

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 concen®@ivolte per il lavaggio dei pozzetti;
pH 7.2 £ 0.2; tappo bianco.

. Coniugato Parvovirus B19 anti IgM**: 1 flacone contenente 20 ml di anticorpi di coniggioti-IgM umani, coniugati a
perossidasi; color rosso; pronto all’'uso; tappmner

= Soluzione TMB: 1 flacone contenents ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); prorll'uso; tappo giallo.
L] Parvovirus B19 IgM Controllo positivo***: 1 flacone da 2 ml; color giallo; tappo rosso; pooall’uso.

L] Parvovirus B19 IgM Controllo Cut-off***: 1 flacone da 3 ml; color giallo; tappo verde; pmal'uso.

L] Parvovirus B19 IgM Controllo negativo***: 1 flacone da 2 ml; color giallo; tappo blu; proatbuso.

* contiene 0.1 % Bronidox L dopo diluizione
b contiene 0.2 % Bronidox L
***  contiene 0.1 % Kathon
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4.2. Accessori forniti

1 pellicola adesiva

1 supporto per micropiastre
1 istruzione per l'uso

1 foglio di controllo

.
w

. 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. INrame i reagenti dopo la scadenza. La data di szadestampata sull’etichetta di
ogni componente e sull'etichetta esterna dellaeznahe.

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 antigattivati del Parvovirus B19. | pozzetti, proal’'uso, devono essere conservati
tra 2-8°C. Riporre i pozzetti non utilizzati nel sacchettm dogel essiccante di silice. Il prodotto € stabfino alla data di scadenza
se conservato tra 2-8°C.

6.2. Coniugato Parvovirus B19 IgM

Il flacone contiene 20 ml di anticorpi anti-lgM umaoniugati a perossidasi di rafano, stabilizzasdnservanti e un colorante inerte
rosso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino allatd di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.3. Controlli

| flaconi dei controlli contengono di soluzione pta all’'uso. Contengono 0,1% Kathdsna volta aperto, il prodotto é stabile fino
alla data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.4. Tampone diluente IgM

Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfatob#itzzanti, conservanti e un colorante verde inelta soluzione contiene anticorpi
anti IgG umani per togliere dai campioni gli antipo specifici della classe IgG ed i fattori reunmtiegati ad anticorpi IgG. Viene
usata per diluire i campioniUna volta aperto, il prodotto é stabile fino alkta di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.5. Tampone di lavaggio (20x conc.)

Il flacone contiene 50 ml di un tampone concentrdtergenti e conservanti. Il contenuto vieneittileon 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 protlo 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 -Tetrametii&lina (TMB) e perossido di idrogeno pronto alfu€onservare al buioLa
soluzione é incolore o celeste chiaro. Nel cascuindiventasse blu significa che é contaminatare mao essere pid usata. Una volta
aperto, il prodotto é stabile fino alla data di slenza se conservato tra 2-8°C.

6.7. Soluzione Stop

Il flacone contienél5 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S2fjpnto 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) umareoil st viene fatto entro 5 giorni dal prelieveaimpioni possono essere
conservati tra 2-8°C. Altrimenti devono essereuadiqti 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 caloos e raccomandata.
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7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1 + 100 con tame diluente IgM. Per esempio, pipettare nelle gitev10 ul di campione + 1 ml di
tampone e mescolare bene (Vortex).

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 |[#850er evitare interferenze.
Stabilire innanzitutto il piano di distribuzione &tentificazione 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
1 pozzetti (es. B1) per il controllo negativo

2 pozzetti (es. C1+D1) per il controllo Cut-off

1 pozzetto (es. E1) per il controllo positivo.

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.

Eseguire il test nell'ordine stabilito dalle istroi, 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 pebiiinco-substrato.
2. Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.

3. Incubare 1 ora+5 min 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'intervalla il lavaggio e
'aspirazione deve essere almeno di 5 sec. Dofavéggio picchiettare delicatamente i pozzetti Eapertura verso il
basso su una carta assorbente per togliere commgleta 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 100ul di Coniugato Parvovirus B19 antitig tutti i pozzetti, escludendo quello con il ba-substrato (blank).
Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.

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 amiginte (20°...25°C) al buio.

10. Pipettare 100ul di Soluzione Stop in tutti i potizetello 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 densitatiche. E consigliato diluire i campioni con soluzé®
fisiologica NaCl, esempio 1+1. Poi diluire normalme 1 + 100 con tampone diluente IgM risultato
NTU viene moltiplicato per due.

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

© © N

8.2. Misurazione

Regolare il fotometro per le micropiastre (ELISA&aRer)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 450 nme inserire tutti i valori misurati nel foglio divaro.

E raccomandato fare una misurazione delle densitizch® a doppia lunghezza d’onda utilizzando i 628 come lunghezza di
riferimento.

Dove sono state misurate in doppio, calcolammedia delle assorbanze.
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9. RISULTATI

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

L] Substrato bianco in Al: Valore di assorbanza0.100

. Controllo negativo in B1: Valore di assorbanza0.200 e< cut-off
L] Controllo Cut-off in C1 e D1: Valore di assorban24d50 — 1.30

. Controllo positivo in E1: Valore di assorbanzeCut-Off

Se non vengono soddisfatti questi criteri, il temt € valido e deve essere ripetuto.

9.2. Calcolo dei risultati

Il Cut-Off e’ la media dei valori di assorbanza dentrolli Cut-off.

Esempio: Valore di assorbanza del controllo Citéo89 + valore di assorbanza del controllo Cut-@f87 = 0.76/2= 0.38
Cut-Off =0.38

9.3. Interpretazione dei risultati
| campioni songositivi, se I'assorbanza supera il Cut-Off almeno del 10 %

Campioni con assorbanze del 10 % al di sopra osttb del Cut-Off non sono identificabili comegitivi o negativi=> Dubbio
In questo caso é raccomandato di ripetere il tegb@® o 4 settimane con un campione fresco. Ssuitato é ancora incerto viene
consideratmegativa

| campioni sonmegativi, se 'assorbanza risulta inferiore del Cut-Off eira del 10 %.

9.3.1. Risultati in unita NovaTec [NTU]

Assorbanza media del campione x 10 = [unita NovaTec = NTU]

Cut-Off

Esempio: _1.786 x 10= 47 NTU (NovaTec Units)
0.38

Cut-Off : 10 NTU

Dubbio: 9-11 NTU

Negativo: <9 NTU

Positivo: >11 NTU

10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

Interdosaqggio n Media Cv (%)
Siero pos. 21 50.2 3.6
Intradosaqqio n Media CV (%)
Siero pos. 7 1.76 2.4

10.2. Specificita diagnostica

La specificita diagnostica é la probabilita det tisfornire un risultato negativo in assenza diapi specifici. La specificita
diagnostica é pari a >95 %.

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilita diagnostica é la probabilita det tidornire un risultato positivo in presenza dtiaorpi specifici. La sensibilita
diagnostica é pari a >95 %.

10.4. 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

11. LIMITAZIONI

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

In ottemperanza all'articolo 1, paragrafo 2 deligettiva Europea 98/79/EC, I'uso dei diagnosticidieein vitro € inteso da
parte del produttore ad assicurare la congruemzgyrdstazioni 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 commyee 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 é respbifesgper falsi risultati e incidenti che possanseze causati da queste
ragioni. Il produttore non é responsabile per quailie 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 considpaienzialmente contagiosi e infettivi.

Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti dive

Non utilizzare reagenti di altri produttori insiermen 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 @etare la vaporizzazione e contaminazione.

Una volta aperti éopo relativo stoccaggio verificare i reagenti pea loro eventuale contaminazione prima 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: PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-EL$A (96 determinazioni)
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ESPANOL C E

1. INTRODUCCION

El parvovirus B 19 es un virus sin envoltura de AlDcadena simple de forma cubica con un diametrb8a 25nm. La capside del

virus esta formada por dos proteinas estructuralesP1 (83kDA) y VP2 (53 kDa). El virus es de nfastacion mundial afectando

s6lo a los seres humanos. No existe una reactividahda con los Parvovirus que infectan a los aleisn La infeccion se produce

por regla general durante la infancia por contacio fluido contaminado (por el aire o por la sglivé@ indice de infeccion es de

50% en la edad temprana de los adultos. El Panmes el causante del erytema infeccioso. El yiuesle producir graves crisis

aplasticas con anémias cronicas y durante el embal@ios fetales. El virus entra en las célulaa&@s$ del antigeno P lo cual se
encuentra sobre todo sobre células precursoraeigées en la médula ésea. Al provocar la destrud@restas células resulta una
anémia transiente. Tras el periodo de incubacidhalé6 dias se presenta una primera fase queldia 10 dias y cuyos sintomas
clinicos son inespecificos y estan relacionadodaeiremia. Una segunda fase, que aparece padados 15 dias de la primera, se
caracteriza por la presencia de una erupcion mgmapalar pruriginosa que cambia de color casi @mente. Se han descrito los
siguientes sintomas en infecciones con Parvovifi®s Brtralgias, pseudoappendizitis, enteritisosilats parecidos a la infeccion con
Influenzavirus e infecciones asintomaticas. Lasdoiones durante el embarazo provocan en el 158sdeasos una infeccion del

feto. Una falta de oxigeno por la lysis de losrebitastos produce sobre todo en el segundo o tengesstre una perdida del feto o

una hidropesia fetal.

Especies Enfermedad Sintomas Via de transmisién
Parvovirus B19 Eritema primera fase con sintomas clinicos inespecificos, aerdgena, por gotitas
infecioso erupcion maculo-papular pruriginosa sobre todaen || de fluido contaminadg

cara extensora de las extremidades

Complicaciones: crisis aplastiaca, hidropesia.fetal

Las infecciones pueden ser detectadas por:

. PCR
L] Serologia: Deteccion de anticuerpos especificosvés ELISA

2. USO PREVISTO

El enzimoinmunoensayo de Nova Tec es para la dietacion cualitativa de anticuerpos IgM especificostra los Parvovirus B19
en suero o plasma (citrato) humano.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La determinacion inmunoenzimatica cualitativa diécaerpos especificos contra los Parvovirus B1Basa en la tecnica del ELISA
(Enzym linked Immunosorbent Assay). Las tiras deramocillos que se usan como fase sélida estarbiertas con antigenos
especificos del Parvovirus B19. Los anticuerpostemtes en la muestra unen a los antigenos inradbkzde la placa de
microtitulacién. El conjugado de anticuerpos IgMidmumano con peroxidasa de rabano, se une comrdomplejos antigeno-

anticuerpo en muestras positivas. Estos complejosimolégicos desarrollan una coloracion azul despieéincubarlos con sustrato
de tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente se afad@dasulfurico para detener la reacion, causandoannbio de coloracion de azul
a amarillo. La densidad éptica se mide con un tetcELISA a 450nm.

4. MATERIALES

4.1. Reactivos suministrados

. Microtiras (IgM) recubiertas de antigeno de Parvovius B19: 12 tiras de 8 pocillos rompibles, recubiertos antigenos del
Parvovirus B19, en bolsa de alumino.

= Diluyente de muestra IgM: 1 botella de 100ml de solucién de tampoén parardédumuestra; contiene IgG anti-humana; pH
7.2 +£0.2; color verde; listo para el uso; tap&@mbb.

= Solucién de parada:1 botella de 15ml de acido sulfarico, 0.2molBtdi para ser utilizado; tapa roja.

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

= Conjugado IgM anti-humano (Parvovirus B19)**: 1 botella de 20ml de conjugado de anticuerpos &ii-humano con
peroxidasa; color rojo; tapa negra.

= Solucién de sustrato de TMB:1 botella de 15ml 3,3’,5,5'-tetrametilbenzindifiB); listo para ser utilizado; tapa amarilla.
. Control positivo de IgM (Parvovirus B19)***: 1 botella de 2ml; color amarillo; tapa roja; ligtara ser utilizado.
. Control cut-off de IgM (Parvovirus B19)***: 1 botella de 3 ml; color amarillo; tapa verdetdipara ser utilizado
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= Control negativo de IgM (Parvovirus B19)***: 1 botella de 2ml; color amarillo; tapa azul; ligara ser utilizado.

* contiene 0.1% de Bronidox L despuésitlérd
ki contiene 0.2% Bronidox L
***  contiene 0.1% Caton

4.2. Accesorios suministrados

1 lamina autoadhesiva
1 soporte

1 hoja de instrucciones
1 hoja de resultados

4.3. Materiales y instrumentos necesarios

L] Fotometro con filtros de 450/620 nm

L] Incubadora/camara humeda con termostato

L] Dispositivo de lavado manual o automatico

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

L] Tubos de plastico desechables

L] Gradilla para los tubos

= Agua destilada

L] Cronémetro

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAJE

El test tiene que estar almacenado de 2...8°C.d4o los reactivos después de la fecha de caduridada 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 antigenoathebfirus B19 estan selladas. Los pocillos listasapser utilizados 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 IgM anti-humano (Parvovirus B19)

La botella contiene 20ml de una solucién de IgMi-anmano conjugada con peroxidasa de rabano, tamesiabilizadores,
conservante y un colorante rojo inerte. La solu@sia lista para ser utilizada y tiene que estaa@tnada de 2...8°Oespués de la
primera abertura, el producto se conserva hastietha de caducidad si esta almacenado de 2...8°C.

6.3. Controles

Las botellas de los controles contienen de solug&oontrol listas para ser utilizadas. Las sohmsatienen que estar almacendas de
2...8°C y contienen 0.1% de Catddespués de la primera abertura, el producto se enmsshasta la fecha de caducidad si esta
almacenado de 2...8°C.

6.4. Diluyente de muestra IgM

La botella contiene 100ml de tampdn de fosfat@tetitadores, conservantes y un colorante verdeeiise utiliza para la dilucion de
la muestra del paciente. La solucion contiene aetfmos del tipo IgG anti-humanos para eliminatinkabicién competitiva de los
anticuerpos de la clase IgG especificos y pareareti factor reumatoide. Esta solucion lista pegautilizada ha de almacenarse
entre 2...8°C. La solucion se usa para diluir lagstrasDespués de la primera abertura, el producto se eprsshasta la fecha de
caducidad si esta almacenado entre 2...8°C.

6.5. Solucién para lavar (20x conc.)

La botella contiene 50ml de tampon concentradardehtes y conservantes. El contenido se diluyeucolitro de agua destilada
(1+19). La solucion diluida es estable 5 dias g&aiura ambientd.a cristalizaciéon 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. Solucion de parada

La botella contiene 15ml de 0.2 M de acido sulfiif®36/38, S26). La solucién lista para ser utilezae tiene que almacenar entre
2...8°C.Después de la primera abertura, el producto se enrsshasta la fecha de caducidad si esta almacedad?..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 coritagrgue congelarlas (-70...-20°C). Agitar bienrfauestras descongeladas antes
de diluirlas.Evitar congelaciones y descongelaciones repetidas!

No se recomienda la inactivacion por calor de lasstras.

7.1. Dilucion de las muestras

Antes del ensayo, las muestras tienen que estadas! en realacion 1+100 con el tamp6n de dilupgma la muestra de IgM, p.e.
10ul de la muestra con 1ml de tampon, mezclar ¢werla 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 procedinui&st valido para el método manual. Para excluate$ede lavado en caso de utilizar
los automaticos ELISA elevas el nimero de lavad8 de5veces y el volumen de solucion de lavadoOflel3 a 350 pl. Antes de
comenzar, especificar exactamente la reparticiposycion de las muestras y de los controles ewjk die resultados suministrada.
Usar la cantidad necesaria de tiras o pocillod soporte.

En este caso por lo menos

1 pocillo (p. €j. A1) para el blanco,

1 pocillo (p. €. B1) para el control negativo,
2 pocillos (p. j. C1+D1) para el control cut-pff

1 pocillo (p. €. E1) para el control positivo

Para mayor seguridad es necesario hacer doble endaycontroles y muestras del paciente.

Realizar el ensayo en el orden indicado y sin setra

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 controles y muestras endo#igs respectivos. Dejar el pocillo Al para elrido.
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&4s, es conveniente sacudirlas sobre papeltshge.

Ojo: El lavado es muy importante! Un mal lavado provapa mala precision y resultados errbnamente augaciers!
5.  Pipetar 100ul de conjugado anti-lgM (ParvoviBi®) en cada pocillo con excepcion del blanco. €wan 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 loscil
Incubar exactamente 15 min en oscuridad a temperata ambiente (20...25 C).

10. Pipetear en todos los pocillos 100u! de lacsélude parada en el mismo orden y mismo intergdaltiempo como con el
sustrato de TMBToda coloracién azul formada durante la incubacsénconvierte 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 ehgen de dilucion para la prueba de IgM 1+100. Etees
caso, el resultado se multiplica por 2.

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

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

Para obtener resultados correctos, si la calibmactes 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 siguieniéics:

L] Blanco en Al extinciérc 0.100

. Control negativo en Bl extinciérk 0.200 y < cut-off
. Control cut-off enClyD1 extincié®,150 — 1,30

L] Control positivo en E1 extinciorrcut-off

Si estos criterios no se cumplen, la prueba n@kdavy debera repetirse.

9.2. Calculo del valor de la mediciéon
El cut-off se obtiene de los volores de la extincion de t@sabntroles Cut-off.

Ejemplo: 0,42 OD Cut-off Control + 0,44 OD Cut-@fbntrol = 0,86:2 =.0.43
Cut-off=0.43

9.3. Interpretacion de los resultados
Las muestras se consideran positivas cuando eldala extincién es como minimo mayor al 10% @gbwr delcut-off

Las muestras con valores de extincitit0% del cut-off no pueden ser consideradas claramente positivesgativas> Zona
intermedia

Se recomienda entonces repetir el ensayo con nuewvestras del paciente de 2 a 4 semanas mas $arde.nuevo se encuentran
resultados en la zona intermedia, la muestra tjeeeestar valorada comegativa

Las muestras se considersggativassi el valor de la extincion esta por lo menos 0% or debajo delut-off.

9.3.1. Resultados en unidades Nova Tec [NTU]
Promedio de la extincién de la muestra x 10= [NovaTec-Einheiten = NTU]

Cut-Off

Ejemplo: _1.786 x 10 = 47 NTU (NovaTec unidades)
0.38

Cut-Off: 10 NTU

Zona intermedia: 9-11 NTU

Negativo: <9 NTU

Positivo: >11 NTU

10. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

10.1. Precisién

Inter ensayo n Promedio (NTU) CV (%)
Serum pos. 21 50.2 3.6
Intra ensayo n Promedio (E) CV (%)
Serum pos. 7 1.76 2.4

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 > 95%.
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10.3. Sensibilidad del ensayo

La sensibilidad del ensayo se define como la priidadl que tiene el ensayo de dar un resultaddiposn présencia del analitico
especifico. Es de >95%.

10.4. Interferencias

Las muestras lipémicas e ictéricas no mostrararférencias con este equipo ELISA hasta una coreedn de 5 mg/ml para
triglicéridos y de 0,2 mg/ml para bilirrubina.

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

11. LIMITACIONES DEL ENSAYO

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

El diagndstico de una infecciéon 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 parrafo 2b dedleectiva europea 98/79/EC, la utilizacién de sisie médicos para
diagnostico in vitro tiene la intencion por partd 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 amdbizes y equipamiento similar tiene que ser validadb se autorizan
cambios en el disefio, composicion y procedimieasd,como cualquier utilizacion en combinacion ctmoproductos 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 resu@d@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 anticuerposr@a VIH, VHC y
HbsAG. No obstante, todos los materiales se deben @asiy tratar como potencialmente infecciosos.

. No intercambiar reactivos y placas de microtitidacdrgas diferentes.

= No usar reactivos de otro fabricante para esteyensa

. No usar después de la fecha de caducidad.

L] Sélo usar recambios de pipetas, dispensadoreseyiaies de laboratorio limpios.

. 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, assgulla que no existe contaminacion microbiana agegguir usandolas.

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

L] El NovaLisa™ ELISA estd pensado exclusivamente garaiso por personal especializado que domine gtenfiente las
técnicas de trabajo.

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

ADVERTENCIA: El &cido sulfdrico irrita los ojos y la piel! Emaso de contacto con los ojos lavar abundantencentegua 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 eliminaciéredeluos peligroso.

13. INFORMACIONES PARA PEDIDOS

N° del producto: PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-ELI$#6 determinaciones)
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PORTUGUES C E

1. INTRODUCAO

Os Parvovirus séo virus sem invélucro de ADN deigasimples cubica de cerca de 18-32 nm de dian@tRarvovirus B19 infecta
apenas os humanos, e uma vez que ndo ha nenhwpaaeauzada entre os parvovirus dos animais o attansmisséo entre os
animais domésticos e os humanos néo é possivedn@\us B19 é o agente causador da Eritema iifecca também chamada
“quinta doeng¢a”, uma doenga doce que geralmenteeoem criancas. As pessoas infectadas sdo coséagilurante a fase precoce
da doenca antes do aparecimento da erupcéo, dequedotaxa de epidemia nos adultos eleva-se a der60%. Cerca de 20% dos
adultos e criangas infectados com Parvovirus BdeSenvolvem qualquer sintoma. Contudo, as pessfezsadas com o virus
desenvolvem uma imunidade duradoira que as proetagea a infecgdo no futuro.

A infecgdo com o Parvovirus B19 pode provocar uoengda grave em pessoas com anemias falciformestms dipos similares de
anemias crénicas bem como em pessoas com probi@rseu sistema imunitario (pessoas com leucemizaneoro, que nasceram
com deficiéncias imunitérias, que receberam unsplamte de um érgéo, ou que tenham infec¢éo de. livasionalmente (menos
de 5% de todas as mulheres gravidas infectadaspaovovirus B19) podem desenvolver complicagdesegralrante a gravidez:
risco de Morbus haemolyticus fetalis.

Espécies Doengas Sintomas Mecanismo da Infec¢ao
Parvovirus | Erythema infectiosum acutum Erupgdo na cara, uma erupgafransmissdo de pessoa para pessoa: Yirus
B19 (quinta doenga) vermelha no tronco e membrpé transmitido através das secregpes
Complicagbes: nas criangas, os adultos podgraspiratérias (p. ex. saliva ou mudos
Aplastic cirisis, M. haemolyticus | desenvolver dores locais O¢mnasais)
fetalis inchacos nas maos, pulsos| e
joelhos.

A presenca de uma infecgao pelo virus pode setifideda por:
L] Serologia: Deteccao de anticorpos por ELISA

2. UTILIZACAO PREVISTA

O recombinant NovaTec Parvovirus B19 IgM-ELISA estéa previsto padeterminacdo qualitativa de anticorpos clas¥lecigntra o
Parvovirus B19 em soro humano ou plasma (citr@érece um aumento de especificidade e sensibdideddiagndstico pelo
emprego de antigénios recombinantes altamentdqaddfs.

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

A determinagdo qualitativa imunoenzimética de anfios da classe Ig-M contra o Parvovirus B19 é dufssea técnica ELISA
(ensaio de imunoabsorcéo enzimatica).

Os pocos das tiras da microplaca sdo revestidosastigénios de Parvovirus B19 para ligar aos ami@scorrespondentes da
amostra. Apds a lavagem dos pogos para removemtatiterial da amostra néo ligado, acrescentaesajagado anti-lgM humano
marcado com peroxidase de rdbano (HRP). Este camhjuiga-se aos anticorpos capturados especifiooBagvovirus B19. O
complexo imune formado pelo conjugado ligado éaligado acrescentando substrato de Tetrametilbieaz{@MB) que da um
produto de reacgéo azul. A intensidade deste psaglptoporcional a quantidade de anticorpos Ig@afpos de Parvovirus B19 na
amostra. Acrescenta-se acido sulfurico para pareae;ao que produz uma cor amarela. Lé-se a d@siava 450 nm utilizando um
leitor de microplacas ELISA.

4. MATERIAIS

4.1. Reagentes fornecidos

. Pogos revestidos com Parvovirus B19 (IgM)2 tiras de 8 pogos separaveis revestidas coméaitiggde Parvovirus B19; em
bolsas de aluminio selaveis.

. Diluente de amostra IgM***: 1 frasco contendo 100 ml de solugdo tampéaapiiluicdo da amostra; pH 7.2 + 0.2; cor verde;
pronto a ser usado; tampa branca.

L] Solugéo de parageml frasco contendo 15 ml de acido sulfarico, Od/krpronto a ser usado; tampa vermelha.

= Solucéo de lavagem (20x conc.) frasco contendo 50 ml de um tampé&o concentr@de2es (pH 7.2 + 0.2) para lavagem
dos pogos; tampa branca.

= Conjugado anti-lgM Parvovirus B19**: 1 frasco contendo 20 ml de anticorpos de coellielgid humano conjugados com
peroxidase; de cor vermelha, pronto a ser usadindiea preta.

L] Solugdo de substrato TMB:1 frasco contendo 15 ml de 3,3',5,5'-tetramethyllsne (TMB); pronto a ser usado; tampa
amarela.

L] Controlo positivo de Parvovirus B19 IgM***: 1frasco contendo 2 ml; de cor amarela; pronta asedo; tampa vermelha.
L] Controlo Cut-off Parvovirus B19 IgM***: 1 frasco contendo 3 ml; de cor amarela; pronter aisado; tampa verde.
= Controlo negativo de Parvovirus B19 IgM***: 1 frasco contendo 2 ml; de cor amarela; pronterasado; tampa azul.
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* Contém 0.1 % Bronidox L ap6s dilui¢éo
* Contém 0.2 % Bronidox L
ok Contém 0.1 % Kathon

4.2. Materiais fornecidos

1 Suporte de placas
1 Folha de cobertura
1 Protocolo do Teste
1 Plano de distribuicao e identificacéo

B
w

. Materiais e Equipamentos necessarios

Leitor de microplacas ELISA, equipado para medibsorvancia a 450/620nm
Incubador a 37°C

Equipamento manual ou automatico de lavagem despogo

Pipetas para medir volumes entre 10 e 1000 pl

Misturador de tubos Vortex

Agua desionizada ou recentemente destilada.

Tubos descartaveis

Cronémetro

5. ESTABILIDADE E CONSERVACAO

Os reagentes sdo estaveis até a data de validfidada no rétulo quando armazenados a 2...8 °C.

6. PREPARACAO DOS REAGENTES

E muito importante que todos os reagentes, amostamtrolos sejam levados & temperatura ambiefie 25°C)
antes de comecar o teste!

6.1. Tiras revestidas separaveis

As tiras separaveis sdo revestidas com o antigéamioovirus B19 e estdo prontas a serem utilizafasazenar a 2...8°CApos a
retirada das tiras necessarias, fechar imediatat®ers restantes no saco de aluminio com o desirnidlié fornecido e armazenar
a 2...8 °C; sao estaveis até a data de validade.

6.2. Conjugado Parvovirus B19 anti-IgM

O frasco contém 20 ml de uma solucdo de anti-Ighdno com peroxidase de rabano, tampéo, estabédiz@onservantes e um
corante inerte vermelho. A solugéo esta prontar atiizada. Armazenar a 2...8°Bp0s a primeira utilizacéo, a solugéo é estavel
até a data de validade se for armazenada a 2...8°C.

6.3. Controlos

Os frascos com Controlo positivo, Cut-off e Cordrokgativo contem uma solucéo pronta a ser utdiz&bntém 0.1% Kathon e
devem ser armazenados a 2...88f0s a primeira utilizacdo séo estaveis até a drtaalidade se armazenados a 2...8°C.

6.4. Diluente para amostra IgM

O frasco contém 100 ml de tampéo fosfato, IgG lamtirano, estabilizadores, conservantes e um cdramte verde. E utilizado para
a diluicdo da amostra do doente. A solugdo contéimaapos IgG anti-humanos para eliminar a inibicémpetitiva dos anticorpos
IgG especificos para assim remover o factor reud®té&sta solugdo pronta a ser utilizada deve rseazenada a 2...8°@pds a
primeira utilizac&o é estavel até a data de valielaé for armazenada a 2...8°C.

6.5. Solucédo de lavagem (conc. x20)

O frasco contém 50 ml de um tampé&o concentradeygeites e conservantes. Diluir a solucdo 1+18xp10 ml de solugdo de
lavagem + 190 ml de 4gua bidestilada recente e dlergermes. O tamp&o diluido é estavel durani@sZdemperatura ambient@s
cristais na solugdo desaparecem aquecendo a 3ff@Gamho-maria. Apds a primeira utilizagcdo o concadib é estavel até a data
de validade.

6.6. Solucéo de substrato TMB

O frasco contém 15 ml de uma mistura de tetranegtflidina e peréxido de hidrogénio. O reagentepstdto a ser utilizado e deve
ser armazenado a 2...8°C, longe daAugolug&o deve ser incolor ou ter uma leve colovegZulada. Se o substrato ficar azul, pode
ter sido contaminado e deve ser substituido. Agirinaeira utilizagdo € estavel até a data de valiedae armazenado entre 2...8°C.
6.7. Solucdo de paragem

O frasco contém 15 ml de solugéo de acido sulflBi@®M (R 36/38, S 26). Esta solugdo esta prorsarautilizada e deve ser
armazenada a 2...8°Bp06s a primeira utilizacdo é estavel até a dataalelade.
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7. COLHEITA E PREPARACAO DA AMOSTRA

Utilizar amostras de soro humano ou plasma (cjtiaedoa este ensaio. Se o ensaio for realizado Wiss5apos a colheita, a amostra
deve ser conservada a 2...8°C; de outro modo daveigdida em partes iguais e armazenada congdl@flaa -70°C). Se as
amostras forem armazenadas congeladas, misturarabeamostras descongeladas antes de serem uslipadansaioEvitar
congelacdes e descongelacdes repetidas.

Inactivacdo a quente das amostras ndo é recomendado

7.1. Diluicdo da amostra

Antes do ensaio, todas as amostras devem seradilGitll00 com o diluente para amostra IgM. Dilujnllfa amostra com 1ml de
diluente de amostra IgM em tubos para obter unugcéib de 1+100 e misturar cuidadosamente com urteX.or

8. PROCEDIMENTO DO ENSAIO

8.1. Preparacao do teste

Ler cuidadosamente o protocolo do testeesde realizar o ensaio. A fiabilidade dos resultagisende do seguimento rigoroso do
protocolo do teste. Se realizar o teste em sistaut@snaticos ELISA recomendamos o aumento do nudestapas de lavagem de
trés para cinco e o aumento do volume de solucavegem de 300l para 350ul. Antes de comegaseathoento, a distribuicéo e
identificag@o das amostras e controlos deve sdadosamente estabelecida no plano de resultadexido com o kit. Seleccionar o
numero necessario de tiras ou pocos e coloca-lssparte. Reservar pelo menos:

1poco (p.ex. Al) para o branco do substrato,
lpoco (p.ex. Bl) para o controlo negativo,
2 pogos (p. ex. C1+D1) para o controlo cut-off e
1poco (p.ex. E1) para o controlo positivo.

Recomenda-se determinar os controlos e amostradakrses em duplicado, para o caso de ser necessari

Realizar todas as etapas do ensaio na ordem desetané sem grandes atrasos entre as etapas.

Utilizar pontas de pipetas limpas e descartaves gada controlo e amostra.

Ajustar a incubadora a 37° + 1°C.
1. Pipetar 100ul controlos e amostras diluidas parasgectivos pogos. Reservar o pogo Al para o brdmsubstrato.
2. Cobrir os pogos com a folha fornecida com o Kkit.

3. Incubar durante 1 hora + 5 min a 37+1°C.

4

Quando a incubacgéo estiver terminada, removeiha falspirar o contetido dos pogos e lavar cada las iés vezes com
300! de Solugéo de Lavagem. Evitar o transbordampacos de reacgéo. O tempo entre cada ciclovdgden deve ser
de pelo menos 5 segundos. No final remover cuigadeste o fluido remanescente batendo as tirasacpate papel de
tecido antes da proxima etapa!

Nota: A lavagem é muito importante! Lavagem ingeffite conduz a uma precisédo fraca e a valores d®@fncia
falsamente elevados.

5. Pipetar 100ul de Conjugado Parvovirus B19 anti-fiive todos 0s pogos excepto o pogo em brancoi(p)eCobrir com
a folha.

Incubar durante 30 minutos a temperatura ambienteN&o expor directamente a luz solar.
Repetir 0 passo 4.

Pipetar 100ul de Solugdo de Substrato TMB paraoey

Incubar durante exactamente 15 minutos a temperata ambiente no escuro.

10. Pipetar 100pl Solugdo Paragem para 0s po¢os naar@siem e na mesma rapidez que para a Solucaddaeéa TMB.
Qualquer cor azul desenvolvida durante a incubaténsforma-se em amarelo.

Nota: Amostras de doentes altamente positivas rpogeovocar precipitados escuros do cromogénio! &ste
precipitados podem influenciar os valores medidasddnsidade dptica. Recomenda-se a diluicdo préaia
amostra com solugdo de cloreto de sodio fisiologioo exemplo 1+1. Diluir entdo a amostra 1+100 com
tamp&o e multiplicar o resultado em NTU por 2.

11. Medir a absorvancia da amostra a 450/620nm depg@d minutos ap6s a adigdo da Solucédo de Paragem.

8.2. Medicédo
Ajustar o Leitor de Microplacas ELIS&zeroutilizando obranco do substrato no pogo Al.

Se — por raz@es técnicas — o leitor ELISA ndo pseeajustado a zero utilizando o substrato em boatlo poco A, subtrair o valor
da absorvancia do poco Al a todos os outros valdeeabsorvancia medidos de modo a obter resultbéesis!

Medir a absorvanciade todos os pocos450 nme registar os valores de absorvancia para cadeottbe amostra de doente no
plano de distribuicéo e identificacao.

Recomenda-se uma leitura em duplo comprimento de wtilizando 620 nm como comprimento de onda féércia.
Calcular osvalores médios de absorvancipara todos os duplicados, se necessario.

© 0N
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9. RESULTADOS

9.1. Critérios de Validacao
Para que um ensaio seja considerado valido, temuguprir os seguintes critérios:

L] Branco do Substrato  em Al: Valor de absorvanamenor do que 0.100.

L] Controlo negativo em B1: Valor de absorvanaizenor do que 0.200 e menor cut-off.
. Controlo de Cut-off emCleDl: Valor de absorvaneiatre 0.150 e 1.300.

. Controlo positivo em E1: Valor de absorvaneiaior do que o valor de cut-off

Se estes critérios ndo forem cumpridos, o test&nétido e tem que ser repetido.

9.2. Calculo dos Resultados

O valor cut-off corresponde a média dos valoreatdmrvancia do controlo Cut-off.
Exemplo: Valor de Absorvancia do controlo Cut-6f89 + valor de absorvancia do controlo Cut-of38D=0.76 / 2 = 0.38

Cut-off = 0.38

9.3. Interpretacdo dos Resultados
As amostras sé@o considerad3SITIVAS se o valor da absorvancia for maior do que 10%utioft.

As amostras com um valor de absorvancia entre Ififtaae 10% abaixo do cut-off ndo devem ser conaitéer como claramente
positivas ou negativas.

- zona cinzenta

Recomenda-se repetir o teste de novo 2-4 semaniastande com uma amostra fresca. Se o resultadeedondo teste estiver
novamente na zona cinzenta a amostra deve seded#NEGATIVA .

As amostras séo consideratliS8GATIVAS se o valor da absorvancia for inferior a 10% dowalut-off.

9.3.1. Resultados em Unidades NovaTec

Valor (médio) da absorvancia do doente x 10= [Unidades-NovaTec = NTU]
cut-off

Exemplo: _1.551 x10= 41 NTU (Unidades NovaTec)

0.38
Cut-off: 10 NTU
Zona cinzenta: 9-11 NTU
Negativo: <9 NTU
Positivo: >11 NTU

10. CARACTERISTICAS DE DESEMPENHO ESPECIFICAS

10.1. Precisao

Inter-ensaios n Média Cv (%)
Soro Pos. 21 50.2 3.6
Intra-ensaios n Média Cv (%)
Soro Pos. 7 1.76 24

10.2. Especificidade do Diagnéstico

A especificidade do diagnéstico é definida comaababilidade de obter um resultado negativo narmisélo analito especifico. E
superior a 95 %.

10.3. Sensibilidade do Diagnéstico

A sensibilidade do diagndstico € definida comoabpbilidade de obter um resultado positivo na prgsele um analito especifico.
E superior a 95 %.

10.4. Interferéncias

Interferéncias com soros hemoliticos, lipémicosctéricos ndo foram observadas para concentra¢éel)ang/ml de hemoglobina,
5 mg/ml de triglicerideos e 0.2 mg/ml de bilirrudin

Nota: Os resultados referem-se a grupos de amostragigadss; estas especificacbes ndo sdo garantidas
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11. LIMITAGCOES DO PROCEDIMENTO

Contaminagé@o bacterioldgica ou ciclos repetidoscdegelacdo — a descongelacdo da amostra podenarafectvalores de

absorvancia. O diagnostico de uma doenga infecci@saleve ser estabelecido com base no resultadm dé teste. Um diagnéstico
preciso deve levar em consideragdo a histériaceljnd sintomatologia bem como dados seroldgicosorRendamos que os
resultados positivos ou na zona cinzenta sejanmromados com outro sistema de teste (BLOT). Os dadosldgicos séo de valor
limitado no caso de doentes imunocomprometidos seeBm-nascidos.

12. PRECAUCOES E AVISOS

L] De acordo com o artigo 1 paragrafo 2b da Diredfiveopeia 98/79/EC, a utilizagdo de dispositivos in@side diagndstico in-
vitro é destinada pelos fabricantes para assegdexjuabilidade, performance e seguranga do pro8lssim o procedimento
do teste, a informagéo, as precaucgdes e avisdastas;oes para utilizagéo tém de ser rigorosanssgaidas. A utilizacdo de
kits de teste com analisadores e equipamentosasasitem de ser validada. Nao esta autorizadaugraditeracéo no conceito,
composicdo e procedimento do teste bem como a@agib em combinagdo com outros produtos nédo apysvpelo
fabricante; o utilizador € o Unico responséavel fms alteragdes. O fabricante ndo é responsavelgieos resultados e
incidentes devidos a estas razdes. O fabricanteén@sponsavel por quaisquer resultados obtidosapélise visual das
amostras dos doentes.

= Unicamente para diagndstico in-vitro.

L] Todos os componentes de origem humana utilizadgewoducédo destes reagentes foram testados_pacaran8 anti-HIV,
anticorpos _anti-HCV e HBsAg e considerados néatigss. Contudo, todos os materiais devem ser considerados
manipulados como potencialmente infecciosos.

L] N&o misturar reagentes ou tiras de diferentes tegsoducéo.

. N&o utilizar reagentes de outros fabricantes quastieer a utilizar reagentes deste Kkit.

. N&o utilizar reagentes apds a data de validadeaddino rétulo.

L] Utilizar apenas pontas de pipetas, distribuidonesterial de laboratorio limpos.

. N&o trocar as tampas dos frascos dos reagentes\pnacontaminagéo cruzada.

. Fechar bem os frascos dos reagentes logo apésutilmsgédo para evitar perdas por evaporagéo tagonagdo microbiana.

L] Apos a primeira utilizacdo e subsequente armazemagsficar possiveis contaminagdes nos frascadpigado e controlos
antes de os voltar a utilizar.

. Para evitar contaminagdo cruzada e resultadosnfatga elevados, introduzir as amostras de doentescenjugado
exactamenteo fundo dos pogos e sem salpicar.

= O NovaLisa™ ELISA é unicamente destinado a sdizatio por pessoal qualificado, familiarizado comtmas praticas
laboratoriais.

AVISO: Na concentragdo utilizada o Bronidox L rémstitui qualquer risco toxicolégico em caso detacto com a
pele e membranas mucosas!

AVISO: O &cido sulfarico irrita 0os olhos e a pelonserva-lo longe do alcance das criangas. Emdmsontacto conj
os olhos, lavar abundantemente com agua e consuitanédico!

12.1. Consideracdes sobre a eliminacéo dos residuos

Os residuos de quimicos e preparagdes sdo geralommdiderados perigosos. A eliminacéo deste gpesiduos é regulada por leis
e regulamentos nacionais e regionais. Contactaautridades locais ou empresas de residuos paea ioffbrmacdes para a
eliminagéo destes residuos.

13.INFORMACAO PARA ENCOMENDAR

Prod. No.: PARMO0370 Parvovirus B19 IgM-ELIS@6(Determinacdes)
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SCHEME OF THE ASSAY

Parvovirus B19 IgM-ELISA

Test Preparation

Prepare reagents and samples as described.

Establish the distribution and identification pfan all specimens and controls on the result
sheet supplied in the kit.

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

Assay Procedure

Substrate blank Negative | Positive Cut-off Sample
(e.g. A1) control control control (diluted 1+100)
Negative control - 100ul - - -
Positive control - - 100ul - -
Cut-off control - - - 100ul -
Sample
(diluted 1&100) . - - - 100ul

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37°C
Wash each well three times with 3001 of washingtsm
Conjugate | - | 100ul | 100ul | 100ul | 100ul
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 | 100ul | 100ul | 100ul | 100ul] 100pl
Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark
Stop Solution | 00ul | 100ul | 100ul | 100ul] 100pl

Photometric measurement at 450 nm (reference wayle620 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
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