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ENGLISH C€
1. INTRODUCTION

Helicobacter pylori is a spiral Gram-negative bacterium (2-6.5 um in size, flagellated) which colonizes the human gastric
mucosa. The organism is found in the mucous layer and adheres to the surface mucous epithelium of the stomach but
generally does not penetrate the gastric mucosa directly.

However, there is a secondary inflammatory response in the mucosa leading to chronic active gastritis. Helicobacter
pylori is the primary causative agent in most cases of peptic ulcer disease. Infection rate in Europe is about 30%-40%,
worldwide about 50%. There is an inverse relationship between the presence of Helicobacter pylori infection and
socioeconomic status. In developing countries, people acquire the infection at an early age such that by young adulthood
as many as 90% of the population might have Helicobacter pylori gastritis. In developed western countries the prevalence
of Helicobacter pylori gastritis is much lower. Under these conditions, the rate of acquisition is much slower (roughly 1%
per annum) and the older one is, the more likely one is to be infected with the organism.

Species Disease Mechanism of infection

Helicobacter pylori Gastritis The epidemiology of Helicobacter pylori suggests that
Duodenal and peptic ulcers transmission is via the oral route especially in areas with poor
gastric cancer sanitation.

Infection may be identified by

= Histology: Giemsa, Warthin Starry or Genta stain / culture of antral biopsy specimens
. Enzymology: Detection of bacterial urease (urea breath test)

= Serology: Detection of antibodies

2. INTENDED USE

The NovaTec Helicobacter pylori IgG plus-ELISA is intended for the qualitative and quantitative determination of 1gG
class antibodies against Helicobacter pylori in human serum or plasma (citrate).

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The quantitative immunoenzymatic determination of 1gG-class antibodies against Helicobacter pylori is based on the
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with Helicobacter pylori antigens to bind corresponding antibodies of the specimen.
After washing the wells to remove all unbound sample material horseradish peroxidase (HRP) labelled anti-human 1gG
conjugate is added. This conjugate binds to the captured Helicobacter specific antibodies. The immune complex formed
by the bound conjugate is visualized by adding Tetramethylbenzidine (TMB) substrate which gives a blue reaction
product.

The intensity of this product is proportional to the amount of Helicobacter specific IgG antibodies in the specimen.
Sulphuric acid is added to stop the reaction. This produces a yellow endpoint colour. Absorbance at 450 nm is read using
an ELISA microwell plate reader.

4. MATERIALS

4.1 Reagents supplied

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

= IgG Sample Diluent ***: 1 bottle containing 100 ml of buffer for sample dilution; pH 7.2 + 0.2, coloured yellow;
ready to use; white cap.

L] Stop Solution : 1 bottle containing 15 ml sulphuric acid, 0.2 mol/l; ready to use; red cap.

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

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

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

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

* contains 0.1 % Bronidox L after dilution

ki contains 0.2 % Bronidox L

ok contains 0.1 % Kathon



4.2. Materials supplied

= 1 Strip holder

. 1 Cover foils

= 1 Test protocol

= 1 distribution and identification plan

4.3. Materials and Equipment needed

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

L] Manual or automatic equipment for rinsing wells

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

. Deionised or (freshly) distilled water

= Disposable tubes

= Timer

5. STABILITY AND STORAGE

The reagents are stable up to the expiry date stated on the label when stored at 2...8 C.

6. REAGENT PREPARATION

It is very important to bring all reagents, samples and standards to room temperature (20...25%C) before
starting the test run!

6.1. Coated snap-off Strips

The ready to use breakapart snap-off strips are coated with Helicobacter pylori antigen. Store at 2...8C. Immediately
after removal of strips, the remaining strips should be resealed in the aluminium foil along with the desiccant supplied and
stored at 2...8 C; stability until expiry date.

6.2. Helicobacter pylori anti-lgG Conjugate

The bottle contains 20 ml of a solution with anti-human IgG horseradish peroxidase, buffer, stabilizers, preservatives and
an inert blue dye. The solution is ready to use. Store at 2...8C. After first opening until expiry date when stored at
2...8TC.

6.3. Additional Control

The bottle labelled with Additional Control contains a ready to use control solution. The concentration in NovaTec Units
(NTU)/ml is printed on the label. It contains 0.1% Kathon and has to be stored at 2...8C. After first opening stability until
expiry date when stored at 2...8C.

6.4. Standards

The vials labelled with Standard A, B, C and D contain a ready to use standard solution. The concentration of the
standards in NovaTec Units (NTU) are:

Standard A: 0  NTU/mI

Standard B: 15 NTU/mI

Standard C: 75 NTU/ml

Standard D: 150 NTU/ml

The solutions have to be stored at 2...8C and contain 0.1% Kathon. After first opening until expiry date when stored at
2...8TC.

6.5. IgG Sample Diluent

The bottle contains 100 ml phosphate buffer, stabilizers, preservatives and an inert yellow dye. It is used for the dilution of
the patient specimen. This ready to use solution has to be stored at 2... 8C. After first opening until expiry date when
stored at 2...8C.

6.6. Washing Solution (20xconc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated buffer, detergents and preservatives. Dilute washing solution 1+19; e.g. 10 ml
washing solution + 190 ml fresh and germ free redistilled water. The diluted buffer will keep for 5 days if stored at room
temperature. Crystals in the solution disappear by warming up to 37 C in a water bath. After first opening the con centrate
is stable until the expiry date.

6.7. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a tetramethylbenzidine/hydrogen peroxide system. The reagent is ready to use and has to be
stored at 2...8C, away from the light. The solution should be colourless or could have a slight blue tinge. If the substrate
turns into blue, it may have become contaminated and should be thrown away. After first opening until expiry date when
stored at 2...8C.



6.8. Stop Solution

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

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) samples with this assay. If the assay is performed within 5 days after sample
collection, the specimen should be kept at 2...8C; otherwise they should be aliquoted and stored deep-frozen (-20 to -
70C). If samples are stored frozen, mix thawed sam ples well before testing. Avoid repeated freezing and thawing.

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

Before assaying, all samples should be diluted 1+100 with IgG Sample Diluent. Dispense 10ul sample and 1ml 1gG
Sample Diluent into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroughly mix with a Vortex.

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

Please read the test protocol carefully before performing the assay. Result reliability depends on strict adherence to the
test protocol as described. The following test procedure is only validated for manual procedure. If performing the test on
ELISA automatic systems we recommend to increase the washing steps from three to five and the volume of washing
solution from 300pl to 350ul to avoid washing effects. Prior to commencing the assay, the distribution and identification
plan for all specimens and controls should be carefully established on the result sheet supplied in the kit. Select the
required number of microtiter strips or wells and insert them into the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. Al) for the substrate blank,
4 wells (e.g.B1, C1, etc.) for Standard A, B, C and D
1 well (e.g. F1) for Additional control.

It is recommended to determine standards and patient samples in duplicate.

Perform all assay steps in the order given and without any appreciable delays between the steps.
A clean, disposable tip should be used for dispensing each control and sample.

Adjust the incubator to 37°+ 1<C.

1. Dispense 100ul of each Standard (A, B, C and D), Additional Control and diluted samples into the respective
wells. Leave well Al for substrate blank.

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

4.  When incubation has been completed, remove the foil, aspirate the content off the wells and wash each well
three times with 300ul of washing solution. Avoid overflows from the reaction wells. The soak time between
each wash cycle should be >5sec. At the end carefully remove remaining fluid by tapping strips on tissue paper
prior to the next step!

Note: Washing is critical! Insufficient washing results in poor precision and falsely elevated absorbance values.

5. Dispense 100pl Helicobacter pylori anti-lgG Conjugate into all wells except for the blank well (e.g. Al). Cover
with foil.

Incubate for 30 min at room temperature (20 to 25C). Do not expose to direct sunlight.
Repeat step 4.

Dispense 100ul TMB Substrate Solution into all wells

Incubate for exactly 15 min at room temperature (20 to 25<C) in the dark.

10. Dispense 100pul Stop Solution into all wells in the same order and at the same rate as for the TMB Substrate
Solution.
Any blue colour developed during the incubation turns into yellow.

Note: Highly positive patient samples can cause dark precipitates of the chromogen! These precipitates
have an influence when reading the optical density. Predilution of the sample with physiological
sodium chloride solution, for example 1+1, is recommended. Then dilute the sample1+100 with
dilution buffer and multiply the results in NTU by 2.

11. Measure the absorbance of the specimen at 450/620nm within 30 min after addition of the Stop Solution.

© ® N o

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

If - due to technical reasons - the ELISA reader cannot be adjusted to zero using the substrate blank in well A1, subtract
the absorbance value of well Al from all other absorbance values measured in order to obtain reliable results!

4



Measure the absorbance of all wells at 450 nm and record the absorbance values for each control and patient sample in
the distribution and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as reference wavelength is recommended.
Where applicable calculate the mean absorbance values of all duplicates.

9. RESULTS

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

. Substrate blank in Al: Absorbance < 0.100.
. Standard A in B1: Absorbance < 0.200
Standard B in C1: Absorbance > 0.200
Standard C in D1: Absorbance > 0.500
. Standard D in EL: Absorbance > 1.100
. Additional control in F1: Result in NTU/ml within range indicated on the label.

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

9.2. Calculation of Results

In order to obtain quantitative results in NTU/ml  blot the (mean) absorbance values of the 4 Standards A, B, C and D
on (linear/linear) graph paper in a system of coordinates against their corresponding concentrations (0, 15, 75 and 150
NTU/ml) and draw a standard calibration curve (absorbance values on the vertical y-axis, concentrations on the horizontal
X-axis).

Read results from this standard curve employing the (mean) absorbance values of each patient specimen and control.

All suitable computer programs available can be used for automated result reading and calculation.

9.3. Typical Calibration Curve

Helicobacter pylori lgG
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9.4. Interpretation of Results

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

The following values should be considered as a guideline:

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

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Interassay n Mean (NTU) Cv (%) Cv (%) mean
Pos Serum 13 13 7.2 51

13 37 3.0
Intraassay n Mean (OD) Cv (%) Cv (%) mean
Pos Serum 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0



10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the probability of the assay of scoring negative in the absence of the specific
analyte.

Itis 92.0 % (95 % confidence interval 0.84 — 0.99).

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the probability of the assay of scoring positive in the presence of the specific
analyte.
Itis 94.4 % (95% confidence interval 0.87 - 1).

10.4. Analytical Sensitivity

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

10.5. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or icteric sera are not observed up to a concentration of 10 mg/ml hemoglobin, 5
mg/ml triglycerides and 0.2 mg/ml bilirubin.

Note: The results refer to the groups of samples investigated; these are not guaranteed specifications.

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimen may affect the absorbance values. Diagnosis of
an infectious disease should not be established on the basis of a single test result. A precise diagnosis should take into
consideration clinical history, symptomatology as well as serological data.

In immunocompromized patients and newborns serological data only have restricted value.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

L] In compliance with article 1 paragraph 2b European directive 98/79/EC the use of the in vitro diagnostic medical
devices is intended by the manufacturer to secure suitability, performances and safety of the product. Therefore the
test procedure, the information, the precautions and warnings in the instructions for use have to be strictly followed.
The use of the testkits with analyzers and similar equipment has to be validated. Any change in design, composition
and test procedure as well as for any use in combination with other products not approved by the manufacturer is
not authorized; the user himself is responsible for such changes. The manufacturer is not liable for false results and
incidents for these reasons. The manufacturer is not liable for any results by visual analysis of the patient samples.

. Only for in-vitro diagnostic use.

= All components of human origin used for the production of these reagents have been tested for anti-HIV antibodies

anti-HCV antibodies and HBsAg and have been found to be non-reactive. Nevertheless, all materials should still be

regarded and handled as potentially infectious.

Do not interchange reagents or strips of different production lots.

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

Do not use reagents after expiry date stated on the label.

Use only clean pipette tips, dispensers, and lab ware.

Do not interchange screw caps of reagent vials to avoid cross-contamination.

Close reagent vials tightly immediately after use to avoid evaporation and microbial contamination.

After first opening and subsequent storage check conjugate and control vials for microbial contamination prior to

further use.

L] To avoid cross-contamination and falsely elevated results pipette patient samples and dispense conjugate without
splashing accurately to the bottom of wells.

. The NovaLisa™ ELISA is only designed for qualified personnel who are familiar with good laboratory practice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L has hardly any toxicological risk upon contact with skin and
mucous membranes!
WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skin. Keep out of the reach of children. Upon contact with the eyes,

rinse thoroughly with water and consult a doctor!

12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are generally considered as hazardous waste. The disposal of this kind of waste
is regulated through national and regional laws and regulations. Contact your local authorities or waste management
companies which will give advice on how to dispose hazardous waste.

13. ORDERING INFORMATION

Prod. No.: PHELGO022 Helicobacter pylori IgG plus-ELISA (96 Determinations)



DEUTSCH C€
1. EINLEITUNG

Helicobacter pylori ist ein gramnegatives, mikroaerophiles Stébchenbakterium, das die menschliche Magenschleimhaut
besiedelt. Es besitzt eine spiralige, leicht gekrimmte Form und hat an seinem Ende GeifReln, mit denen es sich schnell
fortbewegen kann. Biochemisch ist die hohe Aktivitait des Enzyms Urease bemerkenswert. Neben der wichtigsten
Spezies Helicobacter pylori kommen beim Menschen noch H. cinaedi und H. fenelliae vor. H. cinaedi und fenelliae sind
jedoch nicht im Magen, sondern in distalen Darmabschnitten als Enteritiserreger zu finden. Bei Tieren wurden noch
weitere Arten beschrieben.

H. pylori gilt als eine Ursache fur die Antrumgastritis (Typ B-Gastritis) und als Wegbereiter fir das Ulcus duodeni und
ventriculi. Bei chronischer Besiedlung droht eventuell ein Magenkarzinom.

In den Industriestaaten ist die Infektion mit H. pylori weit verbreitet. Pro Altersjahrgang nimmt die Prévalenz um ca. 1 %
zu, so dass etwa die Halfte der 50-jahrigen dies Bakterien in der Magenschleimhaut hat, ohne dass dies immer gleich zu
einer manifesten Erkrankung fuhrt. In Landern mit schlechtem Hygienestandard ist die Pravalenz noch héher. Die
Ubertragung der Erreger erfolgt scheinbar auf oralem Weg nur von Mensch zu Mensch.

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

Infektionen kénnen nachgewiesen werden mittels:

= Histologie von Magenschleimhautbiopsien
. Enzymologie: Nachweis bakterieller Urease ( Urease-Schnelltest, Atemtest)
L] Serologie: Nachweis spezifischer Antikdrper mittels ELISA

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Helicobacter pylori IgG plus-ELISA ist fur den quantitativen Nachweis spezifischer 1gG-Antikdrper gegen
Helicobacter pylori in humanem Serum oder Plasma (Citrat) bestimmt.

3. TESTPRINZIP

Die quantitative immunenzymatische Bestimmung von spezifischen IgG-Antikérpern gegen Helicobacter pylori beruht auf
der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-Technik. Mikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichtet mit
inaktivierten Helicobacter pylori Antigenen. Vorhandene spezifische Antikdrper in der Probe binden an die immobilisierten
Antigene der Mikrotiterplatte. Meerrettich-Peroxidase (HRP) -konjugierte anti-human-1gG Antikdrper binden an Antigen-
Antikdrperkomplexe in positiven Proben. Die entstandenen Immunkomplexe werden durch Blaufarbung nach Inkubation
mit Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratlésung nachgewiesen. Stoppen der enzymatischen Reaktion mit Schwefelsaure
fuhrt zu einem Farbumschlag von blau zu gelb, der einfach nachgewiesen und mit einem ELISA-Reader bei 450 nm
gemessen werden kann.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

. Helicobacter pylori beschichtete Mikrotiterstreifen (IgG): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit inaktivierten
Helicobacter pylori Antigenen; in wieder verschliebarem Aluminiumbeutel.
= 1gG-Probenverdinnungspuffert+*: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdinnung; pH 7.2 + 0.2; gelb

gefarbt; gebrauchsfertig; weile Verschlusskappe,
= Stopplésung: 1 Flasche mit 15 ml Schwefelsaure, 0.2 mol/l, gebrauchsfertig; rote Verschlusskappe.

. Waschlésung (20x konz.)*: 1 Flasche mit 50 ml eines 20-fach konzentrierten Puffers zum Waschen der Kavitaten;
pH 7.2+0.2; weiRe Verschlusskappe.

. Helicobacter pylori anti-lgG-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugierten Antikdrpern gegen
humanes IgG; blau gefarbt; gebrauchsfertig. schwarze Verschlusskappe;

= TMB-Substratldsung: 1 Flasche mit 15 ml 3,3°,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB); gebrauchsfertig; gelbe
Verschlusskappe.

. Helicobacter pylori 1gG Zusatzkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb gefarbt; orange Verschlusskappe;
gebrauchsfertig.

. Helicobacter pylori 1gG Standards***: 4 Flaschchen, je 2 ml, gebrauchsfertig,:
Standard A: 0 NTU/ml; blaue Verschlusskappe
Standard B: 15 NTU/ml; griine Verschlusskappe
Standard C: 75 NTU/mI; gelbe Verschlusskappe
Standard D: 150 NTU/ml; rote Verschlusskappe



* enthalt 0.1 % Bronidox L nach Verdiinnung
xx enthélt 0.2 % Bronidox L
**  enthalt 0.1 % Kathon

4.2. Mitgeliefertes Zubehor

. 1 selbstklebende Abdeckfolien

. 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
= Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1000 pl)
. Vortex-Mischer

. Plastikréhrchen fur den einmaligen Gebrauch

. Roéhrchen-Stander

L] Aqua dest.

. Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei 2...8C lagern. Die Reagenzien nicht na ch den angegebenen Verfallsdaten verwenden. Die Verfallsdaten sind
jeweils auf den Flaschenetiketten und auf dem Auf3enetikett angegeben.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur(20...25C) zu
bringen!

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktivierten Helicobacter pylori Antigenen beschichtet. Die gebrauchsfertigen
Vertiefungen sind bei 2...8C aufzubewahren. Nichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutel zusammen mit dem
Trockenmittel sofort wieder verschlie3en und bei 2...8°C lagern. Haltbarkeit bis zum angegebenen Verfa llsdatum.

6.2. Helicobacter pylori anti-lgG Konjugat

Das Flaschchen enthdlt 20 ml einer Lésung von anti-human IgG-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabilisatoren,
Konservierungsmittel und einen inerten blauen Farbstoff. Die gebrauchsfertige Losung ist bei 2...8°C aufzubewahren.
Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8TC).

6.3. Zusatzkontrolle

Das Flaschchen mit Zusatzkontrolle enthalt eine gebrauchsfertige Kontrollldsung. Die Konzentration in NovaTec Units
(NTU)/ml ist auf dem Etikett angegeben. Die gebrauchsfertige Lsung ist bei 2...8C aufzubewahren und enthalt 0.1 %
Kathon. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8C).

6.4. Standards

Die Flaschchen mit Nullstandard A und Standards B, C und D enthalten 2.0 ml gebrauchsfertige Standardlésung. Die
Konzentrationen der Standards in NovaTec Units (NTU) sind:

Standard A: 0 NTU/mI

Standard B: 15 NTU/ml

Standard C: 75 NTU/ml

Standard D:150  NTU/ml

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

6.5. IlgG-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthélt 100 ml Phosphatpuffer, Stabilisatoren, Konservierungsmittel und einen inerten gelben Farbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung ist bei 2...8°C aufzubewahr en. Die Losung wird fir die Verdunnung der Proben eingesetzt. Nach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8C).

6.6. Waschlésung (20x konz.)

Die Flasche enthalt 50 ml konzentrierten Puffer, Detergenzien und Konservierungsmittel. Der Inhalt wird auf einen Liter
mit Aqua dest. verdunnt (1+19). Der verdiinnte Puffer ist bei Raumtemperatur 5 Tage haltbar. Die Waschldsung wird zum
Waschen der Streifen eingesetzt. Sollte eine Kristallisation im Konzentrat auftreten, die Waschlésung auf 37<C erwarmen
und vor dem Verdiinnen gut mischen. Nach dem ersten Offnen, Konzentrat haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum
(bei 2...8C).



6.7. TMB-Substratlésung

Das Flaschchen enthélt 15 ml eines Tetramethylbenzidin/Wasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchsfertige Losung ist
bei 2...8C vor Licht geschitzt aufzubewahren. Die Losung ist leicht hellblau. Sollte die TMB-Substratidsung dunkelblau
sein, ist sie kontaminiert und kann nicht im Test verwendet werden. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum
Verfallsdatum bei sachgerechter Lagerung von 2...8TC.

6.8. Stopplésung

Das Flaschchen enthalt 15 ml 0,2 M Schwefelsaure (R36/38, S26). Die gebrauchsfertige Lésung ist bei 2...8C
aufzubewahren. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Citrat) verwendet werden. Werden die Bestimmungen innerhalb von 5
Tagen nach Blutentnahme durchgefiihrt, kdnnen die Proben bei 2...8C aufbewahrt werden, sonst tiefgefri eren (-70...-
20C). Wiederaufgetaute Proben vor dem Verdiinnen gu t schiitteln. Wiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden!
Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdinnung

Proben vor Testbeginn im Verhéltnis 1+100 mit IgG-Probenverdinnungspuffer verdiinnen, z.B. 10ul Probe und 1 ml I1gG-
Probenverdiunnungspuffer in die entsprechenden Réhrchen pipettieren, um eine Verdinnung von 1+100 zu erhalten; gut
mischen (Vortex).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformation vor Durchfiihrung des Tests sorgfaltig lesen. Fir die Zuverlassigkeit der Ergebnisse ist es
notwendig, die Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgende Testdurchfuihrung ist fir die manuelle Methode validiert.
Beim Arbeiten mit ELISA Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte auszuschlieBen, die Zahl der Waschschritte von
drei auf funf und das Volumen der Waschlésung von 300 pl auf 350 pl zu erhéhen. Vor Testbeginn auf dem mitgelieferten
Ergebnisblatt die Verteilung bzw. Position der Patientenproben und Standards auf den Mikrotiterstreifen genau festlegen.
Die benétigte Anzahl von Mikrotiterstreifen (Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei mindestens

1 Vertiefung (z.B. Al) fur den Substratleerwert (Blank),
4 Vertiefungen (z.B. B1, C1, etc) fir die Standards A, B, C und D
1 Vertiefung (z.B. F1) fur die Zusatzkontrolle.

Prinzipien der Qualitétssicherung in der Laboratoriumsmedizin erfordern zur héheren Sicherheit fir Standards und
Patientenproben mindestens Doppelbestimmungen. Es wird empfohlen positive bzw. negative Kontrollproben bei jeder
Testdurchfiihrung mitzufiihren.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzdgerung durchfiihren.
Fur jeden Pipettierschritt der Standards und Proben saubere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf 37 + 1C einstellen.

1. Je 100 pl Standard A, B, C und D, Zusatzkontrolle und vorverdiinnte Proben in die entsprechenden
Vertiefungen pipettieren. Vertiefung Al ist fur den Substratleerwert vorgesehen.

2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie bedecken.
3. 1 h+5min bei 37T inkubieren.

Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernen und die Inkubationsflissigkeit aus den Teststreifen
absaugen. AnschlieBend dreimal mit 300ul Waschlésung waschen. UberflieRen von Fliissigkeit aus den
Vertiefungen vermeiden. Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte mindestens 5 sec betragen. Nach
dem Waschen die Teststreifen mit den Offnungen nach unten kurz auf Fliesspapier ausklopfen, um die
restliche Flussigkeit zu entfernen.

Beachte: Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendes Waschen zu schlechter Prazision und falsch
erhdhten Messergebnissen fiihrt!

5. 100pl Helicobacter pylori anti-lgG Konjugat in alle Vertiefungen, mit Ausnahme der flr die Berechnung des
Leerwertes vorgesehenen, pipettieren. Mit Folie abdecken.

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

100pl TMB-Substratldésung in alle Vertiefungen pipettieren.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20...25 <) inkubieren.

10. In alle Vertiefungen 100l Stopplésung in der gleichen Reihenfolge und mit den gleichen Zeitintervallen wie bei
der TMB-Substratldsung Zugabe pipettieren. Wahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe schlagt in gelb um.
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Hinweis: Hochpositive Patientenproben kénnen schwaérzliche Prazipitate des Chromogens verursachen! Diese
Préazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird empfohlen, die Patientenprobe mit physiologischer
Kochsalzlésung 1 + 1 zu verdinnen und anschlieBend die verdinnte Probe mit 1gG-
Probenverdinnungspuffer 1 + 100 fir den Test vorzubereiten. Das Ergebnis in NTU wird in diesem
Fall mit zwei multipliziert.

11. Die Extinktion der Ldsung in jeder Vertiefung bei 450/620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe der
Stopplésung messen

8.2. Messung

Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blank) in A1 den Nullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Readers)
vornehmen.

Falls diese Eichung aus technischen Grunden nicht mdglich ist, muss nach der Messung der Extinktionswert der Position
Al von allen anderen Extinktionswerten abgezogen werden, um einwandfreie Ergebnisse zu erzielen!

Extinktion aller Kavitéaten bei 450 nm messen und die Messwerte der vier Standards und Proben in das Ergebnisblatt
eintragen.

Eine bichromatische Messung mit der Referenzwellenldange 620 nm wird empfohlen.
Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt wurden, den Mittelwert der Extinktionswerte  berechnen.

9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

9.1. Testgultigkeitskriterien
Der Test wurde richtig durchgefuihrt, wenn er folgende Kriterien erfillt:

. Substrat-Leerwert in Al: Extinktion < 0.100

. Standard A in B1: Extinktion < 0.200
Standard B in C1: Extinktion > 0.200
Standard C in D1: Extinktion > 0.500

. Standard D in EL: Extinktion > 1.100

. Zusatzkontrolle in F1: Ergebnis in NTU/ml innerhalb des auf dem Etikett angegebenen
Bereiches

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
Sind diese Kriterien nicht erfiillt, ist der Testlauf ungdiltig und muss wiederholt werden.

9.2. Messwertberechnung

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

Anhand dieser Standardkurve Ergebnisse die gemittelten Extinktionswerte der jeweiligen Patientenproben ablesen.

Im Handel erhaltliche Auswertungsprogramme ermdglichen eine automatische Erstellung der Standardkurve und
Kalkulation der Ergebnisse

9.2.1 Typische Standardkurve

Helicobacter pylori IgG
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9.3. Interpretation der Ergebnisse

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

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

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Interassay n Mittelwert (NTU) VK (%) VK (%) Mittelwert
Pos. Serum 13 13 7,2 5.1

13 37 3,0
Intraassay n Mittelwert (OD) VK (%) VK (%) Mittelwert
Pos. Serum 19 0.56 6,1 6,5

19 1.50 7,0

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als die Wahrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergebnis bei Fehlen des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt 92.0 % (95% Konfidenzintervall 0.84 — 0.99).

10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitét ist definiert als die Wahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Ergebnis bei Vorhandensein
des spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt 94.4 % (95% Konfidenzintervall 0.87 — 1).

10.4. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat des Tests ist definiert als die kleinste Konzentration, die vom Nullstandard unterschieden
werden kann. Sie betragt 3 NTU/ml.

10.5. Interferenzen

Hamolytische, lipdmische und ikterische Proben ergaben bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml fir Hamoglobin, von 5
mg/ml Triglyceride und von 0,2 mg/ml fir Bilirubin keine Interferenzen im vorliegenden ELISA.

Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die untersuchten Probenkollektive; es handelt sich nicht um garantierte
Spezifikationen

11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholtes Einfrieren und Auftauen kénnen zu einer Veranderung der
Messwerte fuhren.

Die Diagnose einer Infektionskrankheit darf nicht allein auf der Basis des Ergebnisses einer Bestimmung gestellt werden.
Die anamnestischen Daten sowie die Symptomatologie des Patienten missen zusatzlich zu den serologischen
Ergebnissen in Betracht gezogen werden.

Bei Immunsupprimierten und Neugeborenen besitzen die Ergebnisse der serologischen Tests nur einen begrenzten
Wert.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

. GemaR Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EG legt der Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitro-Diagnostika
fest, um deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherzustellen. Daher sind die Testdurchfiihrung, die Information,
die SicherheitsmaRnahmen und Warnhinweise in der Gebrauchsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung des
Testkits auf Diagnostika-Geraten ist die Testmethode zu validieren. Jede Anderung am Aussehen, der
Zusammensetzung und der Testdurchfuhrung sowie jede Verwendung in Kombination mit anderen Produkten, die
der Hersteller nicht autorisiert hat, ist nicht zulassig; der Anwender ist fiir solche Anderungen selbst verantwortlich.
Der Hersteller haftet fir falsche Ergebnisse und Vorkommnisse aus solchen Grinden nicht. Auch fir falsche
Ergebnisse aufgrund von visueller Auswertung wird keine Haftung ibernommen.

= Nur fr in-vitro-Diagnostik.

L] Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Ursprungs sind auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBSAG nicht-

reaktiv getestet. Dennoch sind alle Materialien als potentiell infektids anzusehen und entsprechend zu behandeln.

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlicher Chargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen mit den Reagenzien dieses Testkits verwenden.

Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Labormaterialien verwenden.

Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nicht untereinander vertauschen.
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= Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlieRen, um Verdunstung und mikrobielle Kontamination zu vermeiden.

= Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standardfléaschchen vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Kontamination
prifen.

= Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falsch erhdhten Resultaten Patientenproben und Konjugat sorgféltig
in die Kavitaten pipettieren.

L] Der Novalisa™ ELISA ist nur fir die Anwendung durch Fachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitstechniken
einwandfrei beherrscht.

WARNUNG: Bronidox L zeigt in der verwendeten Konzentration nahezu keine toxikologischen Risiken an Haut
bzw. Schleimhaut.
WARNUNG: Schwefelsdure reizt Augen und Haut! Nach Berthrung mit den Augen griindlich mit Wasser spulen

und einen Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regel Sonderabfdlle. Deren Beseitigung unterliegt den nationalen
abfallrechtlichen Gesetzen und Verordnungen. Die zustdndige Behorde informiert Uber die Entsorgung von
Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: PHELG022 Helicobacter pylori IgG plus-ELISA (96 Bestimmungen)
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ITALIANO C E
1. INTRODUZIONE

L’'Helicobacter pylori é un batterio spiraliforme gram negativo, che si introduce nella mucosa dello stomaco degli essere
umani. E mobile per la presenza di flagelli di superficie localizzati sull'estremita polare. La trasmissione pud avvenire in
diversi modi: oro-orale, gastro-orale ed oro-fecale. L'Helicobacter pylori & associato alla gastrite cronica ed all’ ulcera
peptica. Puo essere riscontrato anche in soggetti asintomatici. Il batterio & adeso alla superficie della mucosa gastrica ed
immerso nel muco: attraverso i flagelli e la produzione di ureasi puo indurre una lesione infiammatoria cronica a livello
della mucosa gastro-duodenale. L'infezione cronica da H. pylori & stata anche chiamata in causa nella patogenesi del
carcinoma e del linfoma gastrico. L'H. pylori viene trovato nel 10% dei soggetti di eta compresa tra i 20-30 anni e in circa
il 50% delle persone di eta compresa tra i 60-70 anni.

Specie Malattia Sintomi Modo d’infezione

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

Diagnosi

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

2. USO PREVISTO

Il NovaTec Helicobacter pylori IgG plus ELISA & un kit per la determinazione quantitativa degli anticorpi specifici della
classe IgG per Helicobacter pylori nel siero o plasma (citrato) umano.

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione quantitativa degli anticorpi 1gG per Helicobacter pylori si basa sul principio ELISA. | pozzetti delle
micropiastre contengono una fase solida con antigeni specifici del Helicobacter pylori. Anticorpi specifici nel campione si
legano agli antigeni immobilizzati nei pozzetti. Gli anticorpi del coniugato (perossidasi di rafano-anticorpi anti-lgG umani)
si legano ai complessi antigene (fase solida)-anticorpo (paziente) nei campioni positivi. Questi complessi vengono
evidenziati da una colorazione blu dopo l'incubazione con la soluzione TMB. L'intensitd di questa colorazione e
direttamente proporzionale alla quantita di anticorpi specifici per il Helicobacter pylori di classe IgG presenti nel
campione. Fermando la reazione enzimatica con acido solforico si causa un cambiamento di colore dal blu al giallo che
puo essere misurato faciimente con un fotometro per 'ELISA a 450 nm.

4. MATERIALI

4.1. Reagenti forniti

. Micropiastre con antigeni del Helicobacter pylori ( IgG): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesi antigeni del
Helicobacter pylori; dentro una busta d’'alluminio richiudibile.

= Tampone diluente IgG***: 1 flacone contenente 100 ml di tampone per diluire i campioni; pH 7.2 + 0.2; color giallo;
pronto all’'uso; tappo bianco.

. Soluzione stop: 1 flacone contenente 15 ml di acido solforico, 0.2 mol/l, pronto all’'uso; tappo rosso.

. Tampone di lavaggio (20x conc.)*: 1 flacone contenente 50 ml di un tampone concentrato 20 volte per il lavaggio
dei pozzetti; pH 7.2 + 0.2; tappo bianco.

. Coniugato Helicobacter pylori anti 1gG**: 1 flacone contenente 20 ml di anticorpi di coniglio anti-lgG umani,
coniugati a perossidasi; color azzurro; pronto all'uso; tappo nero.
. Soluzione TMB: 1 flacone contenente 15 ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); pronto all'uso; tappo giallo.
. Helicobacter pylori IgG Controllo***: 1 flacone da 2 ml; colore giallo; pronto uso; tappo arancio
. Helicobacter pylori 1gG Standards***: 5 flaconi, contenenti 2 ml, pronti all’'uso:
Standard A: 0 NTU/ml; tappo blu
Standard B: 15 NTU/ml; tappo verde
Standard C: 75 NTU/ml; tappo giallo
Standard D: 150 NTU/ml; tappo rosso

* contiene 0.1 % Bronidox L dopo diluizione
ki 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 I'uso

1 foglio di controllo

4.3. Materiali e attrezzature necessari

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

Lavatore di micropiastre

= Micropipette con punte monouso (10, 100, 200, 1000 pl)
. Vortex-Mixer

. Provette monouso

. Supporto per provette

= Acqua deionizzata o distillata.

. Timer

5. MODALITA DI CONSERVAZIONE

| reagenti devono essere conservati tra 2-8C. Non usare i reagenti dopo la scadenza. La data di scadenza & stampata
sull’etichetta di ogni componente e sull’etichetta esterna della confezione.

6. PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente (20-25<C) prima dell’'uso!

6.1. Micropiastre

| pozzetti sono separabili. Contengono adesi antigeni inattivati del Helicobacter pylori. | pozzetti, pronti all’'uso, devono
essere conservati tra 2-8C. Riporre i pozzetti non utilizzati nel sacchetto con il gel essiccante di silice. |l prodotto e
stabile fino alla data di scadenza se conservato tra 2-8C.

6.2. Coniugato Helicobacter pylori IgG

Il flacone contiene 20 ml di anticorpi anti-lgG umani coniugati a perossidasi di rafano, stabilizzanti, conservanti e un
colorante inerte azzurro. Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla data di scadenza se conservato tra 2-8C.

6.3. Controllo

Il flacone contiene una soluzione di controllo pronto uso. La concentrazione in Unita Novatec (NTU)/ml & riportata
sull'etichetta. Contiene 0.1% Kathon e deve essere conservato a 2...8C. Una volta aperto, il prodotto & stabile fino alla
data di scadenza se conservato a 2...8C.

6.4. Standards

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

Standard B: 15 NTU/mI

Standard C: 75 NTU/ml

Standard D:150 NTU/ml

Contengono 0,1% Kathon. Una volta aperto, il prodotto € stabile fino alla data di scadenza se conservato tra 2-8C.

6.5. Tampone diluente 1gG

Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfato, stabilizzanti, conservanti e un colorante giallo inerte. La soluzione viene
usata per diluire i campioni . Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla data di scadenza se conservato tra 2-8C.

6.6. Tampone di lavaggio (20x conc.)

Il flacone contiene 50 ml di un tampone concentrato, detergenti e conservanti. Il contenuto viene diluito con acqua
deionizzata o distillata (1 + 19). Il tampone diluito é stabile fino 5 giorni se conservato a temperatura ambiente. Se sono
presenti cristalli, scioglierli a 37C prima di dil uire. Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla data di scadenza se
conservato tra 2-8C.

6.7. Soluzione TMB

Il flacone contiene 15 ml di 3,3",5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB) e perossido di idrogeno pronto all’'uso. Conservare al
buio. La soluzione é incolore o celeste chiaro. Nel caso in cui diventasse blu significa che é contaminata e non puo
essere piu usata. Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla data di scadenza se conservato tra 2-8<C.

6.8. Soluzione Stop

Il flacone contiene 15 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S26), pronto all’'uso. Una volta aperto, il prodotto é stabile
fino alla data di scadenza se conservato tra 2-8C.
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7. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Usare campioni di siero o plasma (citrato) umano. Se il test viene fatto entro 5 giorni dal prelievo i campioni possono
essere conservati tra 2-8<C. Altrimenti devono esse re aliquotati e congelati tra -70...-20C. Agitare bene i campioni
scongelati prima di diluirli. Evitare cicli ripetuti di congelamento/scongelamento.

L’inattivazione dei campioni per mezzo del calore non € raccomandata.

7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1 + 100 con tampone diluente IgG. Per esempio, pipettare nelle provette 10 pl 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 dosaggio. Per ottenere risultati validi é indispensabile seguire esattamente le
istruzioni. La seguente procedura €& stata validata per I'esecuzione manuale. Per una esecuzione su strumentazione
automatica si consiglia di incrementare il numero di lavaggi de 3 a5 volte e il volume della soluzione di lavaggio da 300 a
350ul per evitare interferenze. Stabilire innanzitutto il piano di distribuzione ed identificazione dei campioni e controlli sul
foglio di lavoro fornito con il kit. Inserire i pozzetti necessari nel supporto micropiastre

Utilizzare almeno:

1 pozzetto (es. Al) per il bianco-substrato (blank)
4 pozzetti (es.B1, C1,etc) pergli Standards A, B, C und D.
1 pozzetto (es. F1) per controllo

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.
Eseguire il test nell'ordine stabilito dalle istruzioni, senza pause.
Utilizzare puntali nuovi e puliti per ogni campione e controllo.
Regolare I'incubatore a 37°+ 1T
1. Pipettare 100 pl di standards, controllo e di campione diluito nei relativi pozzetti. Usare il pozzetto Al per il
bianco-substrato.
Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.
Incubare 1 ora+5min a37° +£1T.

4. Al termine dellincubazione, togliere la pellicola ed aspirare il liquido dai pozzetti. Successivamente lavare i
pozzetti tre volte con 300 pl di tampone di lavaggio. Evitare che la soluzione trabocchi dai pozzetti. L'intervallo
tra il lavaggio e I'aspirazione deve essere almeno di 5 sec. Dopo il lavaggio picchiettare delicatamente i pozzetti
con I'apertura verso il basso su una carta assorbente per togliere completamente il liquido.

Attenzione: Il lavaggio € una fase critica. Un lavaggio non accurato determina una cattiva precisione del test ed
un innalzamento falsato delle densita ottiche.
5. Pipettare 100ul di Coniugato Helicobacter pylori anti-lgG in tutti i pozzetti, escludendo quello con il bianco-
substrato (blank). Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.

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

Pipettare 100ul di Soluzione TMB in tutti i pozzetti.

Incubare precisamente per 15 min a temperaturaa mbiente (20°..25%C) al buio.

10. Pipettare 100ul di Soluzione Stop in tutti i pozzetti, nello stesso ordine della soluzione TMB. Durante
Iincubazione il colore cambia dal blu al giallo.

Attenzione: Campioni con un risultato positivo molto alto possono causare precipitati scuri del cromogeno!
Questi precipitati influenzano la lettura delle densita ottiche. E consigliato diluire i campioni con
soluzione fisiologica NaCl, esempio 1+1. Poi diluire normalmente 1 + 100 con tampone diluente
1gG. Il risultato NTU viene moltiplicato per due.

11. Misurare I'assorbanza di tutti i pozzetti a 450/620 nm entro 30 min dopo I'aggiunta della soluzione stop.

© ® N o

8.2. Misurazione

Regolare il fotometro per le micropiastre (ELISA-Reader) a zero usando il substrato-bianco (blank) in A1. Se, per motivi
tecnici, non é possibile regolare il fotometro sottrarre I'assorbanza del bianco-substrato da tutti i valori delle altre
assorbanze.

Misurare I'assorbanza di tutti i pozzetti a 450 nm e inserire tutti i valori misurati nel foglio di lavoro.

E raccomandato fare una misurazione delle densita ottiche a doppia lunghezza d’onda utilizzando i 620 nm come
lunghezza di riferimento.

Dove sono state misurate in doppio, calcolare la media delle assorbanze.
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9. RISULTATI

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

. Substrato bianco in Al: Assorbanza < 0.100
. Standard A in B1: Assorbanza < 0.200
Standard B in C1: Assorbanza > 0.200
Standard C in D1: Assorbanza > 0.500
. Standard D in E1: Assorbanza > 1.100
= Controllo in F1: risultato in NTU/ml entro il range indicato sull'etichetta

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D
Se non vengono soddisfatti questi criteri, il test non & valido e deve essere ripetuto.

9.2. Calcolo dei risultati

Per ottenere i risultati quantitativi in NTU/ml | realizzare un diagramma cartesiano ponendo le assorbanze degli
Standards A, B, C, e D sull'asse della Y e ponendo le concentrazioni (0, 15, 75, 150 NTU/ml) sull'asse della X su cui
tracciare la curva standard.

Traendo i risultati da questa curva standard vanno inseriti i valori medi delle assorbanze dei campioni di ogni singolo
paziente.

Tutti i programmi per computer commercializzati sono utilizzabili per calcolare ed interpretare i risultati.

9.2.1 Tipica curva standard
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9.3. Interpretazione dei risultati

Gli intervalli in cui i valori sono normali per questo ELISA devono essere stabiliti da ogni singolo laboratorio basandosi
sulla loro popalzione relativa all'area geografica di competenza.
| seguenti risultati possono considerarsi indicativi:

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

10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

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

13 37 3.0
Intradosaqggio n Media CV (%) Media Cv (%)
Siero pos. 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0
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10.2. Specificita diagnostica

La specificita diagnostica é la probabilita del test di fornire un risultato negativo in assenza di anticorpi specifici. La
specificita diagnostica é pari a 92.0 % (95% intervalle de confidenza 0.84 — 0.99).

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilita diagnostica é la probabilita del test di fornire un risultato positivo in presenza di anticorpi specifici. La
sensibilita diagnostica é pari a 94.4 % (95% intervalle de confidenza 0.87 — 1).

10.4. Sensitivita analitica

La sensitivita analitica del test é definita dalla concentrazione piu piccola che pud essere distinta dallo standard A. Essa
equivale a
3 NTU/ml.

10.5. Possibili interferenze

Campioni emolitici, lipidici ed itterici contenenti fino a 10 mg/mL di emoglobina, 5 mg/mL di trigliceridi e 0,2 mg/mL di
bilirubina non hanno presentato fenomeni di interferenza nel presente test.

Nota: | risultati si riferiscono al gruppo di campioni realizzati, questi non sono specifiche garantite.

11. LIMITAZIONI

Una contaminazione da microorganismi o ripetuti cicli di congelamento-scongelamento possono alterare i valori delle
assorbanze. La diagnosi di una malattia infettiva non deve essere fatta soltanto sulla risultanza di un unico test. E
importante considerare anche I'anamnesi ed i sintomi del paziente. | risultati del test da pazienti immunosoppressi e
neonati hanno un valore limitato.

12. PRECAUZIONI E AVVERTENZE

= In ottemperanza all'articolo 1, paragrafo 2 della direttiva Europea 98/79/EC, I'uso dei diagnostici medici in vitro
inteso da parte del produttore ad assicurare la congruenza, le prestazioni e la sicurezza del prodotto. Di
conseguenza la procedura analitica, le informazioni, le precauzioni e le avvertenze contenute nelle istruzioni per
'uso devono essere seguite scrupolosamente. L'uso dei kit con analizzatori e attrezzature similari deve essere
previamente convalidato. Qualunque cambiamento nello scopo, nel progetto, nella composizione o struttura e nella
procedura analitica, cosi come qualunque uso dei kit in associazione ad altri prodotti non approvati dal produttore
non € autorizzato; l'utilizzatore stesso € responsabile di questi eventuali cambiamenti. Il produttore non e
responsabile per falsi risultati e incidenti che possano essere causati da queste ragioni. Il produttore non e
responsabile per qualunque risultato ottenuto attraverso esame visivo dei campioni dei pazienti.

. Solo per uso diagnostico in-vitro.

. Tutti i componenti di origine umana sono stati trovati non reattivi con Anti-HIV-Ab, Anti-HCV-Ab e HBsAQ.
Nonostante ci0 e tutti i materiali devono comunque essere considerati potenzialmente contagiosi e infettivi.

= Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti diversi.

= Non utilizzare reagenti di altri produttori insieme con i reagenti di questo kit.

L] Non usare dopo la data di scadenza.

= Utilizzare soltanto attrezzatura pulita.

= Non scambiare i tappi dei flaconi.

L] Richiudere i flaconi immediatamente dopo I'uso per evitare la vaporizzazione e contaminazione.

. Una volta aperti e dopo relativo stoccaggio verificare i reagenti per una loro eventuale contaminazione prima

dell'uso.

L] Per evitare contaminazioni crociate e risultati erroneamente alti pipettare i campioni e reagenti con molta precisione
nei pozzetti.

. Il NovaLisa™ ELISA é previsto soltanto per essere impiegato da parte di personale specializzato che conosce
perfettamente le tecniche di lavoro.

ATTENZIONE: Bronidox L, nella concentrazione usata, mostra quasi assenza di tossicita sulla pelle e sulle mucose.

ATTENZIONE: L’acido solforico irrita occhi e pelle! Dopo il contatto sciacquare immediatamente e abbondantemente.

Contattare un medico.

12.1. Smaltimento

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

13. INFORMAZIONI PER GLI ORDINI

Numero del prodotto: PHELGO022 Helicobacter pylori IgG plus-ELISA (96 determinazioni)
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ESPANOL C€
1. INTRODUCCION

El Helicobacter pylori es un baston gram negativo, microaerofilo que coloniza la mucosa géstrica. Se manifiesta con
forma curvada o espiral con flagelos en un extremo que le confieren una gran movilidad. Bioquimicamente notable es la
alta actividad de la enzima ureasis. Aparte de la especie mas importante Helicobacter pylori, se conocen en el hombre
ademas H. cinaedi y H. fenelliae que no habitan en el estomago pero si en partes distales del intestino causando
enteritis. En animales estan descritas varias especies mas.

El H. pylori se considera como la causa de la gastritis del antrum (tipo B) y como precusor del ulcus duodeni y ventrivuli.
Una colonizacién crénica puede derivarr en un carcinoma gastrico.

La infeccién es muy comun en los paises industrializados. Con cada afio de edad la prevalencia aumenta por aprox. 1 %
asi que la mitad de las personas de 50 afios lo tienen en la mucosa géstrica sin que obligatoriamente lleve a una
enfermedad. En paises con menor estandar higiénico la prevalencia es mas alta. La transmisién del patégeno es
probablemente por via oral, existiendo solamente entre humanos.

Especies Enfermedad Sintomas Via de transmisién
Helicobacter Gastritis, ulcus A veces asintomatico, problemas difusos del | Oral, de hombre a hombre
pylori duodeni y ventriculi, abdomen, sobre todo epigéstrico, dolores

carcinoma gastrica estomacales, intolerancia de alimentos, halito

Infecciones pueden ser detectadas por:

Histologia de bidpsias de la mucosa gastrica
Enzimalogia: Deteccién de ureasis bacterial (prueba rapida de ureasis, prueba del aliento)
L] Serologia: Deteccion de anticuerpos especificos a través de ELISA

2. USO PREVISTO

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

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La determinacién inmunoenzimatica cuantitativa de anticuerpos especificos contra Helicobacter pylori se basa en la
tecnica del ELISA (Enzym linked Immunosorbent Assay). Las tiras de micropocillos que se usan como fase sélida estan
recubiertas con antigenos especificos de Helicobacter pylori. Los anticuerpos existentes en la muestra unen a los
antigenos inmoblizados de la placa de microtitulaciéon. El conjugado de anticuerpos 1gG anti humano con peroxidasa de
rabano, se une con los complejos antigeno-anticuerpo en muestras positivas. Estos complejos inmunolégicos desarrollan
una coloracién azul después de incubarlos con sustrato de tetrametilbenzidina (TMB). Finalmente se afiade éacido
sulfarico para detener la reacién, causando un cambio de coloracién de azul a amarillo. La densidad 6ptica se mide con
un lector de ELISA a 450nm.

4. MATERIALES

4.1. Reactivos suministrados

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

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

. Solucién de parada: 1 botella de 15ml de acido sulfarico, 0.2mol/l, listo para ser utilizado; tapa roja.

. Solucién de lavado (20x conc.)*: 1 botella de 50ml de una solucion de tampén 20x concentrado para lavar los
pocillos; pH 7.2 £ 0.2; tapa blanca.

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

L] Solucién de sustrato de TMB: 1 botella de 15ml 3,3',5,5'-tetrametilbenzindina (TMB); listo para ser utilizado; tapa
amarilla.

L] Control adicional de Helicobacter pylori IgG***: 1 vial con 2 ml; color amarillo; listo para usar; tapén naranja.
. Solucidénes IgG de estandar (Helicobacter pylori)***  : 5 botellas de 2 ml, listas para ser utilizadas:

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

* contiene 0.1% de Bronidox L después de diluir

ki contiene 0.2% Bronidox L
**x  contiene 0.1% Catén
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4.2. Accesorios suministrados

1 ldmina autoadhesiva
1 soporte

1 hoja de instrucciones
1 hoja de resultados

>
w

. Materiales y instrumentos necesarios

Fotémetro con filtros de 450/620 nm

Incubadora/camara himeda con termostato

Dispositivo de lavado manual o automatico

Micropipetas con jeringuillas desechables (10, 100, 200, 1000 pl)
Mezcladora Vortex

Tubos de plastico desechables

Gradilla para los tubos

Agua destilada

Cronémetro

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAJE

El test tiene que estar almacenado de 2...8%C. No u sar los reactivos después de la fecha de caducidad indicada en la
etiqueta de las botellas y en el exterior.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

Todos los reactivos, las muestras y los controles tienen que estar a la temperatura ambiente (20...25°C)
antes de ser utilizados!

6.1. Tiras reactivas

Las tiras separables recubiertas con antigeno de Helicobacter pylori estan selladas al vacio. Los pocillos listos para ser
utilizados tienen que estar almacenados de 2...8C. Mantener los pocillos no utilizados en la bolsa de aluminio junto con
el desecante y conservar de 2...8C. El producto se conserva hasta la fecha de caducidad indicada.

6.2. Conjugado de IgG anti-humano (Helicobacter pyl  ori)

La botella contiene 20ml de una solucién de 1gG anti-humano conjugada con peroxidasa de rabano, tampén,
estabilizadores, conservante y un colorante azul inerte. La solucion esta lista para ser utilizada y tiene que estar
almacenada de 2...8C. Después de la primera abertu ra, el producto se conserva hasta la fecha de caducidad si esta
almacenado de 2...8TC.

6.3. Control adicional

El vial etiquetado como Additional Control (Control adicional) contiene una solucién control lista para usar. La
concentracién en unidades NovaTec (NTU)/ml esta impresa en la etiqueta. Contiene 0.1% de Kathon y debe ser
almacenado a 2...8C. Después de la primera abertura, el producto se conserva hasta la fecha de caducidad si esta
almacenado de 2...8C.

6.4. Estandar

Las botellas de estandar cero A y estandar B, C, y D contienen 2.0 ml solucién de estandar lista para ser utilizada. Las
concentraciones en unidades Novatec (NTU) son:

Estandar A: 0 NTU/mI

Estandar B: 15 NTU/ml

Estandar C: 75 NTU/ml

Estandar D:150 NTU/mI

Las soluciones tienen que estar almacendas de 2...8C y contienen 0.1% de Cat6n. Después de la primera apertura, el
producto se conserva hasta la fecha de caducidad si esta almacenado entre 2...8<C.

6.5. Tampon de dilucion de IgG para la muestra

La botella contiene 100ml de tampén de fosfato, estabilizadores, conservantes y un colorante amarillo inerte. La solucién
lista para ser utilizada ha de almacenarse entre 2...8C. La solucién se usa para diluir las muestras. Después de la
primera abertura, el producto se conserva hasta la fecha de caducidad si esta almacenado de 2...8C.

6.6. Solucién para lavar (20x conc.)

La botella contiene 50ml de tampén concentrado, detergentes y conservantes. El contenido se diluye con un litro de agua
destilada (1+19). La solucion diluida es estable 5 dias a temperatura ambiente. La cristalizacién en el concentrado
desaparece al calentarla a 37C y mezclarla bien antes de usarla. Después de la primera abertura, el producto se
conserva hasta la fecha de caducidad si esta almacenado de 2...8C.
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6.7. Solucion de TMB

La botella contiene 15ml de una mezcla de tetrametilbenzidina con peréxido de hidrégeno. La solucion lista para ser
utilizada se tiene que almacenar entre 2...8C protegida de la luz. La solucién es levemente azulada. En caso de
contaminacion cambia a una coloracién azul mas intensa no pudiendo ser utilizada en el ensayo.

6.8. Solucién de parada

La botella contiene 15ml de 0.2 M de &cido sulfdrico (R36/38, S26). La solucion lista para ser utilizada se tiene que
almacenar entre 2...8C. Después de la primera abertura, el producto se conserva hasta la fecha de caducidad si esta
almacenado de 2...8C.

7. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Usar muestras de suero o plasma (citrato) humano. Si el ensayo se realiza dentro de 5 dias después de la toma de
sangre, las muestras pueden ser almacenadas de 2...8C, en caso contrario hay que congelarlas (-20C). Agitar bien las
muestras descongeladas antes de diluirlas. Evitar congelaciones y descongelaciones repetidas.

No se recomienda la inactivacion por calor de las muestras.

7.1. Dilucion de las muestras

Antes del ensayo, las muestras tienen que estar diluidas en realacion 1+100 con el tampdn de dilucién para la muestra
de 1gG, p.e. 10ul de la muestra con 1ml de tampdn, mezclar bien con la mezcladora Vortex.

8. PROCEDIMIENTO

8.1. Preparacién del ensayo

Por favor, leer cuidadosamente las instrucciones del ensayo antes de realizarlo. Para el buen funcionamiento de la
técnica es necesario seguir las instrucciones. El siguiente procedimiento es valido para el método manual. Para excluir
efectos de lavado en caso de utilizar los automaticos ELISA elevas el nimero de lavado de 3 a 5Sveces y el volumen de
solucion de lavado de 300 pl a 350 pl. Antes de comenzar, especificar exactamente la reparticion y posicion de las
muestras y de los controles en la hoja de resultados suministrada. Usar la cantidad necesaria de tiras o pocillos en el
soporte.

En este caso por lo menos

1 pocillo (e.g. A1) para el blanco,
4 pocillos (e.g. B1, C1, D1 ,E1) para los estandardes A, B, Cy D
1 pocillo (e.g. F1) para el control adicional.

Para mayor seguridad es necesario hacer doble ensayo de controles y muestras del paciente. Se recomienda de llevar
pruebas de control positivo 0 negativo con cada ensayo.Realizar el ensayo en el orden indicado y sin retraso.

Para cada paso de pipeteado en los controles y en las muestras, usar siempre puntas de pipeta de un solo uso.
Graduar la incubadora a 37 £ 1C
1. Pipetear 100 ul de estandardes, control adicional y muestras en los pocillos respectivos. Dejar el pocillo Al
para el blanco.
2. Recubrir las tiras con los autoadhesivos suministrados.
3. Incubar1h *5mina37C.

Después de la incubacién, retirar el autoadhesivo, aspirar el liquido de la tira y lavarla tres veces con 300pl de
la solucion de lavado. Evita el rebosamento de los pocillos. El tiempo entre cada lavado y cada aspiracién tiene
que ser por lo menos de 5 segundos. Para sacar el resto del liquido de las tiras, es conveniente sacudirlas
sobre papel absorbente.

Ojo: El lavado es muy importante! Un mal lavado provoca una mala precision y resultados erronamente
augmentados!

5. Pipetar 100ul de conjugado anti-IlgG (Helicobacter pylori) en cada pocillo con excepcion del blanco. Cubrir con
una lamina adhesiva.

Incubar 30 min a la temperatura ambiente (20...25C).  Evitar la luz solar directa.
Repitir el lavado como en el paso numero 4.

Pipetar 100pl de sustrato de TMB en todos los pocillos.

Incubar exactamente 15 min en oscuridad a temperatu  ra ambiente (20...25 C).

10. Pipetear en todos los pocillos 100ul de la solucion de parada en el mismo orden y mismo intervalo de tiempo
como con el sustrato de TMB. Toda coloracion azul formada durante la incubacion se convierte en amarilla.

Nota: Muestras que son altamente positivas pueden causar precipitados negros del cromégeno! Estos
precipitados influyen en los valores de las mediciones. Se recomienda diluir las muestras del
paciente con solucién salina 1+1. Después, preparar la muestra diluida con el tampén de dilucién
para la prueba de 1gG 1+100. En este caso, el resultado se multiplica por 2.

©®~No
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11. Medir la extincién de la solucion en cada pocillo con 450/620nm en un periodo de 30 min después de afiadir la
solucion de parada.
8.2. Medicién
Efectuar con ayuda del blanco en el pocillo Al la calibracion al cero del fotometro (lector de ELISA).

Para obtener resultados correctos, si la calibracién no es posible por causas técnicas, hay que sustraer el valor de la
extincién de la posicién Al del resto de los valores de extincion!

Medir la extincién de todos los pocillos con 450nm vy anotar los resultados de los controles y de las muestras en la hoja
de resultados.

Es aconsejable la medicion bicroméatica a una longitud de onda de referencia de 620nm.
Si se efectuaron analisis en duplicado o multiples, hay que calcular el promedio de los valores de extincion de los
pocillos correspondientes.

9. CALCULO DE LOS RESULTADOS

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

= Blanco en Al extincién < 0.100
= Estandar A en B1 extincién < 0.200
L] Estandar B en Cl extincion > 0.200
. Estandar C en D1 extincién > 0.500
. Estandar D en E1 extincién > 1.100
. Control adicional en F1: Resultado en NTU/ml dentro del rango indicado en la etiqueta.

Estandar A < Estandar B < Estandar C < Estandar D
Si estos criterios no se cumplen, la prueba no es vaida y debera repetirse.
9.2. Calculo del valor de la medicion

Para obtener resultados cuantitativos en NTU/ml se tiene que establecer una curva estandar con los valores de extincion
(eje y) de los 4 estandars A, B, C y D contra sus respectivas concentraciones (0, 15, 75, 155 NTU/ml) (eje x).

Con esta curva estandar se pueden ver los resultados por el promedio de las extinciones de las pruebas de los
pacientes.

Existen programas comercialisados que posibilitan un calculo automatico de curvas estandar y de los resultados.
9.2.1 Curva de estandar tipica

Helicobacter pylori IgG
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9.3. Interpretacion de los resultados

Las normas para los resultados del ELISA tienen que estar establecidas con el colectivo respectivo de los pacientes en
el &rea del laboratorio.

Estos son los daots normativos
Reactivo: >20 NTU/mI

Zona intermedia: 15-20 NTU/mI
No-reactivo: <15 NTU/mlI
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10. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

10.1. Precision

Intra ensayo n Promedio CV (% CV (%) Promedio
Serum pos. 13 13 7.2 51

13 37 3.0
Inter ensayo n Promedio CV (% CV (%) Promedio
Serum pos. 19 0.56 6.1 6.5

19 1.50 7.0

10.2. Especifidad del ensayo

La especificidad del ensayo se define como la probabilidad que tiene el ensayo de dar un resultado negativo en ausencia
de la sustancia a analisar especificamente. Es de 92 %.(95% intervalo de confianza 0.84 — 0.99)

10.3. Sensibilidad del ensayo

La sensibilidad del ensayo se define como la probabilidad que tiene el ensayo de dar un resultado positivo en présencia
del analitico especifico. Es de 94.4 % (95% intervalo de confianza 0.87 — 1.0)

10.4. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica del ensayo esta definida como la concentracion mas pequefia que se puede distinguir del
estandar cero. Esta es de 3 NTU/ml.

10.5. Interferencias

Las muestras hemolitico, lipémicas e ictéricas no mostraron interferencias con este equipo ELISA hasta una
concentraciéon de 10 mg/ml para hemoglobina, 5 mg/ml para triglicéridos y de 0,2 mg/ml para bilirrubina.

Los resultados estan basados en pruebas de ensayos querales: No se trata de especificaciones garantizadas.

11. LIMITACIONES DEL ENSAYO

Una contaminacion de las muestras con bacterias, o una congelacion y descongelacion repetida pueden producir
cambios en los valores de la extincion.

El diagnéstico de una infeccion no solamente se debe basar en el resultado del ensayo. Es necesario considerar la
anamnésis y la sintomatologia del paciente junto al resultado serol6gico. Estos resultados sélo tienen valor restringido en
personas inmunodeprimidas o en neonatos.

12. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

L] En cumplimiento con el articulo 1 parrafo 2b de la directiva europea 98/79/EC, la utilizacion de sistemas médicos
para diagnéstico in vitro tiene la intencién por parte del fabricante de asegurar la adecuacion, realizaciones y
seguridad del producto. Por lo tanto, el procedimiento, la informacién, las precauciones y los avisos de las
instrucciones de uso han de ser seguidas estrictamente. La utilizacion de equipos con analizadores y equipamiento
similar tiene que ser validada. No se autorizan cambios en el disefio, composicién y procedimiento, asi como
cualquier utilizacién en combinacién con otros productos no aprobados por el fabricante; el usuario debe hacerse
responsable de estos cambios. El fabricante no respondera ante falsos resultados e incidentes debidos a estas
razones. El fabricante no respondera ante cualquier resultado por andlisis visual de las muestras de los pacientes.

. Solo para diagnostico in vitro.

. Todos los componentes de origen humano han sido examinados y resultaron no reactivos a anticuerpos contra el
VIH, VHC y HbsAG. No obstante, todos los materiales se deben considerar y tratar como potencialmente
infecciosos.

. No intercambiar reactivos y placas de microtitulo de cargas diferentes.

= No usar reactivos de otro fabricante para este ensayo.

= No usar después de la fecha de caducidad.

L] Solo usar recambios de pipetas, dispensadores y materiales de laboratorio limpios.

= No intercambiar las tapas de los diferentes reactivos.

. Para evitar la evaporacion y una contaminacién microbiana, cierre inmediatamente las botellas después de usarlas.

L] Después de abrirlas y posterior almacenaje, asegurarse de que no existe contaminacion microbiana antes de
seguir usandolas.

= Pipetear cuidadosamente las muestras y el conjugado en los pocillos para evitar contaminaciones cruzadas y
resultados errbneamente aumentados.

. El NovalLisa™ ELISA estd pensado exclusivamente para su uso por personal especializado que domine
perfectamente las técnicas de trabajo.
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ADVERTENCIA:  Bronidox L, en la concentracién utilizada, casi no muestra riesgos toxicos en la piel y en las
mucosas.

ADVERTENCIA:  El acido sulfdrico irrita los ojos y la piell En caso de contacto con los ojos lavar abundantemente con
agua y consultar a un médico.

12.1. Indicaciones para la eliminacién de residuos

Por regla general, los productos quimicos y las preparaciones son residuos peligrosos. Su eliminacion esta sometida a
las leyes y los decretos nacionales sobre la eliminacion de residuos. Las autoridades informan sobre la eliminacion de
residuos peligroso.

13. INFORMACIONES PARA PEDIDOS
N° del producto: PHELG022 Helicobacter pylori IgG plus-ELISA (96 determinaciones)
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PORTUGUES (3
1.INTRODUCAO

A bactéria Helicobacter pylori € uma bactéria Gram-negativa em espiral (2-6.5 um de comprimento, com flagelos) que
coloniza a mucosa gastrica humana. A bactéria encontra-se na camada mucosa e adere a superficie do epitélio da
mucosa gastrica, mas geralmente ndo a penetra directamente. Contudo, hd uma resposta inflamatéria secundéaria na
mucosa, que conduz a uma gastrite crénica activa. O Helicobacter pylori € o agente principal da maior parte dos casos
de Ulceras do estdmago. A taxa de infeccdo na Europa é de cerca de 30%-40%, e de cerca de 50% em todo o mundo.
H&a uma relag&o inversa entre a presenca da infec¢gdo com Helicobacter pylori e o estatuto s6cio-econémico. Em paises
em via de desenvolvimento, as pessoas contraem a infecgdo numa idade jovem, de tal modo que cerca de 90% dos
jovens adultos poderdo ter uma gastrite de Helicobacter pylori. Nos paises ocidentais desenvolvidos, a prevaléncia da
gastrite Helicobacter pylori € muito inferior. Em certas condig¢des, a taxa de aquisicdo € muito mais lenta (muito perto de
1% ao ano) e quanto mais idade se tem, mais se é susceptivel a infecgdo.

Espécies Doencas Mecanismo da infeccdo

Helicobacter pylori Gastrite A epidemiologia do Helicobacter pylori sugere que a

Cancro do estdbmago com baixo nivel sanitario.

A infecgao pode ser identificada por

. Histologia: Corante de Giemsa, Warthin Starry ou Genta / cultura de amostras de biopsia géastrica
= Enzimologia: Detecgdo de urease bacteriana (teste respiratério da ureia).

= Serologia: Detecgéo de anticorpos

Um teste positivo de anticorpos indica uma gastrite activa a ndo ser que o paciente tenha recebido anteriormente uma
terapia de erradicagédo do H. pylori. A vantagem dos testes ELISA repetidos é que os exames de controlo apds a terapia
permitem dar como curados os doentes, se 0s seus resultados com os testes ELISA diminuirem de forma significativa.

2. USO PREVISTO

A NovaTec Helicobacter pylori IgA plus-ELISA é um kit para a determinag&o qualitativa e quantitativa dos anticorpos IgA
anti- Helicobacter pylori no soro humano ou plasma (citrato).

3. PRINCIPIO DO ENSAIO

A determinacdo imunoenzimatica quantitativa dos anticorpos IgA anti-Helicobacter pylori € baseada na técnica ELISA
(imunoensaio enzimético). Os Pocos da microplaca séo revestidos com antigenios de Helicobacter pylori para ligarem os
anticorpos correspondentes da amostra. Apés a lavagem das tiras para eliminar os restos da amostra ndo ligada, ao
conjugado anti-lgA humano marcado com peroxidase de rabano (HRP) é adicionado. Este conjugado liga-se aos
anticorpos especificos do Helicobacter capturados. O imuno-complexo constituido pelo conjugado ligado é visualizado
acrescentando-se o substrato de Tetrametilbenzidina (TMB) que da um produto de reacgéo de cor azul.

A intensidade da cor deste produto é proporcional a quantidade de anticorpos IgA especificos do Helicobacter na
amostra do doente. Acrescenta-se 4cido sulfarico para parar a reacgéo, o que produz uma cor amarela. A absorvancia a
450 nm determina-se utilizando um leitor de microplacas ELISA.

4. MATERIAL

4.1 Reagentes fornecidos
. Pocos revestidos de Helicobacter pylori (1gG): 12 tiras de 8 pogos separaveis, revestidas com antigénios de
Helicobacter pylori; em saquetas de aluminio com fecho.

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

= Solugéo de paragem : 1 frasco, contendo 15 ml de &cido sulfarico 0.2 mol/l; pronto a usar; tampa vermelha.

= Solucéo de lavagem (concentrada x20)*:  1frasco, contendo 50 ml dum tamp&o concentrado 20 vezes para lavar
as tiras; pH 7.2 + 0.2; tampa branca.

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

. Solucéo de substrato TMB: 1 frasco, contendo 15 ml de 3,3',5,5'-tetra-methyl-benzidine (TMB); pronto a usar;
tampa amarela.

. Helicobacter pylori IgG Controle Adicional***: 1 frasco contendo 2 ml; cor amarela; pronto para uso; tampa
branca.
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L] Calibradores Helicobacter pylori IgG ***: 4 frascos, contendo cada um 2 ml; pronto a usar:

Calibrador A: 0 NTU/ml; tampa azul
Calibrador B: 15 NTU/ml; tampa verde
Calibrador C: 75 NTU/ml; tampa amarela
Calibrador D: 150 NTU/ml; tampa vermelha

* contém 0.1 % de Bronidox L ap6s diluigao

** contém 0.2 % de Bronidox L

b contem  0.1% de Kathon

4.2. Materiais fornecidos

1 Suporte de tiras

1 Peliculas adesivas

1 Instrugdes de utilizacdo

1 Plano de distribui¢éo e identificagdo

4.3. Material e equipamento requerido

Leitor de microplacas ELISA, para medir a absorvancia a 450/620nm.
Incubador a 37C

Equipamento manual ou automaético para lavagem de pogos

Pipetas para utilizag&o entre 10 e 1000 pl

Misturador Vortex

Agua desionisada ou (recentemente) destilada

Tubos descartaveis

Cronémetro

5. ESTABILIDADE E CONSERVAGCAO

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

6. PREPARACAO DO REAGENTE

E muito importante que todos os reagentes, amostras e standards estejam a temperatura ambiente
(20...25°C ) antes de comecar o ensaio !

6.1. Tiras revestidas separaveis

As tiras separaveis séo revestidas de antigenios de Helicobacter pylori e estdo prontas a ser utilizadas. Conservar a
2...8C. Guardar imediatamente as tiras ndo utilizadas na saqueta de aluminio com silica desumidificante e conserva-las
a 2...8 TC; estabilidade até ao fim da data de vali dade.

6.2. Conjugado anti-IgG Helicobacter pylori

O frasco contém 20 ml duma solucdo de anti-IlgA humano com o peroxidase de rabano, um tampéao, estabilizantes,
conservantes e um corante azul inerte. A solugdo esta pronta a ser utilizada. Conservar a 2...8C. Apds a primeira
utilizagdo, a solucao fica estavel até a data de validade, se for conservada a 2...8C.

6.3. Controle Adicional

O frasco etiquetado como Controle Adicional contem uma solugdo de controle pronta para uso. A concentragdo em
unidades da NovaTec (NTU)/ml esta impressa na etiqueta. Ele contem 0.1% de Kathon e tem que ser armazenado entre
2...8TC. Apés o primeiro uso o frasco continua valido até o tempo de validade impresso no frasco, caso seja conservado
entre 2...8C.

6.4. Calibradores

Os frascos rotulados com Calibrador A, B, C e D contém uma solugdo pronta a ser usada. A concentragdo dos
calibradores em unidades NovaTec (NTU) é:

Calibrador A: 0 NTU/mI

Calibrador B: 15 NTU/mI

Calibrador C: 75 NTU/ml

Calibrador D: 150 NTU/ml

As solugGes devem ser conservadas a 2...8C e conté m 0.1% de Kathon. Apdés a primeira utilizagdo, a solugdo
permanece estavel.

6.5. Diluente para amostra IgG

O frasco contém 100 ml dum tamp&o fosfatado, estabilizantes, conservantes e um corante amarelo inerte. E utilizado
para a diluicdo da amostra do doente. Esta solugéo pronta a ser usada deve ser conservada a 2... 8C. Ap6s a primeira
utilizagdo, a solucdo permanece estavel até a data de validade, se for conservada a 2...8TC.
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6.6. Solucdo de lavagem (20xconc.)

O frasco contém 50 ml dum tampdo concentrado, detergentes, estabilizantes e conservantes. Diluir a solugdo de
lavagem a 1+19; por exemplo 10 ml da solucdo de lavagem + 190 ml de agua bidestilada recente e ndo contaminada. O
tampéao diluido é estavel durante 5 dias se conservado a temperatura ambiente. Cristais na solugdo desaparecem
aquecendo a 37 € em banho-maria. Apds a primeira u tilizagdo o concentrado é estavel até a data de validade.

6.7. Solucdo de substrato de TMB

O frasco contém 15 ml de uma mistura de peréxido de hidrogénio e de tetrametilbenzidina. O reagente esta pronto a ser
usado e deve ser conservado a 2...8C, ao abrigo da luz. A solugéo deve ser incolor ou ter um leve tom azulado. Se o
substrato ficar azul, pode ter sido contaminado e deve ser substituido. Apos a primeira utilizacdo, a solugéo permanece
estavel até a data de validade se for conservado a 2...8<T.

6.8. Solucdo de paragem

O frasco contém 15 ml de uma solugdo de acido sulfarico 0.2 M (R 36/38, S 26). Esta solugdo esta pronta a ser
empregue e deve ser conservada a 2...8°C.Apés a primeira utilizacéo, a solugdo permanece estavel até ao final do prazo
de validade.

7.COLHEITA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Utilizar amostras de soro humano ou plasma (citrato) para esta andlise. Se o teste for efectuado nos 5 dias seguintes a
colheita das amostras, estas deverdo ser conservadas a 2...8TC; de outro modo aliquotadas e conservada s congeladas
(-20 to -70C). Se as amostras forem conservadas co ngeladas, devem ser bem misturadas ap6s a descongelacéo e
antes do ensaio. Evitar os ciclos repetidos de congelacédo e descongelagéo.

Inactivagdo a quente das amostras ndo é recomendado.

7.1. DILUICAO DA AMOSTRA

Antes do ensaio, todas as amostras devem ser diluida 1+100 com o diluente para amostra IgG. Diluir 10l da amostra
com 1 ml do diluente para amostra IgG em tubos para obter uma diluicdo a 1+100 e misturar cuidadosamente com um
Vortex.

8. PROCEDIMENTO DE ENSAIO

8.1. Preparacao do ensaio

Por favor, leia atentamente o procedimento de teste antes de realizar o ensaio. A fiabilidade dos resultados depende do
estrito seguimento das instrugdes contidas no procedimento de teste. O procedimento de teste seguinte sé é valido para
um procedimento manual. Se o ensaio for feito em sistemas automaticos ELISA aconselhamos a aumentar o nimero de
etapas de lavagem de trés para cinco e o volume da solugéo de lavagem de 300ul para 350ul. Antes de comegar o
ensaio, determinar, na folha fornecida com o kit, o plano de distribui¢c@o e identificacdo das amostras e dos standards.
Seleccionar o nimero de tiras ou pogos necessarias e coloca-las no suporte.

Por favor reserve pelo menos:

1 pogco (por exemplo Al) para o branco do substrato
4 pocos (por exemplo B1, C1, etc.) para o calibrador A,B,CeD
1pogco (por exemplo F1) para o controle adicional.

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

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

Regular o incubador para 37°+ 1.

1. Pipetar 100ul de cada calibrador (A, B, C, e D), Controle adicional e de amostras diluidas nos respectivos
pocos. Guardar o tubo Al para o branco de substrato.

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

4. Depois da incubacéo, retirar a pelicula, aspirar o contetdo do pogo e lavar cada poco trés vezes com 300ul de
solugéo de lavagem. Evitar o transbordar dos pogos de reacgdo. O tempo entre cada ciclo de lavagem deve
ser de >5seg. No fim, remover cuidadosamente o liquido restante batendo com os pogos sobre papel
absorvente antes do préximo passo!

Nota: A etapa de lavagem é muito importante! Uma lavagem insuficiente pode conduzir a uma fraca preciséo e
a valores de absorvéancia falsamente elevados.

5. Pipetar 100ul de conjugado anti-IlgG de Helicobacter pylori em todos os pogos excepto para o pogo do branco
(por exemplo Al). Fechar com a pelicula.

Incubar durante 30 min. a temperatura ambiente (20 a 25T). N&o expor a luz directa do sol.
7. Repetir o passo nimero 4.
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8. Pipetar 100l da solugéo de substrato TMB para todos 0s po¢os.
9. Incubar durante exactamente 15 min a temperatura am  biente (20 to 25C) na obscuridade.

10. Pipetar 100ul da solucdo de paragem para os tubos na mesma ordem e & mesma velocidade usada para a
solugéo de substrato TMB.
A cor azul desenvolvida durante a incubacgéo passa a amarelo.

Nota: Amostras de pacientes fortemente positivas podem causar precipitados escuros do cromogénio!
Estes precipitados podem influenciar os valores medidos de densidade Optica. Recomenda-se a
diluicdo da amostra com solucéo de cloreto de sédio fisioldgico, por exemplo 1+1. Em seguida diluir a
amostra a 1+100 com o tampao e multiplicar os resultados em NTU por 2.

12. Medir a absorvancia da amostra a 450/620 nm nos 30 minutos seguintes a adigdo da solugdo de paragem.

8.2. Medicdo
Levar a zero do leitor ELISA com a ajuda do branco do substrato do pogo Al.

Se — por razdes técnicas — o leitor ELISA n&o puder ser ajustado a zero utilizando o branco do substrato Al,subtrair o
valor da absorvancia do tubo Al a todos os outros valores de absorvancia medidos a fim de obter resultados fiaveis!

Medir a absorvancia de todos os pogos a 450 nm e registar os valores de absorvancia para cada controlo e amostra de
paciente no plano de distribui¢éo e identifica¢ao.

Uma leitura do segundo comprimento de onda empregando 620 nm como comprimento de onda de referéncia é
aconselhada.

Calcular os valores médios de absorvancia para todos os duplicados, se necessario.

9. RESULTADOS

9.1.Criterios de validacdo do teste
A fim de validar o ensaio, os critérios seguintes devem ser respeitados:

L] Branco do Substrato  em Al: Valor de absorvancia menor do que 0.100

L] Calibrador A em B1: Valor de absorvancia menor do que 0.200

= Calibrador B em C1 Valor de absorvancia maior do que 0.200

= Calibrador C em C1 Valor de absorvancia maior do que 0.500

= Calibrador D em C1 Valor de absorvancia maior do que 1.100

L] Controle Adicional em F1: Resultado em NTU/mI dentro do limite indicado na etiqueta.

Calibrador A < Calibrador B < Calibrador C < Calibr  ador D
Se estes critérios ndo forem conseguidos, o teste n&o é valido e deve ser repetido.

9.2. Calculo dos resultados

A fim de obter resultados quantitativos em NTU/ml,  tragar uma curva de calibracdo inscrevendo os valores (médios)
da absorvancias dos 4 calibradores A, B, C e D, em ordenadas, em relagdo as correspondentes concentracoes (0, 15, 50
e 150 NTU/ml) , em abcissas, em papel milimétrico e coordenadas lineares.

Ler os resultados desta curva de calibragéo utilizando os valores (médios) da absorvancia de cada amostra e de cada
controlo. Todos os programas informéaticos apropriados podem ser utilizados para a leitura e célculo automatico dos
resultados.
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9.3. Curva de calibracéo tipica
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9.4. Interpretacéo dos resultados

Intervalos de valores normais, para este teste de ELISA, deverem ser estabelecidos por cada laboratério levando em
conta a populacao de pacientes e as suas variagdes geograficas.

Os valores seguintes devem ser considerados como orientadores:

Reactivo

Zona cinzenta (equivoca):

N&o reactiva:

> 20 NTU/ml

15 - 20 NTU/ml

< 15 NTU/ml

10. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DO DESEMPENHO

10.1. Precisédo

Inter-ensaio n Média (NTU) Cv (%)
Soro Pos 13 13 7.2
Soro Pos 13 37 3.0
Intra-ensaio n Média(OD) Cv (%)
Soro Pos 19 0.56 6.1
Soro Pos 19 1.50 7.0

10.2. Especificidade do diagnéstico

A especificidade do diagnostico é definida como a probabilidade de obter um resultado negativo na auséncia de um
analito especifico. E de 92%. (95% intervalo de confianca 0.84 — 0.99)

10.3. Sensibilidade do diagndstico

A sensibilidade do diagndstico é definida como a probabilidade de obter um resultado positivo em presenca de um
analito especifico. E de 94.4%. (95% intervalo de confianga 0.87 — 1.0)

10.4. Sensibilidade analitica
A sensibilidade analitica é definida como a concentragé@o aparente do analito que pode ser distinguida do zero calibrador.

E de 3 NTU/m.

10.5. Interferéncias

Nenhuma interferéncia foi observada em soro hemolitico, lipémico ou icterico para concentragées que véo até 10 mg/ml
de hemoglobina, 5 mg/ml de triglicerideos e 0.2 mg/ml de bilirubinas.

Nota: Estes resultados baseiam-se em grupos de amostras estudadas; ndo se tratam de caracteristicas

técnicas garantidas.
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11. LIMITES DO PROCEDIMENTO

Uma contaminag&o bacteriana ou ciclos repetidos de congelac@o-descongelacdo de amostras podem afectar os valores
de absorvancia. O diagnoéstico de uma doenca infecciosa ndo deve ser estabelecido com base no resultado de uma s6
analise. Um diagnostico preciso dever levar em consideragé@o a historia clinica, a sintomatologia bem como os dados
serolégicos.

Os dados serolégicos tém de valor limitado no caso de pacientes imunodeprimidos e em recém-nascidos.

12. PRECAUCOES E AVISOS

De acordo com o artigo 1 paragrafo 2b da directiva europeia 98/79/EC, a utilizacdo de dispositivos médicos de
diagnéstico in vitro é destinada pelo fabricante a garantir a aplicabilidade, o desempenho e a seguranga do produto.
Por conseguinte, o procedimento de teste, a informagao, as precaugdes e 0s avisos, constantes nas instrugcdes de
utilizac@o devem ser rigorosamente seguidas. A utilizac@o destes kits com analisadores ou equipamentos similares
tém de ser validados. Qualquer modifica¢cdo na concepgédo, composi¢do e procedimento de teste, assim como a
utilizagdo com outros produtos n&do aprovados pelo fabricante, ndo s@o autorizados; s6 o utilizador é responsavel
por tais mudancas. O fabricante ndo é responsavel pelos falsos resultados e por incidentes devidos a estes
motivos. O fabricante ndo é responsavel por resultados fornecidos por andlise visual das amostras dos pacientes.
Unicamente para diagndstico in-vitro.

Todos os componentes de origem humana utilizados para o fabrico destes reagentes foram analisados e foram
considerados ndo reactivos em Ag HBs, anticorpos anti-VHI 1 e 2 e anticorpos anti-VHC. Todavia, todos os
produtos devem ser considerados e tratados como sendo potencialmente infecciosos.

N&o trocar os reagentes ou as barras provenientes de diferentes lotes de produgéo.

Na&o utilizar reagentes provenientes de outros fabricantes com os reagentes deste kit.

N&o utilizar reagentes apos a expiracdo da data de validade.

Utilizar pontas de pipetas, dispensadores e material de laboratério limpos.

Na&o trocar as tampas dos frascos, para evitar a contaminagéo cruzada.

Fechar cuidadosamente os frascos apds utilizagéo para evitar a evaporacéo e a contaminagdo microbiana.

Antes de uma nova utilizagdo, verificar os frascos de conjugado e de controlo, ja utilizados, para excluir uma
contaminacao microbiana.

Para evitar a contaminacdo cruzada e resultados falsamente elevados, introduzir as amostras de pacientes e o
conjugado exactamente no fundo dos pogos sem salpicar.

O NovaLisa™ ELISA é unicamente destinado a ser utilizada por pessoal qualificado, devidamente familiarizado
com as boas préticas laboratoriais.

AVISO: Na concentragéo usada, Bronidox L, ndo tem praticamente nenhum risco toxicolégico em caso de

contacto com a pele ou as mucosas!

AVISO: O &cido sulfurico é irritante para os olhos e a pele. Guardar fora do alcance das criangas. Em caso

de contacto com os olhos, lavar cuidadosamente com agua e consultar um médico!

12.1. Medidas de eliminacdo

Os residuos dos reagentes e preparagdes sdo considerados como residuos potencialmente perigosos. A eliminacéo
destes residuos esta sujeita a regulamentos nacionais e locais. Contactar as autoridades locais ou as empresas de
gestdo de residuos para obter conselhos sobre a eliminagéo de residuos perigosos.

13. INFORMACAO PARA ENCOMENDAS

Prod. No.: PHELGO022 Helicobacter pylori IgG plus ELISA (96 Determinacdes)
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Washing solution 20x concentrated/ Waschlésung 20x konzentriert/ Solution de lavage concentré 20 x/

IWASH|BUF|20x soluzione di lavaggio concentrazione x20/ solucién de lavado concentrado x20/ Solug&o de lavagem
concentrado 20x
> Contains sufficient for “n” tests/ Ausreichend fir “n” Tests/ Contenu suffisant pour “n” tests/ Contenuto
n

sufficiente per “n” saggi/ Contenido suficiente para "n” tests/Contetido suficiente para “n” testes
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SCHEME OF THE ASSAY

Helicobacter pylori IgG plus-ELISA

Assay Preparation

Prepare reagents and samples as described.
Establish the distribution and identification plan for all specimens and standards on
the form supplied in the kit.
Select the required number of microtiter strips or wells and insert them into the holder.

Assay Procedure

Substrate | Standard | Standard | Standard | Standard Addititonlal S(;mtgze
contro
blank A B C D 1+100)
Standard A - 100ul - - - - -
Standard B - - 100ul - - - R
Standard C - - - 100ul - - -
Standard D - - - - 100ul - -
Additional
Control i ) i - - 100ul -
Sample ) ) i ) i i
(diluted 1+100) 100pl

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37C
Wash each well three times with 300ul of washing solution

Conjugate | - | 1o0ul | 1ooul | 1ooul | 100ul [ 100ul | 1o0ul

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 300ul of washing solution

TMB 100pl
Substrate 100ul 100pl 100ul 100ul 100ul 100ul
Solution
Incubate forl5 min at room temperature in the dark
Stop 100ul
Solution 1o0ul 100l 100ul 100ul 1o0ul 100pl

Photometric measurement at 450 nm (reference wavelength: 620 nm)
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