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Schistosoma mansoni
lgG — ELISA Ce

Enzyme immunoassay for the qualitative determimatiblgG-class antibodies against Schistosoma nmmsduman
serum or plasma

Enzymimmunoassay zur qualitativen immunenzymatis@estimmung von 1gG-Antikbrpern gegen Schistosoma
mansoni in Humanserum oder Plasma

Dosage immunoenzymatique pour la déterminationitgtige des anticorps IgG dirigés contre Schistosomansoni
dans le sérum humain ou plasma

Test immunoenzimatico per la determinazione qualéalegli anticorpi della classe 1gG contro Sabsstima mansoni
nel siero o plasma umano

Enzimoinmunoensayo para la determinacién cualaaliv anticuerpos IgG contra Schistosoma mansosuea o
plasma humano
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ENGLISCH C E

1. INTRODUCTION

Schistosomes belong to the class of distomas (toeteg). They rank among the most frequent pathogesiBnations originate in
more than 200 million affected people. The matuneapites are 6 — 22 mm long. The most importantiepeare Schistosoma
mansoni, S. japonicum and S. haematobium. Schist@soansoni is common in Africa, South America ariddié East.

Schistosomiasis (bilharziosis) is — depending @tigs and location of the parasites — a diseagedhtestine, liver and spleen resp.
urinary passages. Humans are (re)infected by coniét fresh water which is contaminated by ovategring urine or faeces. If
larvae bore into human skin, first a transient skmction appears (itch with exanthema or erythdmaepeatedly infection cercarial
dermatitis is possible). After 3 - 10 weeks the mvelzile sexually mature worms synthesize cytotoxid allergic substances which
course feverish reaction in humans (Katayama feWdn infected person is mostly harmed by the egb#ch get into organs via
blood excreting proteins and glycoproteins. Thesperreacts under participation of own antibodied @mmmune complexes with
formation of granuloma and granulomatous proliferatn intestine and urinary bladder mucosa. Natreted eggs die after 3 weeks
and will be dissolved or calcified. The affectesbtie gets fibrous. In final stage bilharziosis wéllise dead.

2. INTENDED USE

The NovaTec Schistosoma mansoni IgG-ELISA is ingehdor the qualitative determination of IgG clastitzodies against
Schistosoma mansoni in human serum or plasmat@itra

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The qualitative immunoenzymatic determination ofdgass antibodies against Schistosoma mansonasedbon the ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with Schistoso mansoni antigens to bind corresponding antilsodfethe specimen. After
washing the wells to remove all unbound sample nizteorseradish peroxidase (HRP) labelled Proferpnjugate is added. This
conjugate binds to antigen-antibody complexes. ifhmune complex formed by the bound conjugate isialiged by adding
Tetramethylbenzidine (TMB) substrate which givede reaction product.

The intensity of this product is proportional t@thmount of Schistosoma-specific IgG antibodiethéspecimen. Sulphuric acid is
added to stop the reaction. This produces a yediodpoint colour. Absorbance at 450 nm is read uam@&LISA microwell plate
reader.

4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

= Schistosoma mansoni Coated Wells (IgG}t2 breakapart 8-well snap-off strips coated withiSosoma mansoni antigens; in
resealable aluminium foil.

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

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

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

. Protein A Conjugate**: 1 bottle containing 20 ml of peroxidase Proteircéloured blue, ready to use; black cap.
. TMB Substrate Solution: 1 bottle containing 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbdime (TMB); ready to use; yellow cap.
. Schistosoma mansoni IgG Positive Control***:1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; readyuse; red cap.

. Schistosoma mansoni IgG Cut-off Control***: 1 bottle containing 3 ml; coloured yellow; readyuse; green cap.
. Schistosoma mansoni IgG Negative Control***:1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; readyuse; blue cap.

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

4.2. Materials supplied

1 Strip holder

1 Cover foil

1 Test protocol

1 distribution and identification plan



4.3. Materials and Equipment needed

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

Manual or automatic equipment for rinsing wells

Pipettes to deliver volumes between 10 and 1000 pl

Vortex tube mixer

Deionised or (freshly) distilled water

Disposable tubes

Timer

5. STABILITY AND STORAGE

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

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

6.1. Coated snap-off strips

The ready to use breakapart snap-off strips aredadith Schistosoma antigen. Store at 2...8Mnediately after removal of strips,
the remaining strips should be resealed in the & foil along with the desiccant supplied andretl at 2...8 °C; stability until
expiry date.

6.2. Protein A Conjugate

The bottle contains 20 ml of a solution with Prot&i, horseradish peroxidase, buffer, stabilizersservatives and an inert blue dye.
The solution is ready to use. Store at 2...8{er first opening stability until expiry date whetored at 2...8°C.

6.3. Controls

The bottles labelled with Positive, Cut-off and etge Control contain a ready to use control sotutit contains 0.1% Kathon and
has to be stored at 2...8°8fter first opening stability until expiry date @i stored at 2...8°C.

6.4. 1IgG Sample Diluent

The bottle contains 100 ml phosphate buffer, siah#, preservatives and an inert yellow dye. itsed for the dilution of the patient
specimen. This ready to use solution has to bedtatr2...8°CAfter first opening stability until expiry date @ stored at 2...8°C.
6.5. Washing solution (20xconc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated buffetergents and preservativ&ilute Washing Solution 1+19; e.g. 10 ml Washing
Solution + 190 ml fresh and germ free redistillegtev. The diluted buffer is stable for 5 days amatemperatureCrystals in the
solution disappear by warming up to 37 °C in a wétath. After first opening the concentrate is $aimtil the expiry date.

6.6. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a tetramethylbenziffipdrogen peroxide system. The reagent is readyséoand has to be stored at
2...8°C, away from the lighThe solution should be colourless or could havdighsblue tinge. If the substrate turns into blite,
may have become contaminated and should be throxag &fter first opening stability until expiry date @i stored at 2...8°C.

6.7. Stop Solution

The bottle contains 15 ml 0.2 M sulphuric acid solu (R 36/38, S 26). This ready to use solutios teebe stored at 2...8°C.

After first opening stability until expiry date..

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

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

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

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

Please allocate at least:

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

It is recommended to determine controls and pasantples in duplicate.

Perform all assay steps in the order given andowitany appreciable delays between the steps.

A clean, disposable tip should be used for dispensach control and sample.

Adjust the incubator to 37° £ 1°C.
1. Dispense 100l controls and diluted samples irgo tespective wells. Leave well Al for substratenk.
2. Cover wells with the foil supplied in the kit.

3. Incubate for 1 hour £ 5 min at 37+1°C.
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When incubation has been completed, remove thedsflirate the content of the wells and wash easlhtlree times
with 300ul of Washing Solution. Avoid overflows frothe reaction wells. The soak time between eadhwscle should
be >5sec. At the end carefully remove remainingi fhy tapping strips on tissue paper prior to tagtrstep!

Note: Washing is critical! Insufficient washing véts in poor precision and falsely elevated absodmvalues.
Dispense 100ul Protein A conjugate into all welsept for the blank well (e.g. Al). Cover with foil
Incubate for 30 min at room temperature.Do not expose to direct sunlight.

Repeat step 4.

Dispense 100u| TMB Substrate Solution into all well

Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark.

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

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

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

© ® NG

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

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

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

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

9. RESULTS

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

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

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

. Positive control in E1: Absorbance valuecut-off.

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

9.2. Calculation of Results
The cut-off is the mean absorbance value of theoButontrol determinations.
Example: Absorbance value Cut-off control 0.39 s@iance value Cut-off control 0.37 =0.76 / 2 =®.3
Cut-off =0.38



9.3. Interpretation of Results

Samples are considerB®SITIVE if the absorbance value is higher than 10% ovecti®ff.

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

- grey zone

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

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

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

Cut-off

Example: _1.204 x 10= 32 NTU (NovaTec Units)
0.38

Cut-off: 10 NTU

Grey zone: 9-11 NTU

Negative: <9 NTU

Positive: >11 NTU

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Interassay n Mean (NTU) Cv (%)
Pos. Serum 4 0.76 5.7
Intraassay n Mean (E) Cv (%)
Pos. Serum 24 1.14 5.1

10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the pralitsitof the assay of scoring negative in the aleseof the specific analyte.
It is >95 %.

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the prdiigtof the assay of scoring positive in the pmese of the specific analyte.
It is 87 %.

10.4. Interferences

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

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

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

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

In immunocompromised patients and newborns sercabdiata only have restricted value.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

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

= Only for in-vitro diagnostic use.

= All components of human origin used for the prothrcbf these reagents have been tested for antigdtibodies, anti-HCV
antibodies and HBsAg and have been found to beeactive Nevertheless, all materials should still be rdgdrand handled
as potentially infectious.

. Do not interchange reagents or strips of diffegntuction lots.

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

= Do not use reagents after expiry date stated olabie.




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

Do not interchange screw caps of reagent vialséiecross-contamination.

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

After first opening and subsequent storage cheofugate and control vials for microbial contamipatprior to further use.
To avoid cross-contamination and falsely elevagsdilts pipette patient samples and dispense cdejugtnout splashing
accuratelyto the bottom of wells.

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

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

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

12.1. Disposal Considerations

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

13. ORDERING INFORMATION
Prod. No.: SCHG0410 Schistosoma mansoni I§G&E (96 Determinations)




DEUTSCH C€

1. EINLEITUNG

Schistosomen gehdren zur Klasse der Saugwirmemgéfoeles); sie zahlen zu den haufigsten Krankhesgem. Schatzungen
gehen davon aus, dass Uber 200 Mio. Menschen tegtrsihd. Im ausgewachsenen Stadium sind die RPemai— 22 mm grof3; zu
den wichtigsten Arten zéhlen Schistosoma mansonijafonicum und S. haematobium. Schistosoma manisbrin Afrika,
Sudamerika und im Nahen Osten verbreitet.

Schistosomiasis (Bilharziose) ist — abhéngig vohuiid Sitz der Parasiten — eine Erkrankung des Bsyrter Leber und der Milz
bzw. der harnableitenden Wege. Der Mensch (re)erfizich durch Kontakt mit StiRwasser, das durbalégen Harn oder Stuhl
verseucht wurde. Wenn sich Larven (Zerkarien) ia dienschliche Haut einbohren, kommt es zunachstorilbergehenden
Hautreaktionen (Juckreiz mit Exanthem oder Erythbm, wiederholter Infektion kann es zu einer Zeaermatitis kommen).
Nach 3 — 10 Wochen bilden die mittlerweile gesdhigeifen Wirmer zytotoxische bzw. allergisch wirle Substanzen, die beim
Menschen (Endwirt) fieberhafte Reaktionen ausldg@tayama-Syndrom). Im Wesentlichen wird der Irdi2 aber durch die Eier
geschadigt, die mit dem Blut in die Organe gelangah Proteine und Glykoproteine ausscheiden: Darddle reagiert darauf unter
Beteiligung eigener Antikérper und Immunkomplexe @ranulombildung und granulomatésen WucherungedeinDarm- bzw.
Harnblasenwand. Nicht ausgeschiedene Eier sterlagh sa. 3 Wochen und werden dann aufgeldst oddmlken. Davon
betroffenes Gewebe veréndert sich fibrés. Das ddsn der Bilharziose fuihrt zum Tod.

Nachweis:
. Serologie: Nachweis von Antikdrpern mittels ELISAT, Hamagglutination

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Schistosoma mansoni IgG ELISA ist #m dqualitativen Nachweis spezifischer IgG-Antikdrgegen Schistosoma
mansoni in humanem Serum oder Plasma (Citrat)rbeti

3. TESTPRINZIP

Die qualitative immunenzymatische Bestimmung voez#fschen IgG-Antikérpern gegen Schistosoma manbenuht auf der
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-TechnMikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichigt Schistosoma
mansoni spezifischen Antigenen. Vorhandene speb#isAntikorper in der Probe binden an die immotgiiien Antigene der
Mikrotiterplatte. Meerrettich-Peroxidase (HRP)-kagiertes Protein A bindet an Antigen-Antikdrperkdexe in positiven Proben.
Die entstandenen Immunkomplexe werden durch Blaufig nach Inkubation mit Tetramethylbenzidin (TMEubstratlésung
nachgewiesen. Stoppen der enzymatischen ReaktibSahivefelsaure fihrt zu einem Farbumschlag von blagelb, der einfach
nachgewiesen und mit einem ELISA-Reader bei 450amegsen werden kann.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

. Schistosoma beschichtete Mikrotiterstreifen (IgG): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit Schimtes Antigen; in
wiederverschlieBbarem Aluminiumbeutel.

L] IgG-Probenverdiinnungspuffer***: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdiinnypd; 7.2 + 0.2; gelb gefarbt;
gebrauchsfertig; weile Verschlusskappe.

L] Stopplésung:1 Flaschchen mit 15 ml Schwefelsaure, 0.2molbrgechsfertig; rote Verschlusskappe.

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

. Protein A Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugiertem Prof&irblau gefarbt; gebrauchsfertig; schwarze
Verschlusskappe.

= TMB-Substratldsung: 1 Flaschchen mit 15 ml 3,3°,5,5 -Tetramethylbeimz{@MB); gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.
. Schistosoma mansoni IgG Positivkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb gefarbt; rote Verschitappe; gebrauchsfertig.
. Schistosoma mansoni IgG Cut-off Kontrolle***: 1 Flaschchen mit 3 ml; gelb gefarbt; grine Verss$itappe;

gebrauchsfertig.

. Schistosoma mansoni 1gG Negativkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb gefarbt; blaue Verss$itappe;
gebrauchsfertig.

* enthalt 0.1% Bronidox L nach Verdiinnung

*x enthélt 0.2% Bronidox L
**  enthalt 0.1% Kathon

4.2. Mitgeliefertes Zubehor

1 selbstklebende Abdeckfolie
1 Rahmenhalter

1 Arbeitsanleitung

1 Ergebnisblatt



4.3. Erforderliche Materialien und Gerate

Photometer mit Filtern 450/620 nm
Feuchtkammer/Brutschrank mit Thermostat
Manuelle oder automatische Waschvorrichtung
Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1Qdp
Vortex-Mischer

Plastikréhrchen fir den einmaligen Gebrauch
Rohrchen-Stander

Aqua dest.

Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

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

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind voeiferwendung auf Raumtemperatur (20...25°C) zwerih

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktiviertenhiStosoma Antigen beschichtet. Die gebrauchsfartigertiefungen sind bei
2...8°C aufzubewahren. Nichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutesaznmen mit dem Trockenmittel sofort wieder
verschlieBen und bei 2...8° C lagern. Haltbarkétzum angegebenen Verfallsdatum.

6.2. Protein A Konjugat

Die Flasche enthalt 20 ml einer Lésung von PraofeiMeerrettichperoxidase, Puffer, Stabilisatorennkervierungsmittel und einen
inerten blauen Farbstoff. Die gebrauchsfertige b@sist bei 2...8°C aufzubewahreNach dem ersten Offnen haltbar bis zum
angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.3. Kontrollen
Die Flaschchen mit Kontrollen enthalten gebraudtigie Kontrollldsung. Die gebrauchsfertigen Losumgeind bei 2...8°C
aufzubewahren und enthalten 0.1% Katidach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebéedallsdatum (bei 2...8°C).

6.4. 1IgG-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthdlt 100 ml Phosphatpuffer, Statidien, Konservierungsmittel und einen inerten eeldarbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung ist bei 2...8°C aufzubeemhbie Losung wird fur die Verdinnung der ProbielgesetztNach dem ersten
Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdaten2h.8°C).

6.5. Waschlésung (20x konz.)

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

6.6. TMB-Substratlésung

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

6.7. Stoppldsung

Das Flaschchen enthalt 15 ml 0,2 M Schwefelsaugd/¥8, S26). Die gebrauchsfertige Losung ist beBZC aufzubewahremNach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenenli¢defum (bei 2...8°C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Cieatjendet werden. Werden die Bestimmungen innena 5 Tagen nach
Blutentnahme durchgefihrt, konnen die Proben b&°Z aufbewahrt werden, sonst tiefgefrieren (-220°C). Wiederaufgetaute
Proben vor dem Verdiinnen gut schitt#fiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden

Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdinnung

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



8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

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

Hierbei mindestens

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

Prinzipien der Qualitéatssicherung in der Laboratarismedizin erfordern zur héheren Sicherheit furtkalen und Patientenproben
mindestens Doppelbestimmungen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohredyerung durchfihren.
Fur jeden Pipettierschritt der Kontrollen und Prokaubere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf 3% 1°C einstellen.
1. Je 100 pl Kontrollen und vorverdiunnte Proben inatiesprechenden Vertiefungen pipettieren. Vertigfd ist fir den
Substratleerwert vorgesehen.
2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie leeten.
3. 1h +x5min bei37°C inkubieren.

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

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

5. 100ul Protein A Konjugat in alle Vertiefungen, ndiisnahme der fir die Berechnung des Leerwertesegetgenen,
pipettieren. Mit Folie abdecken.

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

100p! TMB-Substratldsung in alle Vertiefungen pijegen.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20...25°Tinkubieren.

10. In alle Vertiefungen 100ul Stopplésung in der dieic Reihenfolge und mit den gleichen ZeitintervaNeie bei der
TMB-Substratldsung Zugabe pipettier&dahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe sghié gelb um.
Hinweis: Hochpositive Patientenproben kénnen schwarzlichgizipitate des Chromogens verursachen! Diese
Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird fehten, die Patientenprobe mit physiologischer

Kochsalzlésung 1 + 1 zu verdiinnen und anschlie@@derdiunnte Probe mit IgG-Probenverdiinnungspuffer
1 + 100 fur den Test vorzubereiten. Das ErgebniNTtJ wird in diesem Fall mit zwei multipliziert.

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

© o N

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

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

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



9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

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

L] Substrat-Leerwert in Al: Extinktion <0,100

L] Negativ Kontrolle in B1: Extinktion< 0,200 und < cut-off
L] Cut-off Kontrolle in C1 und D1: Extinktionwert®,150 — 1,300

= Positiv Kontrolle in E1: Extinktionswerte> Cut-off

Sind diese Kriterien nicht erfullt, ist der Tesflamngltig und muss wiederholt werden.

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

Cut-off =0.38

9.3. Interpretation der Ergebnisse
Patientenproben gelten gesitiv, wenn der Extinktionswert mindestens 10% hoheyt kés der Cut-Off.

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

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

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

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

Cut-Off

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

Cut-Off: 10 NTU

Grauzone: 9-11 NTU

Negativ: <9 NTU

Positiv: >11 NTU

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Interassay n Mittelwert (NTU) VK (%)
Pos. Serum 4 0.76 5.7
Intraassay n Mittelwert (OD) VK (%)
Pos. Serum 24 1.14 5.1

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als Wiahrscheinlichkeit des Tests ein negatives Ergdteii§ehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie betragt >95 %.

10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitét ist definiert als Wahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Eigebei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie ist 87 %.
10.4. Interferenzen

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

| Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die sotrten Probenkollektive; es handelt sich nichigamantierte Spezifikationen.
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11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiedlées Einfrieren und Auftauen kénnen zu eineravelerung der Messwerte
fuhren. Die Diagnose einer Infektionskrankheit dacht allein auf der Basis des Ergebnisses eiestiBmung gestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zuséatzlich zu den serologischgebBissen in Betracht
gezogen werden. Bei Immunsupprimierten und Neugetzor besitzen die Ergebnisse der serologisches Masteinen begrenzten
Wert.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

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

. Nur fr in-vitro-Diagnostik.

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

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

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlidBleargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miReagenzien dieses Testkits verwenden.

Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Laberiatén verwenden.

Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nichtainander vertauschen.

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

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

Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschééten Resultaten Patientenproben und Konjugatfétiggin die

Kavitaten pipettieren.

= Der NovaLisa™ ELISA ist nur fur die Anwendung dureachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitsteehréinwandfrei

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

12.1. Entsorgungshinweise

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

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: SCHGO0410 Schistosoma mansoni Ig&EI(9®6 Bestimmungen)
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FRANCAIS q3

1. INTRODUCTION

Les schistosomes appartiennent a la classe desndist(trématodes). lls comptent parmi les ageritopéanes les plus fréquents. Les
estimations donnent plus de 200 millions de perssraffectées. Le parasite mature mesure entre2@ atm de long. Les plus
importantes especes sont Schistosoma mansonip@igam et S. haematobium. Schistosoma mansomioesant en Afrique, en
Amérique du Sud et au Moyen Orient.

La Schistosomiase (bilharziose) est —selon lescespet la localisation du parasite- une maladigrdetus intestinaux, foie et rate
respectivement, et urinaires. L’homme est (re)ifex contact de I'eau douce contaminée par diedwat des selles contenant des
furcocercaires. Si les larves creusent la peau menapparait d’abord une réaction dermique trainsi{démangeaisons possibles
avec exantheme ou érythéme, par infection cereagglétée). Aprés 3 a 10 semaines, les vers semezit matures synthétisent des
substances cytotoxiques et allergéniques qui prosmicdes réactions fébriles chez 'homme (fievrealiama). L'infestation se fait
principalement par les ceufs qui pénétrent dansrigmes via la circulation sanguine, en excrétastmotéines et des
glycoprotéines. La personne réagit avec ses premésorps et complexes immuns avec formation diwamulome et prolifération
granulomateuse dans les muqueuses intestinalsietleé Les ceufs non excrétés meurent aprés 3rsesretiils sont dissous ou
calcifiés. Les tissus affectés deviennent fibrétrxphase finale, la bilharziose peut étre Iéthale.

2. INDICATION D'UTILISATION

La trousse Schistosoma mansoni IgG ELISA de Novafscprévue pour la détermination qualitative descarps IgG anti-
Schistosoma mansoni dans le sérum humain ou plécstrae)

3. PRINCIPE DU DOSAGE

La détermination immunoenzymatique qualitative desicorps IgG anti-Schistosoma mansoni est basééasiechnique ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Les puits des barrettes de microtitration sonttres/é’antigénes de Schistosoma mansoni pour lgeaiicorps correspondants de
I'échantillon. Apres le lavage des puits pour éfienil’échantillon non lié, le conjugué Protéine Anguées a la peroxydase du raifort
(HRP) est ajouté. Ce conjugué se lie aux complarégeénes-anticorps. Le complexe immun est viséiais ajoutant le substrat de
Tétraméthylbenzidine (TMB) qui donne un produit action bleu. L'intensité de ce produit est prtponelle a la quantité
d'anticorps IgG spécifiques de Schistosoma mandans I'échantillon de patient. De I'acide sulfuggest ajouté pour arréter la
réaction. Ceci produit une couleur jaune. L'absacba 450 nm est lue en utilisant un lecteur deapiaques ELISA.

4. MATERIEL

4.1. Réactifs fournis

. Puits revétus de Schistosoma mansoni (IgG)L2 barrettes de 8 puits sécables revétus d’antigérgchistosoma mansoni; en
sachets d'aluminium refermables.

= Diluant pour échantillon IgG *** : 1 flacon contenant100 ml de tampon poudiktion de I'‘échantillon ; pH 7.2 £ 0.2 ; prét
a I'emploi ; couleur jaune ; bouchon blanc.

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

. Solution de lavage (concentrée x 20.) *1: flacon contenant 50 ml d'un tampon concentréoZ0(pH 7.2 + 0.2) pour laver les
puits ; bouchon blanc.

L] Conjugué Protéine A ** : 1 flacon contenant 20 ml de Protéine A conjuguées ka peroxydase du raifort ; prét a I'emploi ;
couleur bleue, bouchon noir.

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

L] Contréle positif IgG Schistosoma mansoni*** :1 flaconcontenant 2 ml ; prét a I'emploi ; couleur jaurmuchon rouge.
= Controle seuil (cut-off) IgG Schistosoma mansoni*** 1 flaconcontenant 2 ml ; prét a I'emploi ; couleur jaurmuchon

vert.
L] Contréle négatif IgG Schistosoma mansoni*** :1 flacon contenant 2 ml ; prét a I'emploi ; coulg@une ; bouchon bleu.
* contient 0,1 % de Bronidox L apres dilution
* contient 0,2 % de Bronidox L
Fokk contient 0,1 % de Kathon

4.2. Matériel fourni

= 1 support de plaque

. 1 couvercle autocollante

L] 1 notice d’emploi

. 1 schéma de distribution et d'identification

12



4.3. Matériel et équipement requis

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

L] Laveur manuel ou automatique pour le lavage des pui

L] Pipettes pour utilisation entre 10 et 1000 pl

L] Mélangeur Vortex

. Eau désionisée ou (récemment) distillée

L] Tubes jetables

L] Chronometre

5. STABILITE ET CONSERVATION

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

6. PREPARATION DES REACTIFS

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

6.1. Barrettes revétues sécables

Les barrettes sécables sont revétues d'antigeBehistosoma mansoni et sont prétes a 'emploi. €vrsa +2...+8°C. pres avoir
prélevé les barrettes nécessaires, refermer imn&aient les autres dans le sachet d'aluminium avet@shydratant fourni et les
conserver a +2...+8°C ; elles sont stables jusda'date de péremption.

6.2. Conjugué Protéine A

Le flacon contient 20 ml d'une solution de Protéeperoxydase du raifort, un tampon, des stalitsades conservateurs et un
colorant bleue inerte. La solution est préte a jjimn Conserver a +2...+8°@pres la premiére utilisation, la solution restatse
jusqu'a la date de péremption, si elle est conseavé?2...+8°C.

6.3. Contrdles

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

6.4. Diluant pour échantillon 1gG

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

6.5. Solution de lavage (conc. x 20)

Le flacon contient 50 ml d'un tampon concentré, digsrgents, des stabilisants et des conservai@iusr la solution de lavage au
1/20°™; par exemple 10 ml de la solution de lavage +rh9@'eau bidistillée récente et non contaminéetdrepon dilué est stable 5
jours si conservé a température ambiante. Le tanepagentrée est stable jusqu’a la date de péremysicelle est conservée a
+2...+8°C. Les cristaux dans la solution disparaissent en laamtia 37°C dans un bain marie.

6.6. Solution de substrat TMB

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

6.7. Solution d’arrét

Le flacon contient 15 ml d’'une solution d’acidefatiue 0,2 M (R 36/38, S 26). Cette solution esit@ a 'emploi et doit étre
conservée a +2...+8°@prés la premiére utilisation, la solution restalsie jusqu'a la date de péremption, si elle esseorée a 2-
8°C.

7. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Utiliser des échantillons de sérum humain ou plaériteate) pour cette analyse. Si le dosage ediséédans les 5 jours apres le
préléevement, les échantillons doivent étre consedvé?2...+8°C ; autrement ils doivent étre alige@®conservés surgelés (-20 a -
70°C). Si les échantillons sont conservés congdlié® mélanger les échantillons décongelés avadbsage Eviter les cycles
répétés de congélation et décongélation.

L’ inactivation par la chaleur des échantillonsst’pas recommandée.
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7.1. Dilution de I'’échantillon

Avant le dosage, tous les échantillons doiventditues au 1/10"avec le diluant pour échantillon IgG. \
Diluer 10 pl d’échantillon avec 1 ml du diluant pa@chantillon IgG dans des tubes pour obtenir ul¢iech au 1/101™° et mélanger
soigneusement sur un Vortex.

8. PROCEDE DE DOSAGE

8.1. Préparation du dosage

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

Réserver au moins :

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

1 puits  (par exemple E1) pour le contrdle pbsiti

Il est conseillé de déterminer les contrbles eglgsantillons du patient en doublets si nécessaire.

Réaliser toutes les étapes du dosage dans I'apdreécet sans délai entre les étapes.
Un embout de pipette propre et jetable doit étitesé@tpour distribuer chaque contrdle et échantillo
Régler l'incubateur a 37° + 1°C.
1. Pipeter 100 pl de controles et d’échantillons dildéns leurs puits respectifs. Garder le puits éudr fe blanc substrat.
2. Couvrir les puits avec le couvercle.
3. Incuber pendant 1 heure + 5 minutes a 37+1°C
4. Alafin de l'incubation, enlever le couvercle, iasple contenu des puits et laver chaque puits foss avec 300 pl de
solution de lavage. Eviter les débordements des geiréaction. Le temps de trempage entre chaqlede lavage
devrait étre > 5 sec. A la fin, enlever soigneuserteliquide restant en tapotant les barretteslayapier absorbant
avant la prochaine étape !
Note : L‘étape de lavage est trés importante ! Bivabe insuffisant peut conduire a une précisiohléaét a des valeurs
d'absorbance faussement élevées.

5. Pipeter 100ul du conjugué Protéine A dans toupués sauf le puits blanc (par exemple Al). Ferenarc le couvercle.
6. Incuber pendant 30 minutes a température ambianteNe pas exposer a la lumiére directe du soleil.
7. Répéter I'étape numéro 4.
8. Pipeter 100 pl de la solution de substrat TMB dauos les puits.
9. Incuber pendant exactement 15 minutes a températurambiante dans I'obscurité.
10. Pipeter 100 pl de la solution d'arrét dans toupléts dans le méme ordre et a la méme vitesspguela solution de
substrat TMB.
La couleur bleue développée pendant l'incubatiemrte au jaune.
Note : Des échantillons de patients fortement tfsspeuvent causer des précipités foncés du chyémm! Ces

précipités peuvent influencer les valeurs mesudéedensité optique. Il est recommandé de diluehbétillon
avec du sérum physiologique, par exemple au 1/8uiEndiluer I'échantillon au 1/107°avec le tampon et
multiplier les résultats en NTU (NovaTec units) Bar

11. Mesurer I'absorbance de I'échantillon a 450/620amsdes 30 minutes apres |'addition de la soludlarrét.

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

Si - pour des raisons techniques - le lecteur d3_he peut pas étre ajusté a zéro en utilisantdacbsubstrat dans le puits Al,
soustraire la valeur d'absorbance du puits Al dedse les autres valeurs d’absorbance mesuréesiafbienir des résultats fiables !

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

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

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

L] Blanc Substrat dans Al: Valeur d’absorbane,100.

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

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

. Contréle positif dans E1: Valeur d'absorbarmntrole seuil (cut-off)

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

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

« Cut-off » =0,38

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

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

- zone grise

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

Des échantillons sont considérBEGATIFS si la valeur d'absorbance est inférieure de 10&wvaleur « seuil ».

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

« seuil »
Exemple : _1,216 x 1932 NTU

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

10. PERFORMANCES DU DOSAGE

10.1. Précision

Inter-essais n moyenne CV (%)
Sérum pos. 4 0.76 5.7
Intra-essai n moyenne CV (%)
Sérum pos. 24 1.14 5.1

10.2. Spécificité diagnostique

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

10.3. Sensibilité diagnostique

La sensibilité diagnostique est définie comme tzbpbilité d’obtenir un résultat positif en présedam analyte spécifique. Elle est
87 %.

10.4. Interférences

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

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

11. LIMITES DE LA TECHNIQUE

Une contamination bactérienne ou des cycles geddégétés du spécimen peuvent affecter les vatabsorption. Le diagnostic
d'une maladie infectieuse ne devrait pas étreié&abla base du résultat d’'une seule analyse.iggndstic précis devrait prendre en
considération I'histoire clinique, la symptomataoginsi que les données sérologiques.

Les données sérologiques sont de valeur limité idacess des patients immunocompromis et des noxvess
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12. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

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

Uniguement pour diagnostic in vitro.

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

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

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

Ne pas utiliser les réactifs apres la date de pgtiemindiquée sur I'étiquette.

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

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

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

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

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

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

AVERTISSEMENT : A la concentration utilisée, BronidL ne pose pratiquement aucun risque toxicologjieju cas de contact avec

AVERTISSEMENT : L'acide sulfurique est irritant pdes yeux et la peau. Garder hors de la portéenlesits. En cas de contact

la peau et les membranes muqueuses !

avec les yeux, rincer soigneusement avec de ltezensulter un médecin !

12.1. Elimination des déchets

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

13. INFORMATION POUR LES COMMANDES

Référence : SCHG0410 Schistosoma mansoni IgISA96 déterminations)
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ITALIANO C E

1. INTRODUZIONE

Gli Schistosomi appartengono alla classe dei disfpematodi). Sono classificati fra il i patogepioi frequenti. Le stime emergono
da piu di 200 milioni di persone affette.

| parassiti maturi sono lunghi circa 6 - 22 mm.

Le specie piu importanti sono Schistosoma man$onaponicum e S. haematobium. Lo schistosoma magsmomune in Africa, in
Sud America e Medio Oriente.

Schistosomatosi (bilarziosi) puo colpire, a secodelta specie e localizzazione dei parassiti,&stiho, il fegato le vie respiratorie e
urinarie. Gli esseri umani sono (ri) infettati dahtatto con acqua contaminata da uova contenend a feci. Se le larve vengono in
contatto con la pelle umana, si evidenzia dapptima reazione della pelle transitoria ( prurito @santema o con eritema, con
ripetute infezioni e possibile dermatite cercaripldopo 3 - 10 settimane i vermi divenuti intarsessualmente maturi liberano
sostanze allergiche e citotossiche che portanocaziom febbrili negli esseri umani (febbre Katayamiaa persona infettata e
danneggiata prevalentemente dalle uova, che entregld organi per mezzo del sangue e produconeip®te glicoproteine. La
persona reagisce producendo anticorpi e complessiuni con formazione di granulomi e granulomatosii'intestino e nella
mucosa urinaria. Le uova non espulse muoiono dagritBnane e saranno dissolte o calcificate. fitssinteressato diviene fibroso.
Nello stadio finale la bilarziosi puo causare larteo

2. USO PREVISTO

Il NovaTec Schistosoma mansadgG ELISA & un kit per la determinazione qualitataegli anticorpi specifici della classe IgG per
Schistosoma mansoni nel siero o plasma (citrat@nem

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione qualitativa degli anticorpi Ig€ gchistosoma mansoni si basa sul principio ELIS#azzetti delle micropiastre
contengono una fase solida con antigeni speciéitaSchistosoma mansoni. Anticorpi specifici reainpione si legano agli antigeni
immobilizzati nei pozzetti. Gli anticorpi del cogato (la proteina A con perossidasi di rafano(HRP@gano ai complessi antigene-
anticorpo nei campioni positivi. Questi complesshgono evidenziati da una colorazione blu dopalibazione con la soluzione
TMB. L'intensita di questa colorazione € direttatgeproporzionale alla quantita di anticorpi specifier Schistosoma mansoni di
classe IgG presenti nel campione. Fermando laaeaznzimatica con acido solforico si causa un éamnto di colore dal blu al
giallo che puo essere misurato facilmente con tonfetro per 'ELISA a 450 nm.

4. MATERIALI

4.1. Reagenti forniti

L] Micropiastre con antigeni di Schistosoma mansoni §iG): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesi igahi di
Schistosoma mansoni; dentro una busta d’alluminfaudibile.

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

= Soluzione stop:1 flacone contenente 15 ml di acido solforico, @d/I, pronto all’'uso; tappo rosso.

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

. Coniugato Proteina A**: 1 flacone contenente 20 ml della Proteina A corog®dasidi rafano, tampone, stabilizzanti,
conservanti ed un colorante azzurro; pronto all'tappo nero.

. Soluzione TMB: 1 flacone contenents ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); prorll'uso; tappo giallo.
. Schistosoma mansoni IgG Controllo positivo***:1 flacone da 2 ml; color giallo; tappo rosso; peooalf’'uso.

. Schistosoma mansoni IgG Controllo Cut-off***: 1 flacone da 3 ml; color giallo; tappo verde; pmali'uso.

L] Schistosoma mansoni IgG Controllo negativo**:1 flacone da 2 ml; color giallo; tappo blu; proaibuso.

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

4.2. Accessori forniti

= 1 pellicola adesiva

L] 1 supporto per micropiastre
L] 1 istruzione per l'uso

= 1 foglio di controllo
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4.3. Materiali e attrezzature necessari

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

Lavatore di micropiastre

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

Provette monouso

Supporto per provette

Acqua deionizzata o distillata.

Timer

5. MODALITA DI CONSERVAZIONE

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

6. PREPARAZIONE DEI REAGENTI

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

6.1. Micropiastre

| pozzetti sono separabili. Contengono adesi anitigeattivati di Schistosoma mansoni. | pozzettiongi all'uso, devono essere
conservati tra 2-8°(Riporre i pozzetti non utilizzati nel sacchetto dogel essiccante di silice. Il prodotto € stabfieo alla data di
scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.2. Coniugato Proteina A

Il flacone contiene 20 ml di soluzione della ProgeiA con perossidasi di rafano, tampone, stabilizzaonservanti ed un colorante
inerte azzurroUna volta aperta, il prodotto é stabile fino allata di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.3. Controlli

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

6.4. Tampone diluente IgG

Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfato, sidanti, conservanti e un colorante giallo inert@ soluzione viene usata per
diluire i campioni. Una volta aperta, il prodotto € stabile fino aliata di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.5. Tampone di lavaggio (20x conc.)

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

6.6. Soluzione TMB

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

6.7. Soluzione Stop

Il flacone contienél5 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S2fjpnto all’'uso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla
data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

7. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

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

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

7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1+100 con tampadiluente 1gG. Per esempio, pipettare nelle ptevEd pl di campione + 1 ml di
tampone e mescolare bene (Vortex).
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8. PROCEDIMENTO

8.1. Preparazione del test

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

i pozzetti necessari nel supporto micropiastre

Utilizzare almeno:

1 pozzetto (es. Al) per il bianco-substrator(k)a
1 pozzetti (es. B1) per il controllo negativo

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

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

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.

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

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

3. Incubare 1 ora +5 min a 37% 1°C.
4

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

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

5. Pipettare 100u! di Coniugato Proteina A in tutfigzzetti, escludendo quello con il bianco-substfatank). Coprire i
pozzetti con la pellicola adesiva.

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

Pipettare 100! di Soluzione TMB in tutti i pozzett

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

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

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

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

© 0N

8.2. Misurazione

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

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

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

Dove sono state misurate in doppio, calcolammedia delle assorbenze.
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9. Risultati

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

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

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

. Controllo positivo in E1: Valore di assorbanzeCut-Off

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

9.2. Calcolo dei risultati

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

Esempio: Valore di assorbenza del controllo Cdit9o89 + valore di assorbenza del controllo Cut@f87 = 0.76/2= 0.38
Cut-Off =0.38

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

Campioni con assorbenza del 10 % al di sopra osttb del Cut-Off non sono identificabili comegitivi 0 negativi=> Dubbio
In questo caso é raccomandato di ripetere il tegb@® o 4 settimane con un campione fresco. Ssuitato é ancora incerto viene
consideratmegativa

| campioni sonmegativi, se 'assorbenza risulta inferiore del Cut-Off aeira del 10 %.

9.3.1. Risultati in unita NovaTec [NTU]
Assorbanza media del campione x 10 = [unita NovaTec = NTU]

Cut-Off

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

Cut-Off : 10 NTU

Dubbio: 9-11 NTU

Negativo: <9 NTU

Positivo: >11 NTU

10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

Interdosaqggio n Media Cv (%)
Siero pos. 4 0.76 5.7
Intradosaqqio n Media CV (%)
Siero pos. 24 1.14 5.1

10.2. Specificita diagnostica

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

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilita diagnostica é la probabilita det tidornire un risultato positivo in presenza dtiaorpi specifici. La sensibilita
diagnostica é pari a 87 %.

10.4. Possibili interferenze

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

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

11. LIMITAZIONI

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

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

Solo per uso diagnostico in-vitro.

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

Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti dive

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

Non usare dopo la data di scadenza.

Utilizzare soltanto attrezzatura pulita.

Non scambiare i tappi dei flaconi.

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

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

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

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

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

12.1. Smaltimento

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

13. INFORMAZIONI PER GLI ORDINI

Numero del prodotto: SCHGO0410 Schistosoma mang@ELISA (96 determinazioni)
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ESPANOL C€

1. INTRODUCCION

Los esquistosomas son platelmintos pertenecierigefamilia Schistosomatidae. Se han descrito cespgecies que producen
patologia en el hombre. Cuatro de ellas son masriates desde este punto de vista clinico S. Habmean (descubierto por el
medico aleman Theodor Bilharz en 1851 producedaisssomiasis urogenital), Schistosoma mansowhys®soma intercalatum
(esquistosomiasis intestinal africano), Schistos@panicum y Schistosoma mekongi (esquistosomésédica). La especie
Schistosoma intercalatum tiene menor importanddeepiolégica. Aproximadamente 80 millinones de pees en el mundo estan
afectadas.

Los huevos del huésped principal (p.e. el hombra famansoni) eclosionan al contacto con el adlaan libremente. Si lo
encuentran en el agua, el caracol le servira degeaéintermediario (para S. mansoni género Biomi#dlgpenetraran en él y sufriran
una reproduccién asexuada (esporoquistes) quétima instancia, daré lugar a cientos de cercamagiles que pasaran al agua. Las
cercarias, larvas mdviles de cola bifurcada quenviibremente en el agua, penetran a través delldgd hombre para introducirse
en los capilares, pierden su cola y pasan a llaeaguistosémulas. En el sistema de la vena pmménza la maduracion hacia las
formas adultas de ambos sexos, que se acoplam¢binse dobla para albergar la hembra). Luegoetesen por el sistema venoso
hasta alcanzar su habitat definitivo, para S. m@resio son sobre todo las vena mesenterialestéstino delgado superior donde
alcanzan la maduracién sexual. Una pequefia palts tieevos llega hasta la lumina del intestinstp eegregado con las heces, lo
que inicia un nuevo ciclo. La mayor parte de losvus queda en el tejido donde se producen inflaanasisoportadas por la
reaccion inmunitaria celular.

2. USO PREVISTO

El enzimoinmunoensayo de Nova Tec se utiliza padeterminacion cualitativa de anticuerpos IgG @éiges contra Schistosoma
mansoni en suero o plasma (citrato) humano.

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

La determinacion inmunoenzimatica cualitativa décarrpos especificos contra Schistosoma mansdoase en la técnica ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay). Las tiras deropocillos que se usan como fase sélida estanbiextas con antigenos
especificos de Schistosoma mansoni. Los anticuergistentes en la muestra se usan a los antigemawilizados de la placa de
microtitulacién. La Proteina A conjugada con petlasia de rdbano (HRP), se une con los complejageactianticuerpo en muestras
positivas. Estos complejos inmunoldgicos desamaliaa coloracion azul después de incubarlos canasoigle tetrametilbenzidina
(TMB). Finalmente se afiade acido sulfurico paramst la reaccién, causando un cambio de coloradgdazul a amarillo. La
densidad optica se mide con un lector de ELISAGn#S

4. MATERIALES

4.1. Reactivos suministrados

. Microtiras (IgG) recubiertas de antigeno de Schisttoma mansoni:12 tiras de 8 pocillos rompibles, recubiertos con
antigenos de Schistosoma mansoni, en bolsa deradumi

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

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

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

= Conjugado de Proteina A**: 1 botella de 20ml contiene peroxidasa unidad &ef@ A; color azul; tapa negra; listo para ser
utilizado.

. Solucién de sustrato de TMB:1 botella de 15ml 3,3’,5,5'-tetrametilbenzindifiB); listo para ser utilizado; tapa amarilla.
= Control positivo de IgG (Schistosoma mansoni)***:1 botella de 2ml; color amarillo; tapa roja; ligtara ser utilizado.

= Control cut-off de IgG (Schistosoma mansoni)***:1 botella de 3ml; color amarillo; tapa verde;dipara ser utilizado

. Control negativo de 1gG (Schistosoma mansoni)***1 botella de 2ml; color amarillo; tapa azul; ligiara ser utilizado.

* contiene 0.1% de Bronidox L después itlérd
* contiene 0.2% Bronidox L
***  contiene 0.1% Caton

4.2. Accesorios suministrados

L] 1 lamina autoadhesiva
. 1 soporte

. 1 hoja de instrucciones
= 1 hoja de resultados

22



4.3. Materiales e instrumentos necesarios

Fotometro con filtros de 450/620 nm

Incubadora/camara himeda con termostato

Dispositivo de lavado manual o automéatico

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

Tubos de plastico desechables

Gradilla para los tubos

Agua destilada

Cronémetro

5. ESTABILIDAD Y ALMACENAJE

El test tiene que estar almacenado de 2...8°C.d4o los reactivos después de la fecha de caduridada en la etiqueta de las
botellas y en el exterior.

6. PREPARACION DE LOS REACTIVOS

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

6.1. Tiras reactivas

Las tiras separables recubiertas con antigeno listS&soma mansoni estan selladas. Los pocillasslisara ser utilizados tienen que
estar almacenados de 2...8Mantener los pocillos no utilizados en la bolsaaleminio junto con el desecante y conservar de
2...8°C. El producto se conserva hasta la fechaatkicidad indicada.

6.2. Conjugado de Proteina A

La botella contiene 20ml de una solucion de Pratedncon peroxidasa de rabano, tampén, estabilizagdaonservante y un
colorante azul inerte. La solucién esta lista s@rautilizada y tiene que estar almacenada d€Q. 8spués de la primera abertura,
el producto se conserva hasta la fecha de cadudcidadta almacenado de 2...8°C.

6.3. Controles

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

6.4. Tampoén de dilucién de IgG para la muestra

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

6.5. Solucién para lavar (20x conc.)

La botella contiene 50ml de tamp6n concentrad@rdehtes y conservantes. El contenido se diluyeueolitro de agua destilada
(1+19). La solucion diluida es estable 5 dias gteaiura ambienté.a cristalizacion en el concentrado desapareceadmtarla a
37°C y mezclarla bien antes de usarla. Después geiinera abertura, el producto se conserva haatéetha de caducidad si esta
almacenado de 2...8°C.

6.6. Solucion de TMB

La botella contiene 15ml de una mezcla de tetrdipesizidina con peroxido de hidrégeno. La soluciétalpara ser utilizada se tiene
que almacenar entre 2...8°C protegida de la liaz.solucién es levemente azulada. En caso de camaaidn cambia a una
coloracion azul mas intensa no pudiendo ser utilizan el ensayo.

6.7. Solucion de parada

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

7. TOMA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

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

No se recomienda la inactivacion por calor de lasstras.

7.1. Dilucién de las muestras

Antes del ensayo, las muestras tienen que esteédaklen relacién 1+100 con el tampdn de dilucéna e muestra de 1gG, p.e. 10ul
de la muestra con 1ml de tampén, mezclar bien@omelzcladora Vortex.
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8. PROCEDIMIENTO

8.1. Preparacion del ensayo

Por favor, leer cuidadosamente las instruccionksrdmycantesde realizarlo. Para el buen funcionamiento dédaita es necesario
seguir las instrucciones. El siguiente procedinui&st valido para el método manual. Para excluate$ede lavado en caso de utilizar
los automaticos ELISA elevas el nimero de lavad8 de5veces y el volumen de solucion de lavadoOflel 3 a 350 pl. Antes de
comenzar, especificar exactamente la reparticiposycion de las muestras y de los controles emjk die resultados suministrada.
Usar la cantidad necesaria de tiras o pocillod soporte.

En este caso por lo menos

1 pocillo (z.B. Al) para el blanco,

1 pocillo (z.B. B1) para el control negativo,
2 pocillos (z.B. C1+D1) para el control cut-off y
1 pocillo (z.B. E1) para el control positivo

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

Realizar el ensayo en el orden indicado y sin setra

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

1. Pipetear 100 pl de controles y muestras endo#igs respectivos. Dejar el pocillo Al para elrido.
2. Recubrir las tiras con los autoadhesivos sutrées.

3.  Incubarl h +5 mina 37°C.
4

Después de la incubacion, retirar el autoadbeaspirar el liquido de la tira y lavarla tresesezon 300ul de la solucion
de lavado. Evitar el rebosamiento de los pocildsiempo entre cada lavado y cada aspiracion tiereeser por lo menos
de 5 segundos. Para sacar el liquido restantesdieds, es conveniente sacudirlas sobre papettzdrge.

Nota: El lavado es muy importante! Un mal lavado provana mala precision y resultados erroneamente atzwes!

5. Pipetar 100ul de conjugado de Proteina A en pad#éio con excepcion del blanco. Cubrir con una lamina
adhesiva.

6. Incubar 30 min a la temperatura ambiente (20...25°C)Evitar la luz solar directa.

7. Repetir el lavado como en el paso numero 4.

8. Pipetar 100ul de sustrato de TMB en todos los joscil

9. Incubar exactamente 15 min en oscuridad a temperata ambiente (20...25 C).

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

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

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

8.2. Medicién
Efectuar con ayuda del blanco en el podiibla calibracién al cerodel fotémetro (lector de ELISA).

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

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

Si se efectuaron andlisis en duplicado o mdltipkes; que calculael promedio de los valores de extinciérde los pocillos
correspondientes.
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9. CALCULO DE LOS RESULTADOS

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

L] Blanco en Al extinciére 0.100

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

. Control positivo en E1 extinciorrcut-off

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

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

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

9.3. Interpretacion de los resultados
Las muestras se consideran positivas cuando eldalia extincion es como minimo mayor al 10% a@débrdelcut-off

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

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

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

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

Cut-Off

Ejemplo: 1.204 x 10 = 28 NTU (NovaTec Unidades)
0.43

Cut-Off: 10 NTU

Zona intermedia: 9-11 NTU

Negativo: <9 NTU

Positivo: >11 NTU

10. CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

10.1. Precisién

Inter ensayo n Promedio (NTU) CV (%)
Suero pos. 4 0.76 5.7
Intra ensayo n Promedio (OD) CV (%)
Suero pos. 24 1.14 5.1

10.2. Especificad del ensayo

La especificidad del ensayo se define como la fmidad que tiene el ensayo de dar un resultadathegen ausencia de la
sustancia a analizar especificamente (>95 %).

10.3. Sensibilidad del ensayo

La sensibilidad del ensayo se define como la priidall que tiene el ensayo de dar un resultaddiposn presencia del analitico
especifico (87 %).

10.4. Interferencias

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

| Los resultados estan basados en pruebas de engagoales: No se trata de especificaciones garadéisa
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11. LIMITACIONES DEL ENSAYO

Una contaminacion de las muestras con bacteriasiaocongelacion y descongelacion repetida puedesupir cambios en los
valores de la extincién.

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

12. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

En cumplimiento con el articulo 1 péarrafo 2b dedleectiva europea 98/79/EC, la utilizacién de siste médicos para
diagnostico in vitro tiene la intencion por partd fhbricante de asegurar la adecuacion, realizasig seguridad del producto.
Por lo tanto, el procedimiento, la informacién, fascauciones y los avisos de las instruccionessdehan de ser seguidas
estrictamente. La utilizacion de equipos con aadlizes y equipamiento similar tiene que ser vadidddb se autorizan
cambios en el disefio, composicion y procedimieasd,como cualquier utilizacion en combinacion ctmoproductos no
aprobados por el fabricante; el usuario debe bacgsponsable de estos cambios. El fabricantespomdera ante falsos
resultados e incidentes debidos a estas razonéabridante no respondera ante cualquier resu@d@nalisis visual de las
muestras de los pacientes.

Solo para diagnostico in vitro.

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

No intercambiar reactivos y placas de microtitidacdrgas diferentes.

No usar reactivos de otro fabricante para esteyensa

No usar después de la fecha de caducidad.

Sélo usar recambios de pipetas, dispensadoreseyiales de laboratorio limpios.

No intercambiar las tapas de los diferentes reagtiv

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

Después de abrirlas y posterior almacenaje, assgula que no existe contaminacién microbiana ageeguir usandolas.
Pipetear_cuidadosamentas muestras y el conjugado en los pocillos paitarecontaminaciones cruzadas y resultados
errbneamente aumentados.

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

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

ADVERTENCIA: El &cido sulfdrico irrita los ojos y la piel! Emaso de contacto con los ojos lavar abundantencent@gua y

consultar a un médico.

12.1. Indicaciones para la eliminacién de residuos

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

13. INFORMACIONES PARA PEDIDOS

N° del producto: SCHGO0410 Schistosoma mansoniE§GA (96 determinaciones)
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Symbols Key/ Symbolschliissel/ Explication des symbol

es / Legenda / Simbolos

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

IVD

In Vitro Diagnostic Medical Device/ In Vitro Diagnosticum/ Dispositif médical de diagnostic in
vitro/ Diganostico in vitro/ Producto para diagnéstico In vitro

LOT

Lot Number/ Chargenbezeichnung/ Numéro de lot/ Lotto/ Nimero de lote

Expiration Date/ Verfallsdatum/ Date de péremption/ Scadenza/ Fecha de caducidad

Storage Temperature/ Lagertemperatur/ Température de conservation/ Temperatura di
conservazione / Temperatura de almacenamiento

q3

CE Mark/ CE-Zeichen/ Marquage CE / Marchio CE/ MarcaCE

[REF]

Catalogue Number/ Katalog Nummer/ Référence du catalogue/ Numero di codice/ Niumero de
Catélogo

Consult Instructions for Use/ Gebrauchsanweisung beachten/ Consulter la notice d’utilisation/
Consultare le istruzioni/ Consulte las Instrucciones de Uso

MTP

Microplate/ Mikrotiterplatte/ Microplaque/ Micropiastra/ Microplaca

CONJ

Conjugate/ Konjugat/ Conjugué/ Coniugato/ Conjugado

ONTRO

Control serum, negative/ Kontrollserum, negative/ Sérum de contr6le négatif/ siero di controllo,

negativo /Suero control negativo/ Soro de controle negativo

Gonrror+]

Control serum, positive/ Kontrollserum, positiv/ Sérum de contréle positif/ siero di controllo,

positivo/ Suero de control positivo

CUT OFF Cut off control serum/ Cut off Kontrollserum/ Sérum de contréle du cut-off/ siero di controllo, cut-
off/ Suero control Cut-off
DIL G Sample diluent buffer IgG/ IgG-Probenverdiinnungspuffer/ Tampon diluant pour échantillon 1gG/
soluzione tampone per i campioni IgG/ solucion tampdn para muestras 1gG

SOLN STOP Stop solution/ Stopplésung/ Solution d’arrét/Soluzione bloccante

SUB TMB TMB Substrate solution/ TMB-Substratldsung/ Substrat TMB/ soluzione substrato TMB/ solcion

substrato TMB
WASHBUF Washing solution 20x concentrated/ Waschlésung 20x konzentriert/ Solution de lavage
20x

concentré 20 x/ soluzione di lavaggio concentrazione x20/ solucién de lavado concentrado x20

N

Contains sulfficient for “n” tests/ Ausreichend fur “n” Tests/ Contenu suffisant pour “n” tests/

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

Schistosoma mansoni IgG-ELISA

Test preparation

Prepare reagents and samples as described.

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

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

Assay procedure

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

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37°C
Wash each well three times with 3001 of washingtsm
Conjugate | - | 100ul | 100ul | 100ul | 100ul
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 3001 of washingtsm

TMB Substrate | 100ul | 100ul | 100pl | 100ul| 100ul
Incubate for exactly 15 min at room temperature inthe dark
Stop Solution | 100ul | 100u | 100ul | 100pl| 100ul

Photometric measurement at 450 nm (reference wagyle620 nm)

NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark

Waldstr. 23 A6

D-63128 Dietzenbach, Germany

Tel.: +49 (0) 6074-48760  Fax: +49 (0) 6074-487629
Email :info@NovaTec-ID.com
Internet:www.NovaTec-1D.com

SCHGO0410engl,dt,fr,it,es18082009-JH
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