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1. INTENDED USE

Helicobacter pylori 1IgG ELISA test is an enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA) for the qualitative detection of human IgG class antibodies
to Helicobacter pylori in EDTA plasma and serum. The test is intended to
aid in the diagnosis of Helicobacter pylori infection in adult patients with
clinical symptoms of gastritis. FOR /N VITRO DIAGNOSTIC USE.

2. SUMMARY AND EXPLANATION

Helicobacter pylori infection is the most important cause of chronic
gastritis. Another mechanism for gastritis and severe atrophic gastritis
is the autoimmune mechanism (1, 2). This kit is intended to aid in the
diagnosis of H. pylori infection.

Helicobacter pylori is a spiral shaped, gram-negative bacterium that
colonizes in the human stomach. The organism is found in the mucous
layer of the stomach overlying the gastric epithelium and it does not appear
to invade tissue. However, the mucosa underneath the area of the H.
pylori colonization is invariably inflamed; this condition is referred to as
chronic superficial or non-atrophic gastritis which, if untreated, persists
for life (1). This chronic inflammatory process can lead to atrophic gastritis,
which has been linked with peptic ulceration and gastric cancer, two
important diseases of the upper gastrointestinal tract (3-6). The presence
of antibodies to CagA H. pylori strains have been linked with the development
of atrophic gastritis in corpus (7). The epidemiological evidence indicates
a link between gastric adenocarcinoma, mucosa associated lymphoid
tissue (MALT) lymphoma (8,9) and H. pylori infection.

3. PRINCIPLE OF THE TEST

This H. pylori 1gG antibody ELISA test is based on an enzyme immunoas-
say technique with partially purified H. pylori bacterial antigen adsorbed
on a microplate and a detection antibody labeled with horseradish peroxi-
dase (HRP).

The assay proceeds according to the following reactions:

1. Partially purified H. pylori bacterial antigen attached to the polystyrene
surface of the wells binds H. pylori IgG antibodies present in the sam-
ple.
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2. Wells are washed to remove residual sample.

3. HRP-conjugated monoclonal anti-human IgG binds to the H. pylori
1gG antibodies.

4. The wells are washed and the TMB-substrate is added. The substrate
is oxidized by the HRP enzyme, resulting in the formation of blue end
product.

5. The enzyme reaction is terminated with the stop solution. H. pylori
positive samples turn yellow with calculated values of >30 EIU.

4. WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in vitro diagnostic use.

CAUTION: Handle plasma and serum samples as potential biohazardous
material.

All samples should be regarded as potentially contaminated and treated
as if they were infectious. Please refer to the U. S. department of Health
and Human Services (Bethesda, MD., USA) publication Biosafety in
Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999, 4th ed. (CDC/NIH)
and No. (CDC) 88-8395 or any other local or national regulation on
reports of laboratory safety procedures on different diseases.

This kit contains reagents manufactured from human blood components.
The source materials provided in this kit have been tested for the presence
of antibodies to hepatitis B and C, as well as antibodies to HIV, and found
to be negative. However, as no test method can offer absolute assurance
that these pathogens are absent, all recommended precautions for the
handling of blood derivatives should be observed.

Always use protective gloves when handling patient samples. Use a
safety pipetting device for all pipetting. Never pipette by mouth. Read
all instructions prior to performing this assay. Dispose of all reagents
provided in the kit by pouring into a sink and flushing with an excess of
tap water.

5. SPECIMEN COLLECTION AND HANDLING

Blood sample is collected by venipuncture into e.g. a plastic EDTA or
7



serum tube. Blood tubes for plasma are mixed immediately by turning
them upside down 5-6 times, and tubes for serum are allowed to clot (for
minimum 30 minutes) at room temperature (20-25°C). Serum is sepa-
rated after clotting, and plasma is separated immediately by centrifuga-
tion (e.g.) plastic tube, relative centrifugal force up to 2000 G, 10-15
minutes). Plasma/serum can be stored refrigerated (2-8 °C) for three
days. For longer storage the samples should be stored frozen (prefer-
ably at -70°C, alternatively at -20°C). Mix the samples thoroughly after
thawing. Avoid repeated freezing and thawing of the samples. Grossly
hemolysed, lipemic or turbid specimen should be avoided.

6. KIT CONTENTS, REAGENT PREPARATION AND STABILITY OF
THE MATERIALS PROVIDED

The reagents supplied are sufficient for 96 wells and three separate runs.
Reagents of different kit lots should not be mixed.

6.1. Microplate

Contents: 12 x 8 strips in frame coated with partially purified H. pylori
bacterial antigen.

Preparation: Ready to use.

Stability: Stable until expiry date. Discard the strips after use.

6.2. Washing Buffer Concentrate (10x)

Contents: 120 mL of 10 x phosphate buffered saline (PBS) concentrate
containing Tween 20 and 0.1% ProClin 300 as preservative.
Preparation: Dilute 1 to 10 (e.g. 100 mL + 900 mL) with distilled water
and mix well.

Stability: The diluted solution is stable for two weeks refrigerated (2-8°C).

6.3. Diluent Buffer

Contents: 100 mL of phosphate buffer containing blocking protein, Tween
20, 0.1% ProClin 300 as preservative and red dye extract.

Preparation: Ready to use.

Stability: Stable until expiry date.

6.4. Calibrator

Contents: One vial containing 1.5 mL of human serum-based H. pylori
IgG calibrator with 0.1% ProClin 300 as preservative. The ElU-value of
the calibrator is printed on the label of the vial.
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Preparation: Ready to use.
Stability: Stable until expiry date.

6.5. Negative Control

Contents: One vial containing 1.5 mL of human serum-based H. pylori
1gG negative control with 0.1% ProClin 300 as preservative. The EIU-
value of the control serum is printed on the label of the vial.
Preparation: Ready for use.

Stability: Stable until expiry date.

6.6. Positive Control

Contents: One vial containing 1.5 mL of human serum-based H. pylori
positive control with 0.1% ProClin 300 as preservative. The ElU-value of
the control serum is printed on the label of the vial.

Preparation: Ready to use.

Stability: Stable until expiry date.

6.7. Conjugate Solution

Contents: 0.2 mL of HRP-conjugated monoclonal anti-human IgG in
stabilizing buffer with 0.02% methylisothiazolone and 0.02% bromoni-
trodioxane, and 0.002% other active isothiazolones as preservatives.
Preparation: Dilute 1 to 100 (e.g. 40 pL + 3960 pL) with the diluent buffer.
Stability: Stable until expiry date. Discard the excess of the diluted
conjugate solution after use.

6.8. Substrate Solution

Contents: 15 mL of tetramethylbenzidine (TMB) in aqueous solution.
Preparation: Ready to use.

Stability: Stable until expiry date. Avoid exposure to direct light.

6.9. Stop Solution

Contents: 15 mL of 0.1 mol/L sulfuric acid.
Preparation: Ready to use.

Stability: Stable until expiry date.

6.10. Incubation Covers
Four plastic sheets to cover the microplate during incubation.

6.11. Instructions for Use



7. MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Distilled or deionized water

Micropipettes and disposable tips, to accurately deliver 5 — 1000 pL
Pipettes to accurately deliver 1-10 mL

8-channel pipette delivering 100 uL

Graduated cylinder, 1000 mL

Vortex mixer for sample dilutions

Test tubes for specimen dilutions

Microplate washer

Paper towels or absorbent paper

Timer

Incubator, 37°C

Microplate reader, 450 nm

e.g. plastic blood collection tube for serum or plasma
Container for ice

YYYYYVYYVYYVYVYVYYVYY

8. STORAGE AND STABILITY

Store the Helicobacter pylori IgG kit refrigerated (2-8 °C). When stored at
these temperatures, the kit is stable until the expiration date printed on
the box label and the label of each individual kit component. Do not freeze
or expose the kit to high temperatures, or store above 8°C when not in
use. The substrate solution is sensitive to light. The microplate or individual
strips should not be removed from the foil pouch until equilibrated to room
temperature (20-25 °C). Unused strips must be returned to the foil pouch,
sealed and stored at 2-8°C.

Do not use reagents after the expiration date printed on the label. Do not
use reagents from kits with different lot numbers or substitute reagents
from kits of other manufacturers. Use only distilled or deionized water.
The components of the kit are provided at precise concentrations. Further
dilution or other alterations of the reagents may cause incorrect results.

Indication of Kit Deterioration

Liquid components should not be visibly cloudy or contain precipitated
material. At 2-8°C, the washing buffer concentrate may, however, partially
crystallize, but the crystals will dissolve by mixing at room temperature
(20-25°C). The substrate solution should be colorless or pale blue. Any
other color indicates deterioration of the substrate solution.
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Storage and stability of the samples

The results of the storage and freeze-thaw study showed that no differ-
ences in stability were observed in samples that were H. pylori nega-
tive, borderline, or clearly H. pylori positive. The stability of low positive
specimens was not evaluated.

9. TEST PROCEDURE

PRELIMINARY PREPARATIONS

Allow all reagents and the microplate to reach room temperature (20-25°C).
Warm the incubator to 37°C. Dilute the washing buffer concentrate 1 to
10 (e.g. 100 mL + 900 mL) with distilled or deionized water. Read the
complete assay procedure before starting. It is recommended that
the calibrator, controls and samples are applied to the plate in
duplicate wells. It is necessary to use the calibrator and controls
in each test run.

Mix all the reagents well before use.

STEP 1: SPECIMEN DILUTION
Dilute the mixed plasma or serum samples 1 to 200 (5 pL + 995 pL) with
the diluent buffer, mix well.

STEP 2: SAMPLE

Mix and pipette 100 pL of the diluent buffer (Blank), the calibrator (CAL),
the negative control (NC), positive control (PC) and diluted samples (S1,
S2, S3 etc.) into the wells as duplicates (See Figure 1). Cover the plate
with the incubation cover. Incubate for 30 minutes at 37°C. Note: It is
recommended that the samples are dispensed into the wells within 10
minutes to avoid assay drift within the plate.

1 2 3 4 5
Blank Blank
CAL CAL
NC NC
PC PC

T|®|mim|o|0|m|>

D |||
O |CON|—=
D |n|n|mn
O |0O|N|—=

Figure 1. Pipetting Order.
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STEP 3: WASHING

Wash the strips with 3 x 350 pL of the diluted washing buffer, and gently
tap the inverted plate a few times on a clean paper towel to remove any
residual washing buffer.

STEP 4: CONJUGATE

Pipette 100 pL of the mixed dilution (1 to 100) of conjugate solution into
the wells with an 8-channel pipette. Cover the plate with the incubation
cover. Incubate for 30 minutes at 37°C.

STEP 5: WASHING

Wash the strips with 3 x 350 pL of the diluted washing buffer, and gently
tap the inverted plate a few times on a clean paper towel to remove any
residual washing buffer.

STEP 6: SUBSTRATE

Pipette 100 pL of the substrate solution into the emptied wells with an
8-channel pipette. Start the incubation timer after pipetting the substrate
solution into the first strip and continue the incubation for 30 minutes at
room temperature (20-25°C). Avoid direct exposure to light during
incubation.

STEP 7: REACTION STOP
Pipette 100 pL of the stop solution with an 8-channel pipette into the wells.

STEP 8: MEASURING OF RESULTS
Measure the absorbance at 450 nm within 30 minutes.

10. RESULTS
10.1. Quality Control Values

1) The calibrator and controls included in the kit should be used in each
test run. Quality control charts should be maintained to follow the
performance of the controls or appropriate statistical methods should
be used for analyzing control values, which should fall within the appro-
priate confidence intervals employed in each laboratory. The requirement
is that positive control would be positive and negative control negative
according to the values established in each laboratory. Expected control
results must be obtained in order that the test results will be accepted.
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2) Proper functioning of the test can be verified by observing the
absorbance value of the calibrator. The absorbance reading of the
calibrator should be > 1.000.

10.2. Calculation of the Results

Calculate the mean absorbance (A) value for the calibrator, controls and
patient samples assayed in duplicate. Subtract the blank value from the
calculated mean absorbance values.

Calculate the enzyme immunounits (EIU) as follows:

X (A -X (A
2 (Asampie) _( Biani) x 100 = Sample EIU
X (A )= X (Agan)

Calibrator:

10.3. Interpretation of the Results

Negative <30 EIU
Positive 230 EIU

A value less than 30 EIU indicates a negative result, or that no H. pylori
antibodies have been detected, or that antibodies are below detectable
level. A value of 30 EIU or over indicates that H. pylori antibodies are
detected, and the result is thus positive. For quality purposes, negative
and positive controls provided with the kit must be tested in each assay.
Expected control results must be obtained in order to accept test results.
The magnitude of the measured result above the cut-off value is not indicative
of the total amount of antibody present. The cut-off values have been de-
termined using the Biohit Helicobacter pylori 1lgG ELISA kit. From patients
whose samples yield values near the cut-off, a second sample should be
collected, if possible, within a reasonable time period. Each laboratory
should establish its own range of expected values for the clinical situation
where H. pylori IgG antibody values are used for diagnosis. Also the H.
pylori 1gG results determined for a given specimen or with assays from
different manufacturers may vary due to differences in assay methods
and reagent specificity. Results obtained by other assay methods from
other manufacturers should not be used interchangeably.

10.4. Expected Values

Most persons exposed to H. pylori develop IgG antibodies to the organism
(2,5,6). Age-specific rates for the presence of H. pylori antibodies are
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similar for males and females. The prevalence of H. pylori infection is 30-
40% in the U.S., Canada, and in Western Europe, about 20% in Australia,
and 70-90% in Eastern Europe, Africa, South America and Asia. Many
patients who have positive levels of antibody are asymptomatic, even
though they are colonized with H. pylori. Therefore, antibody levels do not
necessarily correlate with the severity of clinical symptoms.

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

As with any diagnostic procedure the Biohit Helicobacter pylori1lgG ELISA
results must be interpreted together with the patient’s clinical presentation and
any other information available to the physician. A positive test for elevated
antibodies may be achieved in patients with a recently treated H. pylori infection.

12. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Reproducibility and Imprecision
Inter-assay variation

A panel consisting of ten (10) samples (one negative, seven borderline,
one positive and one high positive sample) was used for the determination
of inter-assay variation. The samples were measured in duplicates in forty
(40) different runs in 20 working days.

For serum samples, the mean coefficient of variation (%CV) ranged from
4.2 to 7.0% and for EDTA samples from 4.2 to 8.1%. The average %CV
for borderline serum samples was 6.3% (range 5.4 — 7.0%) and for
borderline EDTA samples 6.1% (range 5.0 — 8.1%).

Intra-assay variation

A panel consisting of four (4) serum samples (one negative, one border-
line, one positive and one high positive) was used for the determination
of intra-assay variation. The samples were measured in twenty two (22)
single samples in one run and the average from three (3) different runs
was calculated.

For serum samples, the mean coefficient of variation (%CV) ranged from
3.8 t0 4.6% and for EDTA samples from 3.5 to 4.9%.
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Percent Agreements

The Biohit Helicobacter pylori lgG ELISAkit was evaluated in three studies with

523, 187 and 134 patient samples from age group of 20 to 89 years.

When compared to culture, the Helicobacter pylori IlgG ELISA kit
exhibited the following performance:

Culture
N=523 — -
Positive Negative
Biohit Positive 166 9
Diagnostics Negative 7 341

Clinical Sensitivity

96.5% (95%ClI=92.6 - 98.4%)

Clinical Specificity

96.0% (95%ClI=93.4 - 97.6%)

Histology
N=187 — -
Positive Negative
Biohit Positive 52 8
Diagnostics Negative 9 18
Percent Positive Agreement 85.2%
Percent Negative Agreement 93.7%

When compared to histology, the Helicobacter pylori IgG ELISA kit
exhibited the following performance:

The Biohit Helicobacter pylori IgG ELISA test was compared to an-
other commercial ELISA for H. pylori antibodies and exhibited the

following performance:

Commercial ELISA
N=134 — -
Positive Negative
Biohit Positive 32 1
Diagnostics Negative 3 98
Percent Positive Agreement 91.4%
Percent Negative Agreement 99.0%

15



Analytical sensitivity

The sensitivity of the H. pylori IgG ELISA was determined according to
the NCCLS (CLIA) guideline Consensus Standards for Medical Testing
(NCCLS EP17-A).

The limit of blank (LoB) was determined as the 95th percentile under
which the measurement results of 60 blank samples (blank solution) fall.
The LoB was found to be 1.1 EIU.

The limit of detection (LoD), which is the lowest actual amount of analyte
that may be detected with 95% confidence, was assessed using four
EDTA plasma and serum samples that contain antibody levels close to
the observed LoB value. The LoD was found to be 1.8 EIU for both EDTA
plasma and serum samples.

The limit of quantitation (LoQ), i.e. the lowest amount of analyte in a sample
that can be reliably detected, was calculated assuming a coefficient of
variation (CV%) of 20% at the level of LoD. Accordingly, the LoQ was
calculated to be 1.2 x LoD = 2.2 EIU for both EDTA plasma and serum
samples.

13. DATE OF ISSUE

Helicobacter pylori lgG ELISA kit insert.
Version 01, 25.06.2009.

14. WARRANTY

The Manufacturer shall remedy all defects discovered in any Product (the
“Defective Product”) that result from unsuitable materials or negligent
workmanship and which prevent the mechanical functioning or intended
use of the Products including, but not limited to, the functions specified
in the Manufacturer’s specifications for the Products. ANY WARRANTY
WILL, HOWEVER, BE DEEMED AS VOID IF FAULT IS FOUND TO
HAVE BEEN CAUSED BY MALTREATMENT, MISUSE, ACCIDENTIAL
DAMAGE, INCORRECT STORAGE OR USE OF THE PRODUCTS FOR
OPERATIONS OUTSIDE THEIR SPECIFIED LIMITATIONS OR OUT-
SIDE THEIR SPECIFICATIONS, CONTRARY TO THE INSTRUCTIONS
GIVEN IN THE INSTRUCTION MANUAL.
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The period of this warranty for the Distributor is defined in the instruction
manual of the Products and will commence from the date the relevant
Product is shipped by the Manufacturer. In case of interpretation disputes
the English text applies.

All Biohit diagnostic kits have been manufactured according to our ISO

9001 / ISO 13485 quality management protocols and have passed all
relevant Quality Assurance procedures related to these products.

17



15. SHORT OUTLINE OF THE PROCEDURE

Allow all the reagents to reach room temperature (20-25°C)
Remember to mix all the reagents and samples well just before pipetting

After mixing, pipette 100 uL of the blank solution, the calibrators, the
control and diluted (1 to 200) patient samples into the wells

Incubate for 30 min at 37°C
Wash the wells 3 times with 350 pL of the diluted washing buffer

Pipette 100 pL of the diluted (1 to 100 dilution) and mixed conjugate
solution into the wells

Incubate for 3? min at 37°C
Wash the wells 3 times with 35(3 I of the diluted washing buffer
Pipette 100 uL of the mixed stjbstrate solution into the wells
Incubate for 30 min at roc:m temperature (20-25°C)

Pipette 100 uL of the mixed stop solution into the wells

Read at 450 nm within 30 minutes
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1. KAYTTOTARKOITUS

Helicobacter pylori 1gG ELISA-testi on entsymaattinen immunologine
maaritystesti (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay) kvalitatiivi-
seen ihmisen IgG-luokan Helicobacter pylorin vasta-aineiden maarit-
tamiseen EDTA plasmassa ja seerumissa. Testi auttaa diagnosoimaan
helikobakteeri-infektiota aikuisilla, joilla on gastriitin kliinisia oireita.VAIN
IN VITRO DIAGNOSTISEEN KAYTTOON.

2. YHTEENVETO JA SELOSTUS

Helikobakteeri-infektio on yksi tarkeimmistd kroonisen gastriitin
aiheuttajista. Toinen gastriitiin ja jatkuvan atrofisen gastriitin aiheuttaja
on n.s. autoimmuunimekanismi. (1, 2). Tama kitti auttaa helikobakteeri-
infektion diagnosointia.

Helicobacter pylori on spiraalin muotoinen, gram-negatiivinen bakteeri,
joka elaa ihmisen mahalaukussa. Organismia I0ydetdan mahalaukun
limakalvolta, joka peittad epiteelikerrosta. Helikobakteerin asuttama
mahalaukun llimakalvo on aina tulehtunut; tata tilaa kutsutaan krooniseksi
tai non-atrofiseksi gastriitiksi, joka voi kestda koko elinajan (1). Tama
krooninen tulehdustila voi johtaa atrofiseen gastriittiin, joka on yhdistetty
peptiseen haavatautiin ja mahalaukun syopaan, kahteen tarkeaan
ruoansulatuskanavan tautiin (3-6). CagA H. pylori -kannan vasta-aineiden
kehittyminen on yhdistetty korpuksen atrofisen gastriitin kehittymiseen.
(7). Epidemiologinen todistusaineisto on osoittanut yhteyden mahalaukun
adenokarsinooman, MALT-lymfooman (mucosa associated lymphoid
tissue lymphoma) (8,9) ja helikobakteeri-infektion valilla.

3. TESTIN PERIAATE

Tama H. pylori 1IgG vasta-aine ELISA-testi perustuu entsymaattiseen ja
immunologiseen menetelméaan, jossa osittain puhdistettu H. pylori bakteeri-
antigeeni on koutattu kuoppalevylle ja detekoidaan HRP-konjugoidulla
vasta-aineella.

Maérityksessa tapahtuvat seuraavat reaktiot:
1. Polystyreenipintaisen mikrotiitterilevyn strippien pinta on paally-
stetty osittain puhdistetulla H.pylori bakteeri-antigeenilla, joka sitoo
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naytteessa olevan H.pylori IgG vasta-aineen.

2. Stripeista pestaan ylimaarainen tarttumaton nayte pois.

3. HRP-konjugoitu monoklonaalinen anti-humaani IgG sitoutuu H. pylori
1gG vasta-aineeseen.

4. Stripit pestaan ja TMB-substraatti lisatdan. Substraatti hapettuu en-
tsyymin vaikutuksesta ja nahdaan sinisena lopputuotteena.

5. Entsyymireaktio lopetetaan Stop-liuoksella. Positiiviset H. pylori = 30
EIU naytteet muuttuvat keltaisiksi.

4. VAROITUKSET JA TURVATOIMET

Vain in vitro diagnostiseen kayttoon.

VAROITUS: Kisittele plasma- ja seerumindytteitd mahdollisina
tartuntavaarallisina naytteina.

Kaikkiin naytteisiin tulee suhtautua niinkuin ne olisivat mahdollisesti
tartuntavaarallisia naytteitd. Seuraa U. S. department of Health and
Human Services (Bethesda, MD., USA) julkaisua “Biosafety in Microbio-
logical and Biomedical Laboratories”, 1999, 4th ed. (CDC/NIH) ja No.
(CDC) 88-8395 tai muuta paikallisen tai kansallisen sdadoksen julkai-
sua naytteiden kasittelyn ja laboratorion turvallisuuden suhteen.

Taman kitin reagensseissa on kaytetty ihmisen veren komponentteja.
Kitin materiaalit on testattu hepatiitti B:n ja C:n seka HIV vasta-aineiden
varalta ja todettu negatiivisiksi. Mikdan testi ei kuitenkaan paljasta
kaikkia taudinaiheuttajia, joten naytteiden kasittelyssd on oltava
huolellinen.

Kasitellessasi potilasnaytteitd on ehdottomasti kaytettéava suojakasineita.
Kéyta kayttdjalle turvallisia pipetteja kaikkiin pipetointeihin. Al koskaan
pipetoi suulla. Lue kayttéohjeet ennen maarityksen aloittamista. Havita
kitin mukana tulleet reagenssit kaatamalla ne viemariin ja huuhtelemalla
juoksevalla vedella.

5. NAYTTEEN KERAYS JA KASITTELY

Laskimoverindyte keratdan esim. muoviseen EDTA- tai seerumiputkeen.
Plasmaputket sekoitetaan heti kdantamalla ylosalaisin 5-6 kertaa, ja
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seerumiputkien annetaan hyytya (vahintddn 30 minuuttia) huoneenlam-
mossa (20-25°C). Plasma erotetaan heti ja seerumi hyytymisen jalkeen
sentrifugoimalla 2000G, 10-15 min. Plasma/seerumi voidaan sailyttaa
jaakaapissa (2-8 °C) kolmen paivan ajan. Pidempiaikaisen sailytyksen
tulee tapahtua pakkasessa (mieluiten -70°C, vaihtoehtoisesti -20°C).
Sulatuksen jalkeen nayte sekoitetaan huolellisesti. Naytteen toistuvaa
sulattamista/jaadyttamista ei suositella. Voimakkaasti hemolysoituneen,
lipeemisen tai samean naytteen kayttéa on valtettava.

6. KITIN SISALTO, REAGENSSIEN VALMISTUS JA KITIN SISALLON
STABIILISUUS

Mukana tulevat reagenssit riittdvat 96 kuoppaan ja kolmeen eri maari-
tyskertaan. Eri kittilottien reagensseja ei saa sekoittaa.

6.1. Mikrotiitterilevy (Microplate)

Sisédlto: x 8 strippia, kasitelty osittain eristetylla H. pylori bakteerianti-
geenilla.

Valmistus: Kayttovalmis.

Sailyvyys: Sailyy viimeiseen kayttopaivaan asti. Havita kaytetyt stripit.

6.2. Pesupuskuri konsentraatti (Washing Buffer Concentrate) (10x)
Sisalté: 120 mL of 10 x fosfaattipuskuri (PBS) konsentraatti sisaltaen
Tween 20 ja 0.1% ProClin 300 sailéntaaineena.

Valmistus: Laimenna 1:10 (esim. 100 mL + 900 mL) tislattuun veteen
ja sekoita hyvin.

Sailyvyys: Laimennettu liuos sailyy muutaman viikon jadkaapissa (2-8°C).

6.3. Laimennospuskuri (Diluent Buffer)

Sisalto: 100 mL fosfaattipuskuria, sisdltaen estavaa proteiinia, Tween
20, 0.1% ProClin 300 saildntaaineena ja punaista variainetta.
Valmistus: Kayttévalmis.

Sailyvyys: Sailyy viimeiseen kayttopaivaan asti.

6.4. Kalibraattori (Calibrator)

Sisalto: Yksi annos siséltéda 1.5 mL seerumipohjaista H. pylori IgG kali-
braattoria, joka sisaltaa 0.1% ProClin 300 sailontaaineena. Kalibraattorin
EIU maara on mainittu pullon etiketissa.

Valmistus: Kayttovalmis.

Sailyvyys: Sailyy viimeiseen kayttdpaivaan asti.
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6.5. Negatiivinen kontrolli (Negative Control)

Sisélto: Yksiannos sisaltda 1.5 mL seerumipohjaista H. pylori negatiivista
kontrollia, joka sisaltaad 0.1% ProClin 300 saildntaaineena. Kontrollin EIU
maara on mainittu pullon etiketissa.

Valmistus: Kayttévalmis.

Stability: Sailyy viimeiseen kayttdpaivaan asti.

6.6. Positiivinen kontrolli (Positive Control)

Sisalto: Yksi annos sisdltaa 1.5 mL seerumipohjaista H. pylori positiivista
kontrollia, joka sisaltéa 0.1% ProClin 300 sailontaaineena. Kontrollin EIU
maara on mainittu pullon etiketissa.

Valmistus: Kayttovalmis.

Sailyvyys: Sailyy viimeiseen kayttdpaivaan asti.

6.7. Konjugaattiliuos (Conjugate Solution)

Sisélto: 0.2 mL HRP-konjugoitua monoklonaalista anti-humaani IgG sta-
bilointipuskurissa, jossa saildntaaineena on 0.02% metyyli-isotiatsolonia ja
0.02% bromonitrodioksaania seké 0.002% muita aktiivisia isotiatsoloneja.
Valmistus: Laimenna 1:100 (esim. 40 pL + 3960 pL) laimennospuskuriin.
Sailyvyys: Sailyy vimeiseen kayttopaivaan asti. Havita ylijaanyt laimen-
nettu liuos kayton jalkeen.

6.8. Substraattiliuos (Substrate Solution)

Sisalto: 15 mL tetrametyylibentsidiinia (TMB) vesiliuoksena.
Valmistus: Kayttévalmis.

Sailyvyys: Sailyy viimeiseen kayttdpaivaan asti. Valta suoraa altistumis-
ta valolle.

6.9. Stopliuos (Stop Solution)

Sisélto: 15 mL 0.1 mol/L rikkihappoa.
Valmistus: Kayttévalmis.

Sailyvyys: Sailyy viimeiseen kayttopaivaan asti.

6.10. Inkubaatiokalvot
Nelja muovista inkubaatiokalvoa kuoppalevyn peittamiseen inkubaatioiden
aikana.

6.11. Kayttsohje
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7. TARVITTAVAT MATERIAALIT, EIVAT KITIN MUKANA

Tislattua tai deionisoitua vetta
Mikropipetteja ja kertakayttokarkia (5 — 1000 pL)
Pipetteja (1-10 mL)

8-kanavainen pipetti 100 pL

Mittalasi 1000 mL

Koeputkisekoitin naytteen laimentamiseen
Koeputkia naytteiden laimentamiseen
Mikrotiitterilevyjen pesuri

Paperipyyhkeita

Kello

Inkubaattori, 37°C

Mikrotiiterilevyjen lukija, 450 nm

Esim. muovisia plasma- tai seerumiputkia
Jaahaude

YYYYYVYYVYYVYVYVYYVYY

8. SAILYTYS JA SAILYVYYS

Sailytd Helicobacter pylori IgG kitti jadkaapissa (2-8 °C). Sailytettdessa
jaakaapissa kitin komponentit sailyvat pakkauksen etiketissa mainittuun
paivaan asti. Ala jaadyta tai sailytd kittid korkeassa lampétilassa.
Substraattiliuos on valolle herkka. Kuoppalevya tai yksittaisia strippeja
ei pida ottaa foliopussista pois ennenkuin sen lampdtila on tasaantunut
huoneenlampdétilaan (20-25 °C). Kayttamattomat stripit laitetaan takaisin
foliopussiin, suljetaan huolellisesti ja sailytetaan jadkaapissa 2-8°C.

Ald kéytd reagensseja etiketteihin merkityn sailyvyysajan jalkeen. Ala
kayta reagensseja eri kiteista joissa on eri eranumero (lot), alaka kayta
muiden valmistajien reagensseja. Kayta vain tislattua tai deionisoitua
vettd. Kitin komponenteissa on mainittu tarkat konsentraatiot. Jatkolaimen-
nokset tai muut muutokset voivat aiheuttaa vaaria tuloksia.

Kitin pilaantumisen ilmeneminen

Liuosmaiset komponentit eivat saa olla nékyvasti sameita eikd niissa
saa nakya saostumia. Pesupuskuri saattaa kuitenkin osittain kiteytya
2-8°C:ssa, mutta kiteet liukenevat huoneenldammésséa (20-25°C).
Substraattiliuoksen tulisi olla variton tai hennon sinertdva. Mika tahansa
muu vari substraattiliuoksessa ilmaisee sen pilaantuneen.
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Naytteen sailytys ja sdilyminen

Naytteiden sailyvyys ja sulatus-jaadytys tutkimukset osoittivat, etta sai-
lyvyydessa ei havaittu eroavaisuuksia kun kysymyksessa oli H. pylori
negatiivinen nayte tai selvasti positiivinen nayte. Heikkoa positiivista
naytettd ei tutkimuksessa ollut mukana.

9. TESTIMENETELMA

ETUKATEISVALMISTELUT

Anna kaikkien reagenssien ja mikrotiitterilevyn tasaantua huoneen-
lampoon. Esilammita inkubaattori 37°C:een. Laimenna pesupuskurikon-
sentraatti 1:10 (esim. 100 mL + 900 mL) tislattuun tai deionisoituun
veteen. Lue koko kayttoohje ennen maarityksen aloittamista. On
suositeltavaa, ettd kalibraattori, kontrollit ja naytteet pipetoidaan
levylle kaksoismaarityksind. On tarkeata kayttaa kalibraattoria ja
kontrolleja mukana jokai maarityk

Sekoita kaikki reagenssit huolellisesti ennen kayttéa.

VAIHE 1: NAYTTEEN LAIMENNOS
Laimenna sekoitettu plasma- tai seerumindyte 1:200 (5 pL + 995 L)
laimennospuskuriin, sekoita hyvin.

VAIHE 2: NAYTTEIDEN PIPETOINTI

Sekoita ja pipetoi 100 pL laimennospuskuria (Blank), kalibraattoria (CAL),
negatiivista kontrollia(NC), positiivista kontrollia (PC) ja laimennettuja
naytteitd (S1, S2, S3 jne.) mikrotiitterilevyn kuoppiin kaksoiskappalee-
na (Katso kuva 1). Peité levy inkubaatiokalvolla. Inkuboi 30 minuuttia
37°C:ssa. Huom. On suositeltavaa, ettd naytteet saadaan pipetoitua
levylle 10 minuutin sisalla, jotta valtytdan rydmintévaikutukselta.

1 2 3 4 5
Blank Blank
CAL CAL
NC NC
PC PC

T|®|mim|o|0|m|>

D |||
O |CON|—=
D |n|n|mn
O |0O|N|—=

Kuva 1. Pipetointijarjestys.
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VAIHE 3: PESU

Pese kuoppalevy 3 x 350 pL laimennetulla pesuliuoksella ja taputa kevyesti
ylosalaisin kdannettya levyd muutaman kerran puhtaan paperipyyhkeen
paalle, jotta kuopissa oleva ylimaarainen neste imeytyy pois.

VAIHE 4: KONJUGAATTI

Pipetoi 100 pL laimennettua ja sekoitettua (1 suhde 100) konjugaattiliuosta
kuoppiin 8-kanavaisella pipetilla. Peita levy inkubaatiokalvolla. Inkuboi
30 minuuttia 37°C:ssa. at 37°C.

VAIHE 5: PESU

Pese kuoppalevy 3 x 350 pL laimennetulla pesuliuoksella ja taputa kevyesti
ylosalaisin kdannettya levyd muutaman kerran puhtaan paperipyyhkeen
paalle, jotta kuopissa oleva ylimaarainen neste imeytyy pois.

VAIHE 6: SUBSTRAATTI

Pipetoi 100 uL substraattiliuosta tyhjiin kuoppiin 8-kanavaisella pipetilla.
Aloita inkubaatioajan laskeminen heti kun olet pipetoinut ensimmaisen
stripin ja jatka inkubointia 30minuuttiin asti huoneenldmméssa (20-25°C).
Valté suoraa valoa inkubaation aikana.

VAIHE 7: REAKTION PYSAYTTAMINEN
Pipetoi kuoppiin 100 uL Stop-liuosta 8-kanavaisella pipetilla.

VAIHE 8: TULOSTEN MITTAUS
Mittaa absorbanssi 450 nm aallonpituudella 30 minuutin kuluessa.

10. TULOKSET
10.1. Laaduntarkkailu

1) Kalibraattoria ja kontrolleja, jotka tulevat kitin mukana, tulee kayttaa
jokaisessa maarityksessa. Jokaisen laboratorion tulisi graafisesti seurata
kontrollien arvoa testeissa tai kayttda sopivaa statistista menetelmaa
jolla analysoida kontrollien arvoja. Vaatimuksena on, ettéd positiivinen
kontrolli on positiivinen ja negatiivinen kontrolli negatiivinen sen mukaan
miten arvot on maaritetty kussakin laboratoriossa. Kontrollien arvot on
saavutettava, jotta naytteiden tulokset voidaan hyvaksya.
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2) Testin toimintaa voidaan todentaa tarkastelemalla kalibraattorin
absorbanssiarvoa. Sen tulee olla > 1.000.

10.2. Tulosten laskeminen

Laske absorbanssien keskiarvo (A) kalibraattorille, kontrolleille ja potilasnaytteille,
jotka maaritetty kaksoiskappalein. Vahenna nollausliuoksen (blank) keskiarvo
muista arvoista.

Laske entsyymi-immunoyksikét (EIU) seuraavasti:
X (A
X (A

Nayte )-X (ABIank)
)-X (A

x 100 = Nayte EIU

Calibrator: B\ank)

10.3. Tulosten tulkinta

Negatiivinen <30 EIU
Positiivinen =30 EIU

Pienempi arvo kuin 30 EIU osoittaa negatiivisen tuloksen, tai ettd H. pylori
vasta-ainetta ei ole mitattu tai vasta-aineen taso on alle mitattavan tason.
Arvo 30 EIU tai yli osoittaa, ettéd H. pylori vasta-ainetta on I6ytynyt ja nain
ollen tulos on positiivinen. Laadun takaamiseksi negatiivinen ja positiivin-
en kontrolli, jotka tulevat kitin mukana, on testattava jokaisessa maarityk-
sessa. Odotettava kontrollin tulos taytyy saavuttaa, jotta tulokset voidaan
hyvaksya. Maaritettyjen tulosten suuruus cut-off alueen ylapuolella ei
anna suuntaa vasta-aineen kokonaismaarasta. Cut-off arvot on méaaritet-
ty kayttamalla Biohit Helicobacter pylori IgG ELISA kittiad. Potilailta, joiden
naytteiden tulos on Iahella cut-off aluetta, tulisi ottaa uusintanayte kohtuul-
lisen ajan kuluessa. Jokaisen laboratorion tulisi maarittad omat H. pylori
IgG vasta-aineen referenssirajansa kun tuloksia kaytetdan diagnoosin
tekemiseen. On myds huomattava, ettd H. pylori IgG tulokset samasta
naytteesta tehtyna eri valmistajien kiteilld eroavat toisistaan, johtuen eri
maaritysmenetelmista ja reagenssien erilaisesta spesifisyydesta. Muiden
valmistajien testituloksia ei voi kayttaa suoraan vertailuun.

10.4. Odotettavat tulokset

Useimmat helikobakteeritartunnan saaneet ihmiset muodostavat 1gG-
luokan vasta-aineita kyseiselle organismille (2,5,6). Ikaspesifiset H. pylori
prevalenssit ovat samanlaisia naisilla ja miehilla. H. pylori infektion levinneisyys
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on 30-40% Yhdysvalloissa, Canadassa, ja Lansi- Euroopassa, noin 20%
Australiassa, ja 70-90% Ita-Euroopassa, Afrikassa, Etela-Amerikassa ja
Aasiassa. Monilla potilailla, joilla on korkea vasta-aine pitoisuus, ei
vattamatta ole kliinisia oireita vaikka H.Pylori olisi todettukin. Siksi
vasta-ainetasot eivat valttamatta korreloi kliinisiin oireisiin.

11. MENETELMAN RAJOITUKSET

Kuten muissakin diagnostisissa menetelmissa, laakarin taytyy tulkita
Biohit Helicobacter pylori IgG ELISA tulokset yhdessé potilaan kliinisen
kuvan tai muun tiedon kanssa. Henkil6illa, joille on vastikdan tehty heliko-
bakteerin haatdhoito, voi yha olla huomattava vasta-ainepitoisuus.

12. SUORITUSKYKY

Toistettavuus ja epatarkkuus
Eri analyysikertojen vélinen vaihtelevuus

Maaritettédessa eri analyysikertojen valista vaihtelevuutta kaytettiin kym-
menta (10) naytettd; (yksi negatiivinen, seitseman lahelld cut-off aluetta
olevaa naytettd, yksi positiivinen ja yksi korkea positiivinen). Naytteet
maaritettiin kaksoismaarityksena neljdssékymmenessa (40) eri ajossa 20
tydpaivan aikana.

Seeruminaytteet: %CV (the mean coefficient of variation) oli 4.2 ja 7.0%
valilla. EDTA plasmanaytteet: %CV vaihteluvali oli 4.2 - 8.1%. Keskiarvo
CV% cut-off lahialueen seeruminaytteille oli 6.3% (alue 5.4 — 7.0%) ja
EDTA plasmanaytteille 6.1% (alue 5.0 — 8.1%).

Analyysin sisdinen vaihtelevuus

Maéritettdessad analyysin sisdistd vaihtelevuutta, kaytettin neljaa (4)
seerumindytettd (yksi negatiivinen, yksi cut-off Idhialueen nayte, yksi
positiivinen ja yksi korkea positiivinen) Naytteet maaritettin 22 yksit-
taismaarityksena yhden ajon aikana ja kolmen erillisen ajon perusteella
laskettiin naytteiden keskiarvot.

Seeruminaytteiden %CV vaihteli 3.8-4.6% valilla ja EDTA-plasman 3.5-
4.9% valilla.
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TESTIMENETELMAN TOIMIVUUS
Biohit Helicobacter pylori IgG ELISA kitti on evaluoitu kolmessa eri tut-
kimuksessa, joissa potilaita oli 523, 187 ja 134, idltdan 20-89 vuotiaita.

Vertailtaessa viljelytulokseen, Helicobacter pylori IlgG ELISA kitin

suorituskyky oli seuraava:

Viljely
N=523 o —
Positiivinen Negatiivinen
Biohit Positiivinen 166 9
Diagnostics Negatiivinen 7 341

Kliininen herkkyys

96.5% (95%ClI=92.6 - 98.4%)

Kliininen spesifisyys

96.0% (95%ClI=93.4 - 97.6%)

tin suorituskyky oli seuraava:

Vertailtaessa histologian tuloksiin, Helicobacter pylori lgG ELISA ki-

Histologia
N=187 — —
Positiivinen Negatiivinen
Biohit Positiivinen 52 8
Diagnostics Negatiivinen 9 118
Positiivisia naytteita oikein 85.2%
Negatiivisia naytteité oikein 93.7%

Biohit Helicobacter pylorilgG ELISA testia verrattiin toiseen kaupal-
liseen ELISA H. pylori vasta-aine testiin, ja se saavutti seuraavat

tulokset:
Commercial ELISA
N=134 P —
Positiivinen Negatiivinen
Biohit Positiivinen 32 1

Diagnostics Negatiivinen 3 98
Positiivisia naytteita oikein 91.4%
Negatiivisia naytteité oikein 99.0%
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Analyyttinen herkkyys

H. pylori 1gG ELISA testin herkkyys méaritettin NCCLS (CLIA) Consensus
Standards for Medical Testing (NCCLS EP17-A) mukaisesti.

LoB (the limit of blank) mé&aritettiin 95 persentiilind 60 laimennuspuskurilla
saaduista tuloksista (blank solution). LoB oli 1.1 EIU.

LoD (the limit of detection) oli matalin analyytin maara, joka voitiin maarittaa
95% luotettavuudella. Se tehtiin neljalla EDTA plasmalla ja seerumilla,
joissa vasta-ainetasot olivat 1ahella havaittua LoB arvoa. LoD arvo oli 1.8
EIU seka EDTA plasmalle ettd seeruminaytteille.

LoQ (the limit of quantitation) tarkoittaa sitd matalinta maaraa, joka
voidaan varmasti mitata. LoQ laskettiin kayttaen oletusarvona 20 % CV
LoD tasolla. Silloin laskettu LoQ arvo oli 1.2 x LoD = 2.2 EIU sekda EDTA
plasmalle ettd seeruminaytteille.

13. KITIN PAIVAYS

Helicobacter pylori 1IgG ELISA kayttoohje.
Version 01, 25.06.2009.

14. TAKUU

Valmistaja lupaa korvata kaikki sen tuotteissa Idydetyt viat (“Viallinen
tuote”) jotka johtuvat epasopivista materiaaleista tai huolimattomasta val-
mistustydstd, miké estda tuotteen mekaanisen toiminnan tai tarkoitetun
kayton mukaanlukien, muttei rajoitettuna vain, toiminnat jotka on luetel-
tu valmistajan antamassa tuoteselostuksessa. TAKUU TULLAAN SILTI
PITAMAAN MITATOITYNA JOS VIAN HUOMATAAN AIHEUTUNEEN
TUOTTEEN VAHINGOITTAMISESTA, VAARINKAYTOSTA, VAARAS-
TA SAILYTYKSESTA, TAI KAYTOSTA ANNETTUJEN SPESIFIKAATI-
OIDEN TAI RAJOITUSTEN ULKOPUOLELLA. TAI KAYTTOOHJEEN
VASTAISESTI.

Takuun voimassaoloaika maéaritellaan tuotteiden kayttdohjeissa ja alkaa
siité paivastéa jona kyseessa oleva tuote on lahetetty asiakkaalle valmista-
jalta. Tulkinnasta johtuvien epaselvyyksien kyseenollessa englanninkie-
linen versio on voimassa. Kaikki Biohitin kitit on valmistettu yhtion ISO
9001/ ISO 13485 laaduntarkkailukaytdannén mukaisesti ja ovat lapaisseet
asiaankuuluvat, kyseesséa oleville tuotteille laaditut laaduntarkkailupro-
sessit.
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15. TESTIMENETELMA LYHYESTI

Saata kaikki reagenssit huoneenlampdén (20-25°C)
Muista sekoittaa kaikki reagenssit ja ndytteet hyvin juuri ennen pipetoimista

Sekoituksen jalkeen pipetoi 100 pL laimennusliuosta (blank), kalibraattoria,
kontrolleja ja laimennettua (1:100) potilasnaytetta mikrotiitterilevyn kuoppiin

Inkuboi 30 min 37°C:ssa
Pese kuopat 3 kertaa 350 pL laimennetulla pesuliuoksella

Pipetoi 100 pL laimennettua (1:100 laimennos) ja sekoitettua
konjugaattia kuoppiin

Inkuboi 30 min 37°C:ssa
Pese kuopat 3 kertaa 350 pL laimennetulla pesuliuoksella
Pipetoi 100 pL sekoitettua substraattiliuosta kuoppiin

Inkuboi 30 min huoneenlamméssa (20-25°C)

Pipetoi 100 pL sekoitettua stop-liuosta kuoppiin

Mittaa 450 nm 30 minuutin kuluessa
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1. AVSEDD ANVANDNING

Helicobacter pylori 1gG ELISA testet &r en enzym-lankad immunosorbent
analys (ELISA) for kvalitativt finnande av manskliga klass 1gG klass anti-
kroppar mot Helicobacter pylori i EDTA plasma och serum. Testet ar av-
sett att assistera | diagnosen av Helicobacter pylori infektioner hos vuxna
patienter med kliniska indikationer av magkatarr. FOR DIAGNOSTISK
ANVANDNING IN VITRO.

2. SAMMANDRAG OCH FORKLARING

Helicobacter pylori infektion &r den viktigaste orsaken till kronisk mag-
katarr. En annan orsak till magkatarr och svar atrofisk magkatarr ar den
autoimmuna faktorn (1, 2). Detta kit &r avsett att hjélpa vid diagnosen av
en H. pylori infektion.

Helicobacter pylori ar en spiralformad, gram-negativ bakterie som kolo-
niserar manniskomagen. Organismen hittas i magens slemhinna som lig-
ger over magens epitel och tycks ej invadera vavnader. Dock, slemmem-
branet under omradet for H. pylori kolonisationen &r standigt inflammerat;
detta tillstand kallas kroniskt ytlig eller icke-atropisk magkatarr, vilket, i fall
det ej behandlas, fortsatter livet ut (1). Denna kroniska inflammatoriska
process kan leda till atopisk magkatarr, vilket har kopplats till peptisk sar-
bildning och magcancer, tva viktiga sjukdomar i det dvre gastrointestinala
traktatet (3-6). Narvaron av antikroppar mot CagA H. pylori stammar har
blivit kopplade till uppkomsten av atopisk magkatarr i kroppen (7). Epi-
demologisk bevisning indikerar en lank mellan gastrisk adenocarcinoma,
slemhinneassocierad lymfvavnad (MALT) lymfor (8,9) samt H. pylori in-
fektion.

3. PRINCIPEN FOR TESTET

Detta H. pylori 1IgG antikroppar ELISA test ar baserat pa en enzym immu-
nprévningsteknik med delvis renad H. pylori bakteriell antigen adsorberad
pa en microplatta och en diagnosticerande antikropp markt med peppar-
rots peroxidas (HRP).

Analysen fortsatter | enlighet med féljande reaktioner:
1. Delvis renat H. pylori bakteriell antigen fast vid brunnarnas polystyre-
nyta binder de H. pylori IgG antikoppar som ar narvarande i provet.
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. Brunnarna tvattas for att aviagsna kvarblivet prov.
. HRP konjugerad monoclonal antihuman IgG faster vid H. pylori antik-
ropparna.
4. Brunnarna tvattas och TMB substratet tillférs. Substratet oxideras av
enzymen, med bildning av bla slutprodukt som resultat.
5. Enzymreaktionen avslutas med stopplésningen. H. pylori — positiva
prover fargas gula med beraknade varden om >30 EIU.

w N

4. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER

For diagnostisk anvandning in vitro.

VARNING: Hantera plasma and serum prover som potentiellt bior-
iskabelt materiel.

Samtliga prover bor betraktas som potentiellt kontaminerade och behan-
dlas som om de vore smittsamma. Vanligen referera till U. S. Depart-
ment of Health and Human Services (Bethesda, MD., USA) publikationen
Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999, 4th ed.
(CDC/NIH) och Nr. (CDC) 88-8395 eller vilka som helst andra lokala eller
nationella regler eller rapporter angaende laboratoriers forsiktighetsat-
garder gallande olika sjukdomar.

Detta kit innehaller reagenser vilka framstallts ur manskliga blodkompo-
nenter. Kallmaterialen vilka ingar i detta kit har testats for narvaron av
antikroppar mot hepatit B och C, liksom for antikroppar mot HIV, och be-
funnits negativa. Emellertid, eftersom ingen testmetod absolute kan ga-
rantera att dessa patogener ar franvarande, bor samtliga forsiktighetsat-
garder iakttas vid hanteringen av blodderivat.

Anvand alltid skyddshandskar vid hantering av prover fran patienter. An-
vand en sakerhetsanordning for pipetter for samtliga tillfallen da pipetter
anvands. Sug aldrig upp vatska i pipetten med munnen. Las samtliga in-
struktioner innan utférande av denna analys. Forstor alla reagenser som
ingar | detta kit genom att halla dem i en diskbank och frikostigt spola
med kranvatten.

5. INSAMLING OCH HANTERING AV PROV

Blodprov insamlas genom aderpunktering i en EDTA eller serum rér av
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plast. Blodror for plasma blandas omedelbart genom att vanda dem upp
och ner 5-6 ganger, och ror for plasma tillats att levra sig (under minst
30 minuter vid rumstemperatur (20-25°C). Serum separeras efter levring,
och plasma separeras omedelbart genom centrifugering (t.ex. plasttub,
relativ centrifugal kraft upp till 2000G, 10-15 minuter). Plasma/serum kan
férvaras kyld (2-8 °C) under tre dagar. For langre forvaring bér proven
férvaras frysta (helst vid -70°C, alternativt vid -20°C). Blanda proven
grundligt after upptining. Undvik aterkommande nerfrysningar och upp-
tiningar av proven. Kraftigt hemolysta, lipemiska eller grumliga prover bor
undvikas.

6. KITTETS INNEHALL, PREPARERING AV REAGENSER SAMT
STABILITET FOR DE LEVERERADE MATERIALEN

De levererade reagenserna ar tillrackliga for 96 brunnar och tre separata
kérningar. Reagenser fran olika satser bor ej blandas.

6.1. Microplatta (Microplate)

Innehall: x 8 remsor i ram som bestrukna med delvis renat H. pylori
bakteriell antigen.

Beredning: Fardig att anvandas.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum. Kassera remsorna efter anvandning.

6.2. Koncentrat for tvattbuffert (Washing Buffer Concentrate) (10x)
Innehall: 120 mL av 10 x fosfatbuffrat saliniskt (PBS) koncentrat innehal-
lande Tween 20 och 0.1% ProClin 300 sasom konserveringsmedel.
Beredning: Spad ut 1 till 10 (t.ex. 100 mL + 900 mL) med destillerat
vatten och blanda ordentligt.

Stabilitet: Den utspadda blandningen ar stabil under tva veckor som kyld
(2-8°C).

6.3. Utspadningsbuffert (Diluent Buffer)

Innehall: 100 mL fosfatbuffert innehallande blockerande protein, Tween
20, 0.1% ProClin 300 sasom konserveringsmedel samt extrakt av rott
fargdmne.

Beredning: Fardig att anvandas.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum.

6.4. Kalibrator (Calibrator)
Innehall: En ampull innehallande 1.5 mL mé&nsklig serumbaserad
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H. pylori IgG kalibrator med 0.1% ProClin 300 sdsom konserveringsmedel.
ElU-vardet for kalibratorn &r tryckt pa ampullens etikett.

Beredning: Fardig att anvandas.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum.

6.5. Negativ Kontroll (Negative Control)

Innehall: En ampull innehallande 1.5 mL omansklig serumbaserad H.
pylori 1gG negativ kontroll med 0.1% ProClin 300 sasom konserverings-
medel. EIU-vardet for kontrollserumet ar tryckt pa ampullens etikett.
Beredning: Fardig att anvandas.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum.

6.6. Positiv Kontroll (Positive Control)

Innehall: En ampull innehallande 1.5 mL mansklig serumbaserad H. pylori
positiv kontroll med 0.1% ProClin 300 sdsom konserveringsmedel. EIU-
vardet for kontrollserumet ar tryckt pa ampullens etikett.

Beredning: Fardig att anvandas.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum.

6.7. Konjugeringslésning (Conjugate Solution)

Innehall: 0.2 mL HRP-konjugerad monoklonal antihuman IgG in stabi-
liserande buffert med 0.02% methylisothiazolon och 0.02% bromonitrodiox-
an och 0.002% andra aktiva isothiazoloner sasom konserveringsmedel.
Beredning: Spad ut 1 till 100 (t.ex. 40 pyL + 3960 pL) med den fértunnande
bufferten.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum. Kassera 6verbliven fértunnad
konjugeringslésning efter anvandandet.

6.8. Substratlosning (Substrate Solution)

Innehall: 15 mL of tetramethylbenzidine (TMB) in aqueous solution.
Beredning: Fardig att anvandas.

Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum. Undvik direkt ljusexponering.

6.9. Stopplosning (Stop Solution)

Innehall: 15 mL of 0.1 mol/L sulfuric acid.
Beredning: Fardig att anvandas.
Stabilitet: Stabil fram till utgangsdatum.

36



6.10. Inkubationstackning
Fyra plastdukar for att ticka microplattan under inkubationen.

6.11. Anvandningsinstruktioner

7. MATERIAL SOM ERFODRAS MEN EJ INGAR

v

Destillerat eller dejoniserat vatten

Micropipetter och engangs- spetsar, vilka noggrant kan mata
ut 5-1000 pL

Pipetter for att noggrant mata ut 1-10 miL

8-kanalsl pipett som levererar 100 uL

Graderad cylinder, 1000 mL

Vortex mixer for providsningar

Provror fér proviésningar

Tvattanordning fér microplattor

Pappershanddukar eller absorberande papper
Tidtagare

Inkubator 37°C

Lasare for microplatta, 450 nm

T.ex. plastror for blodinsamling fér serum eller plasma
Behallare for is

v

YYYVYYVYYVYVYVYVYY

8. FORVARING OCH STABILITET

Forvara Helicobacter pylori 1gG kittet kyld (2-8 °C). Vid férvaring vid dessa
temperaturer ar kittet stabilt fram till utgangsdatumet som ar tryckt pa
ladans etikett och pa var individuell komponents etikett i kittet. Frys ej ner
eller utsatt kittet for hdga temperaturer, och lagra ej i varme over 8°C nar
det inte anvands. Substratlésningen ar kanslig for ljus. Microplattan eller
individuella remsor bor ej avlidgsnas fran foliepasen fore de fatts i jamvikt-
slage med rumstemperatur (20-25 °C). Oanvanda remsor bor aterbérdas
till foliepasen, forseglas och uppbevaras vid 2-8°C.

Anvand ej reagenser efter utgangsdatumet som anges pa etiketten.
Anvand ej reagenser fran kitten med olika satsnumror eller ersattningsre-
agenser fran kitten fran andra tillverkare. Anvand enbart destillerat eller
dejoniserat vatten. Kittets komponenter levereras med exakta koncen-
trationer. Vidare utspadning eller andra &ndringar av reagenserna kan
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astadkomma felaktiga resultat.

Indikation om Kittets Forsamring

Vatskekomponenter bér icke vara synbart grumliga eller innehalla utfall-
da partiklar. Vid 2-8°C, kan dock tvattbufferten delvis kristalliseras, men
kristallerna kommer att I6sas upp vid blandning vid rumstemperatur (20-
25°C). Substratblandningen bér vara farglds eller ljusbla. Vilken annat
farg som helst indikerar férsamring av substratlésningen.

Provens uppbevaring och stabilitet

Resultaten fran studien om uppbevaring och nedfrysning/upptining
visade att skillnader i stabilitet observerades for prover som var H. pylori
negativa, gransfall, eller klart H. pylori positiva. Stabiliteten for lagpositiva
prover utvarderades ej.

9. TESTETS TILLVAGAGANGSSATT

PRELIMINARAFORBEREDELSER

Tillat samtliga reagenser samt microplattan att uppna rumstemperatur
(20-25°C). Varm upp inkubatorn till 37°C. Spad ut tvattbuffer koncentratet
1 till 10 (t.ex. 100 ml + 900 ml) med destillerat eller dejoniserat vatten.
Las den kompletta provproceduren fore start. Det reckommenderas
att kalibratorn, controller samt prover tillfors plattan i dubblerade
brunnar. Det &r nédvéandigt att anvédnda kalibratorn och kontrollerna
i varje provkorning.

Blanda vl alla reagenser fére anvandning.

STEG 1: UTSPADNING AV PROVET
Spad de blandade plasma eller serum proven 1 to 200 (5 pL + 995 L)
med utspadningsbufferten, blanda val.

STEG 2: PROVEN

Blanda och éverfér med pipett 100 pL av utspadningsbuffert (BLANK), ka-
libratorn (CAL), den negativa kontrollen (NC), den positiva kontrollen (PC)
samt utspadda prover (S1, S2, S3 etc.) in i brunnarna sasom duplikat (Se
Figur 1). Tack plattan med inkubationsskyddet. Inkubera i 30 minuter vid
37°C. Observera: Det rekommenderas att proven férdelas in i brunnarna
inom 10 minuter for att undvika proberingsdrift inom plattan.
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1 2 3 4 5
A Blank Blank
B CAL CAL
C NC NC
D PC PC
E S1 S1
F S2 S2
G S3 S3
H etc. etc.

Figur 1. Overféringsfoljd med pipett.

STEG 3: TVATTNING

Rengoér remsorna med 3 x 350 L av den utspadda rengéringsbufferten,
och klappa forsiktigt den vanda plattan nagra ganger mot en ren papper-
shandduk for att avlagsna eventuellt 6verbliven rengdringsbuffert.

STEG 4: KONJUGERINGSLOSNING

Overfér 100 L av den blandade spadningen (1 to 100) av konjugerings-
I6sning in i brunnarna med en 8-kanals pipett. Tack over plattan med
inkubationstackningen. Inkubera under 30 minuter vid 37°C.

STEG 5: TVATTNING

Rengoér remsorna med 3 x 350 L av den utspadda rengdéringsbufferten,
och klappa forsiktigt den vénda plattan nagra ganger mot en ren papper-
shandduk for att avlagsna eventuellt 6verbliven rengdringsbuffert.

STEG 6: SUBSTRATLOSNINGEN

Poverfor 100 pL av substratidsningen in i de tdmda brunnarna med en
8-kanals pipett. Starta inkubationstidtagaren efter att substratldsningen
overforts med pipett i den forsta remsan och fortsatt inkubationen i 30
minuter vid rumstemperatur (20-25°C). Undvik direkt utsattning for ljus
under inkubationen.

STEG 7: REAKTION STOPP
Overfér 100 plL av stopplésningen med en 8-kanals pipett in i brunnarna.

STEG 8: MATNING AV RESULTATEN
Mat absorberbarheten vid 450 nm inom 30 minuter.
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10. RESULTAT

10.1. Varden for Kvalitetskontroll

1) Kalibratorn och kontrollerna vilka inga i kittet bér anvandas i var
provkdrning. Tabeller éver kvalitetskontroll bor uppréatthallas for att kunna
folja kontrollernas prestation, eller s& boér lampliga statistiska metoder
anvandas for att analysera kontrollvarden, vilka bor falla inom de lampliga
forlitningsintervaller som anvands inom vart laboratorium. Fodringen ar
att positiva kontroller bor vara positiva och negativa kontroller negativa
i enlighet med de varden som faststéllts i vart laboratorium. Vantade
kontrollresultat maste erhallas for att provresultaten skall kunna
godkannas.

2) Testets korrekta funktion kan verifieras genom att observera kalibra-
torns uppsugningsvarde. Avlasningen fér kalibratorns uppsugning bor
vara > 1 000.

10.2. Berdkning av Resultaten

Berédkna genomsnittet for uppsugningsvardet (A) for kalibratorn, kon-
trollerna och patientproven analyserade i duplikat. Dra av det tomma var-
det fran de kalkylerade genomsnittsvardena for uppsugning.

Berdkna enzymimmunitetsenheterna (EIU) enligt féljande:
Y(AProv) B Y(ABlank)

— — x 100 = Prov EIU
X (A ) - X (A

Calibrator: B\ank)

10.3. Tolkning av Resultaten

Negativ. <30 EIU

Positiv. 230 EIU

Ett varde mindre an 30 EIU indikerar ett negativt resultat, eller att inga
H. pylori antikroppar har upptéackts, eller att antikropparna befinner sig
under pavisbar niva. Ett varde om 30 EIU eller over indikerar att H. pylori
antikroppar har upptéckts, och resultatet ar darfor positivt. | kvalitetssyfte,
maste negativa och positiva kontroller som ingar i kittet testas vid varje
prov. Férvantade kontrollresultat maste ernas for att testresultaten skall
godkannas. Storleken av det uppmatta resultatet éver brytvardet ar inte
indikativt for det totala vardet av narvarande antikroppar. Brytvardena
har bestamts genom anvandning av Biohit Helicobacter pylori 1I9G ELISA
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kittet. Fran patienter vars prover ger varden nara brytpunkten bor ett an-
dra prov utféras, om maéjligt inom en rimlig tidsperiod. Varje laboratorium
etablera sin egen skala av férvantade varden for den kliniska situation dar
H. pylori 1gG antikroppars varden anvéands foér diagnos. Dessutom kan de
faststallda H. pylori IgG resultaten for ett specifikt exemplar eller med prov
fran olika tillverkare variera beroende pa skillnader i provtagningsmetoder
och reagensnoggrannhet. Resultat erhallna genom andra testmetoder
fran andra tillverkare bor ej anvandas utbytbart.

10.4. Forvantade Varden

De flesta personer som utsatts for H. pylori utvecklar IgG antikroppar
mot organismen (2,5,6). Alderspecifika varden fér narvaron av H. pylori
antikroppar ar liknande fér man och kvinnor. Férekomsten av H. pylori
infektion ar 30-40% i U.S.A., Kanada, samt i Vasteuropa, ungefar 20 %
i Australien, och 70-90% in (")steuropa, Afrika, Sydamerika och Asien.
Manga patienter som har positive nivaer av antikroppar ar asymptotiska,
aven om de bar pa H. pylori. Darfér motsvarar inte nédvandigtvis nivan av
antikroppar mot allvaret av de kliniska symptomen.

11. FORFARINGSSATTETS BEGRANSNINGAR

Sasom med vilket som helst diagnostiskt forfaringssatt bor Biohit
Helicobacter pylori 1I9G ELISA resultaten tolkas tillsammans med patien-
tens kliniska framstallning samt all évrig information som ar tillganglig for
lakaren. Ett positivt test for forhojda antikroppar kan ernas hos patienter
som nyligen behandlats fér en H. pylori infektion.

12. UTFORANDETS KANNETECKEN

Reproducerbarhet och Ofullstandighet
Variation inom proven

En panel omfattande tio (10) prov (ett negativt, sju gransfall, ett positivt och
ett hdgpositivt prov) anvandes for att bestdmma variation inom proven.
Proven mattes i duplikat i fyrtio (40) olika kérningar under 20 arbetsdagar.

For serum prov, varierade den genomsnittsliga variationskoefficienten
(%CV) fran 4.2 till 7.0% och fér EDTA prov fran 4.2 till 8.1%. Genomsnittet
%CV fér gransfall inom serumprov var 6.3% (skala 5.4 — 7.0%) och for
gransfall inom EDTA prov 6.1% (skala 5.0 — 8.1%).
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Variation inom proven

A panel bestdende av fyra (4) serumprov (ett negativt, ett gransfall, ett
positivt och ett hogpositivt) anvandes for variation inom prover. Proven
mattes i tjugotva (22) enstaka prov i en kérning och medeltalet fran tre (3)
olika kérningar raknades ut.

For serumprov, omfattade variationskoefficienten (%CV) fran 3.8 till 4.6%
och fér EDTA prov fran 3.5 till 4.9%.

Procentuell Overensstimmelse

Biohit Helicobacter pylori 1IgG ELISA kittet utvarderades i tre studier om-
fattande 523, 187 och 134 patientprov fran aldersgrupper fran 20 till 89
ar.

Jamford med kultur, uppvisade Helicobacter pylori IgG ELISA kittet
foljande prestanda:

Culture
N=523 — -
Positiv Negativ
Biohit Positiv 166 9
Diagnostics Negativ 7 341

Clinical Sensitivity

96.5% (95%ClI=92.6 - 98.4%)

Clinical Specificity

96.0% (95%ClI=93.4 - 97.6%)

Jamford med histologi, uppvisade Helicobacter pylori IlgG ELISA

kittet foljande prestanda:

Histology
N=187 — -
Positiv Negativ
Biohit Positiv 52 8
Diagnostics Negativ 9 118
Percent Positive Agreement 85.2%
Percent Negative Agreement 93.7%

Helicobacter pylori IgG ELISA testet jamférdes med ett annat kom-
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mersiellt ELISA for H. pylori antikroppar och uppvisade féljande
prestanda:

Commercial ELISA
N=134 — -
Positive Negative
Biohit Positive 32 1
Diagnostics Negative 3 98
Percent Positive Agreement 91.4%
Percent Negative Agreement 99.0%

Analytisk sensivitet

Sensiviteten for H. pylori 1IgG ELISA faststalldes i enlighet med riktlinjerna
for NCCLS (CLIA) Consensus Standards for Medical Testing (NCCLS
EP17-A).

Gransvardet for omarkta (LoB) faststélldes sasom den 95:e procent-
satsen under vilket matresultaten fér 60 omarkta prover (omarkt 16sning)
faller. LoB befanns vara1.1 EIU.

Gransen for upptackt (LoD), vilken ar den lagsta faktiska mangd av analy-
sering som kan upptackas med 95% sakerhet, faststalldes genom an-
vandning av fyra EDTA plasma och serum prov som innehaller nivaer av
antikroppar néra de observerade LoB véardet. LoD befanns vara 1.8 EIU
for bade EDTA plasma och serum proverna.

Nivan for kvantifiering (LoQ), t.ex. den lagsta mangd av analysering i ett
prov som med sékerhet kan faststéllas, berdknades, med antagande av
en variationskoefficient (CV%) pa 20 % vid nivan av LoD. Foljaktligen,
berdknades LoQ vara 1.2 x LoD = 2.2 EIU fér bade EDTA plasma and
serum proverna.

13. UTGIVNINGSDATUM

Helicobacter pylori lgG ELISA kit inlagg.
Version 01, 25.06.2009.
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14. GARANTI

Tillverkaren skall atgarda samtliga upptéckta fel i vilkken som helst Produkt
(“Den Felaktiga Produkten”) som beror pa olampligt material eller vard-
slést hantverk och vilket forhindrar den mekaniska funktionen eller avsed-
da anvandningen av Produkterna omfattande, dock icke begransade till,
de funktioner som faststéllts i Tillverkarens specifikationer fér Produkten.
GARANTIN KOMMER DOCKATTANSES OGILTIG OM FELET BEFINNS
HA ORSAKATS AV FELAKTIG HANTERING, MISSBRUK, OAVSIKTLIG
SKADA, FELAKTIG FORVARING ELLER ANVANDNING AV PRODUK-
TERNA FOR VERKSAMHET UTANFOR DERAS SPECIFICERADE
BEGRANSNINGAR ELLER UTANFOR DERAS SPECIFIKATIONER, |
MOTSATS TILL DE INSTRUKTIONER SOM ANGES | INSTRUKTIONS-
MANUALEN.

Perioden for denna garanti for Distributren ar angiven i Produkternas in-
struktionsmanual och inleds vid det datum som den relevanta Produkten
avsands fran Tillverkaren. | fall av tolkningsdispyter ar det den engelska
texten som gaéller.

Samtliga Biohit diagnostiska kittar har tillverkats in enlighet med vara ISO
9001 / ISO 13485 protokoll for kvalitetsbehandling och har genomgatt alla
relevanta procedurer géllande Kvalitetsférsdkran som har samband med
dessa produkter.
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15. EN KORT OVERSIKT AV PROCEDUREN

Lat alla reagenser uppna rumstemperatur (20-25°C)
Kom ihag att blanda alla reagenser och prover for dverféring med pipett

Efter blandandet, éverfér med pipett 100 uL av den oméarkta I6sningen,
kalibratorerna, kontrollen och de utspadda (1 to 200) patient proven in i
brunnarna

*

Inkubera under 30 min vid 37°C

Rengor brunnarna 3 ganger med 350 uL av den utspadda
rengdringsbuffern

Overfér med pipett 100 uL av den utspadda (1 to 100 utspadning) och
blandade konjugationslésningen in i brunnarna

Inkubera under 30 min vid 37°C

Rengdr brunnarna 3 ganger med 350 L av den utspadda
rengoringsbuffern

Overfér med pipett 100 L av den blandade substratidsningen in i brunnarna
Inkubera under 30 min vid rumstemperatur (20-25°C)
Overfér med pipett 100 L av den blandade stopplésningen in i brunnarna

Avlas vid 450 nm inom 30 minuter

45



DEUTSCH

GEBRAUCHSANLEITUNG

Helicobacter pylori 1I9G ELISA Cat. Nr. 601040.02

INHALT

1. ANWENDUNGSGEBIET .......ccooctniiiiiiriieienne

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG.

3. TESTPRINZIP ..o .

4. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE .................. 48

5. SAMMLUNG UND HANDHABUNG DER PROBEN...........c..c........ 49

6. PACKUNGSINHALT, REAGENZIENANSATZE UND STABILITAT-

SHINWEISE ...ttt 49
6.1. Mikrotiterplatte (Microplate)...........cccceeerriniiiiiiiiic e 49
6.2. Waschpufferkonzentrat ( Washing Buffer Concentrate) (10-fach) 49
6.3. Verdinnungspuffer (Diluent Buffer)...........cocooviiiniiiinnene 50
6.4. Kalibrator (Calibrator)...........cccoceiiiiiiiiiiiicce e 50
6.5. Negativkontrolle (Negative Control) ..........c.ccoecveriinicricnnenne 50
6.6. Positivkontrolle (Positive Control) .
6.7. Konjugatlésung (Conjugate Solution)............ccceeeenicieennennnne 50
6.8. Substratldsung (Substrate Solution) ..........ccccoeeviiiieiiiiiiinens 51
6.9 Stopplésung (Stop Solution) ............. . 51

6.10. Abdeckfolien ...................... . 51

6.11. Arbeitsanleitung...........ccccoeviiieiiiiiiiiee e 51
7. ZUSATZLICH ERFORDERLICHES ARBEITSMATERIAL .. 51
8. LAGERUNG UND STABILITAT ...cooviviiirereeieececeeieie . 51
9. TESTDURCHFUHRUNG .......cocviveieiieeieeeeeeeeeeetee e 52
10. ERGEBNISSE ..ottt 54
10.1. Werte der Qualitatskontrolle.. . 54
10.2. Berechnung der Ergebnisse..... . 54
10.3. Interpretation der Ergebnisse.... 55
10.4. Erwartete Werte .................... 55
11. GRENZEN DES VERFAHRENS .. . 56
12. TESTSPEZIFIKATIONEN. .....coitiiiiiiiieie et 56
13. AUSSTELLUNGSDATUM .....ooiiiiiiiiiiieiiesiesiee et 58
14. GARANTIE .
15. KURZDARSTELLUNG DES ABLAUFS.........ooiiiiiieeeeee e 60

ANHANG: ZERTIFIKAT ZUR QUALITATSKONTROLLE
46



1. ANWENDUNGSGEBIET

Der Helicobacter pylori IgG Enzym-Immuntest (ELISA) flr die qualitative
Bestimmung von Antikdrpern der menschlichen IgG Klasse zum Helico-
bacter pylori in EDTA Plasma und Serum angewandt. Der Test wird zur
Unterstiitzung bei der Diagnostik einer Helicobacter pylori Infektion bei
Erwachsenen mit den klinischen Symptomen einer Magenschleimhautent-
zlindung (Gastritis) angewandt. DIENT ZUR IN VITRO-DIAGNOSTIK.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERLAUTERUNG

Die Infektion mit dem Helicobacter pylori ist die haufigste Ursache fir
eine chronische Magenschleimhautentziindung. Als weitere Ursache fiir
eine Gastritis und die schwere atrophische Gastritis gilt die Autoimmun-
reaktion, die auch durch die H. pylori Infektion ausgeldst werden kann (1,
2). Dieser Test wird zur Unterstlitzung bei der Diagnose einer H. pylori
Infektion angewandt.

Das Helicobacter pylori ist ein spiralférmiges, gramnegatives Bakterium,
das den menschlichen Magen befallt. Das Bakterium findet man auf der
Magenschleimhaut, die das gastrische Epithelium bedeckt und es scheint
nicht in das Gewebe einzudringen. Jedoch ist die Schleimhaut unterhalb
des Befalls durch das H. pyloriimmer entziindet; dieser Zustand wird als
chronische oberflachliche oder nicht-atrophische Gastritis bezeichnet, die
unbehandelt ein Leben lang anhalt (1). Dieser Prozess der chronischen
Entziindung kann zu einer atrophischen Gastritis fiihren, die im Zusam-
menhang mit der Entwicklung von peptischen Geschwiren und Magen-
krebs steht, den zwei wichtigsten Erkrankungen des oberen Magen-Darm-
Traktes (3-6). Die Anwesenheit von Antikérpern zu den CagA H. pylori
Stammen steht im Zusammenhang mit der Entwicklung der atrophischen
Gastritis im Korpus (7). Die epidemiologischen Anzeichen weisen auf
einen Zusammenhang zwischen dem gastritischen Adenokarzinom, dem
MALT-Lymphom (8,9) und der H. pylori Infektion hin.

3. TESTPRINZIP

Dieser ELISA Test zu H. pylori 1gG Antikérpern basiert auf der Technik der
Enzym-Immunoproben mit teilweise gereinigtem H. pylori bakteriellem
Antigen, welches auf einem Mikrotiter fixiert wird und durch Zugabe eines
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mit Meerrettichperoxidase (HRP) markiertem Antikdrper ermittelt wird.

Die Probe durchlauft folgende Reaktionen:

1. Das teilweise gereinigte H. pylori bakterielle Antigen, das an die Poly-
styroloberflache der Platte fixiert ist, bindet die H. pylori IgG Antikérper
aus der Probe.

2. Nach der Inkubation wird die Platte zur Entfernung der Riickstande von
der Probe gewaschen.

3. Das HRP-markierte monoklonale nicht-menschliche IgG bindet die H.
pylori Antikérper aus der Probe.

4. Nach einem weiteren Waschvorgang wird das TMB-Substrat beigefiigt.
Das Substrat wird durch das Enzym oxidiert, was zu einem blauen
Farbumschlag fiihrt.

. Die Enzymreaktion wird mit der Stopplésung beendet. H. pylori-positive
Proben farben sich gelb bei einem berechneten Wert von >30 EIU.

[&)]

4. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

Anwendung fiir in vitro diagnostische Zwecke.

VORSICHT: Behandeln Sie die Plasma- und Serumproben als
potentiell gefahrliches biologisches Material.

Alle Proben sollten als potentiell verunreinigt betrachtet werden und als
infektios behandelt werden. Bitte beachten Sie die Verdffentlichung des
U. S. Department of Health and Human Services (Bethesda, MD., USA),
1999, 4th ed. (CDC/NIH) und No. (CDC) 88-8395 beziiglich Laborsicher-
heitsvorschriften oder jegliche anderen lokalen oder nationalen Vorschriften
zu SicherheitsmaRnahmen im Labor fur Ablaufe zu verschiedenen
Krankheiten.

Der Test enthalt Reagenzien, die aus menschlichen Blutbestandteilen
hergestellt wurden. Das fir diesen Test verwendete Material wurde auf
Antikérper zu Hepatitis B und C sowie auf Antikdrper zu HIV getestet
und als negativ befunden. Da jedoch keine Testmethode die absolute
Sicherheit geben kann, dass keines dieser Pathogene vorliegt, sollten
alle VorsichtsmaRnahmen im Umgang mit Blutderivaten beachtet werden.

Verwenden Sie beim Umgang mit den Proben der Patienten daher
immer Schutzhandschuhe. Fur alle Pipettierschritte missen sichere
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Pipettierhilfen verwendet werden. Niemals mit dem Mund pipettieren.
Lesen Sie die Testanleitung vor der Durchfliihrung des Tests sorgfaltig
durch. Alle Reagenzienbestandteile des Tests konnen in den Abguss ent-
sorgt werden. Danach mit reichlich Leitungswasser nachspulen.

5. SAMMLUNG UND HANDHABUNG DER PROBEN

Die Blutprobe wird tber eine Venipunktur z.B. in eine Plastik-EDTA oder
in ein Serumréhrchen entnommen. Die Blutréhrchen fur Plasma werden
gemischt, indem sie 5-6 Mal hoch und runter gewendet werden und die
Roéhrchen flir das Serum werden zur Gerinnung (fir mindestens 30 Mi-
nuten) bei Raumtemperatur (20-25°C) stehen gelassen. Nach der Ge-
rinnung wird das Serum abgesondert und das Plasma wird sofort durch
Zentrifugierung abgesondert.

(z.B. Plastikréhrchen, relative Zentrifugalkraft bis 2000 G, 10-15 Minu-
ten). Das Plasma/ Serum kann gekihlt (2-8 °C) drei Tage lang aufbewahrt
werden. Fur langere Lagerung mussen die Proben tiefgekuhlt (vorzugs-
weise bei -70°C, alternativ bei -20°C aufbewahrt werden). Mischen Sie
die Proben gut nach dem Auftauen. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrie-
ren und Auftauen der Proben. Stark hamolytische, lipamische oder triibe
Proben sollten vermieden werden.

6. PACKUNGSINHALT, REAGENZIENANSATZE UND
STABILITATSHINWEISE

Die Reagenzien einer Packung sind ausreichend fiir 96 Vertiefungen der
Mikrotiterplatte und drei getrennte Ablaufe. Die Reagenzien verschiede-
ner Chargen dirfen nicht gemischt werden.

6.1. Mikrotiterplatte (Microplate)

Inhalt: 12 x 8 Streifen im Plattenrahmen und beschichtet mit teilweise
gereinigtem H. pylori bakteriellem Antigen.

Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum. Nach dem Benutzen die
Streifen wegwerfen.

6.2. Waschpufferkonzentrat ( Washing Buffer Concentrate) (10-fach)
Inhalt: 120 mL 10-fach konzentrierte Phosphatpufferlésung (PBS) mit
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Tween 20 und 0.1 % ProClin als Konservierungsmittel.

Vorbereitung: Verdinnung 1 zu 10 (e.g. 100 mL + 900 mL) mit destillier-
tem Wasser . Danach gut mischen.

Haltbarkeit: Der verdiinnte Waschpuffer ist gekUhit (2-8°C) zwei Wochen haltbar.

6.3. Verdiinnungspuffer (Diluent Buffer)

Inhalt: 100 mL Phosphatpuffer mit Blockierungsprotein, Tween 20, 0.1%
ProClin 300 als Konservierungsmittel und rotem Farbstoff.
Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum.

6.4. Kalibrator (Calibrator)

Inhalt: 1 Flaschchen mit 1.5 mL menschlichem serumbasiertem H. pylori
1gG Kalibrator mit 0.1% ProClin 300 als Konservierungsmittel. Der EIU-
Wert des Kalibrators ist auf das Flaschchenetikett aufgedruckt.
Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum.

6.5. Negativkontrolle (Negative Control)

Inhalt: 1 Fldschchen mit 1.5 mL menschlicher serumbasierter H. pylori
IgG-negativer Kontrolle mit 0.1% ProClin 300 als Konservierungsmittel.
Der EIU-Wert des Kalibrators ist auf das Flaschchenetikett aufgedruckt.
Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum.

6.6. Positivkontrolle (Positive Control)

Inhalt: 1 Flaschchen mit 1.5 mL menschlicher serumbasierter H. pylori
IgG-positiver Kontrolle mit 0.1% ProClin 300 als Konservierungsmittel.
Der EIU-Wert des Kalibrators ist auf das Flaschchenetikett aufgedruckt.
Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum

6.7. Konjugatlésung (Conjugate Solution)

Inhalt: 0.2 mL Meerrettichperoxidase (HRP)-gekoppeltes monoklonales
nicht-menschliches IgG in Stabilisierungspuffer mit 0.02% Methylisothia-
zolon und 0.02% Bromonitrodioxan und 0.002% andere aktive Isothiazo-
lone als Konservierungsmittel.

Vorbereitung: Verdinnung 1zu 100 (z.B. 40 uL + 3960 1) mit Verdiinnungspuffer.
Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum. Reste der verdlinnten
Konjugatlésung nach Gebrauch wegwerfen.
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6.8. Substratlosung (Substrate Solution)

Inhalt: 15 mL Tetramethylbenzidin (TMB) in wassriger Lésung.
Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum. Direkte Lichtaussetzung
sollte vermieden werden.

6.9. Stopplosung (Stop Solution)

Inhalt: 15 mL 0.1 mol/L Schwefelsaure.
Vorbereitung: Gebrauchsfertig.

Haltbarkeit: Siehe aufgedrucktes Verfallsdatum.

6.10. Abdeckfolien
Vier Plastikfolien zur Abdeckung der Mikrotiterplatten wahrend der Inkubation.

6.11. Arbeitsanleitung

7. ZUSATZLICH ERFORDERLICHES ARBEITSMATERIAL

> Destilliertes oder entionisiertes Wasser

Préazisionspipetten und Wegwerfspitzen fir genaue Ubertragung
von 5-1000 pL

Pipetten fiir genaue Ubertragung von 1-10 mL
8-Kanalpipette fur 100 uL

Messzylinder fiir 1000 mL

Vortex-Mischer fiir Probenverdiinnungen

Testréhrchen fir Verdliinnungen

Plattenwascher

Papiertlicher oder Loschpapier

Zeitmesser

Inkubator, 37 °C

Plattenleser, 450 nm

z.B. Plastikrohrchen zur Blutentnahme fiir Serum oder Plasma
Eisbehalter

v
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8. LAGERUNG UND STABILITAT

Der Helicobacter pylori IgG Test muss gekuhit (2-8 °C) gelagert werden.
Wird diese Temperatur eingehalten, bleibt der Test bis zum Verfallsdatum,
das auf der Packung und jeder einzelnen Komponente aufgedruckt ist,
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stabil. Bitte den Test nicht einfrieren oder hohen Temperaturen aussetzen
oder bei Uber 8°C lagern, wenn er nicht verwendet wird. Die Substratidsung
ist sehr lichtempfindlich. Die Mikrotiterplatten oder einzelnen Streifen
sollten nicht aus der Plastikhiille entfernt werden, bevor sie nicht an die
Raumtemperatur (20-25 °C) angepasst sind. Die Streifen, die nicht sofort
verwendet werden, miissen wieder in der Folienverpackung kuhl bei 2-8°C
gelagert werden.

Nach dem Verfallsdatum sollen die Reagenzien nicht mehr verwendet
werden. Die Reagenzien unterschiedlicher Chargen oder anderer
Hersteller dirfen nicht eingesetzt werden. Benutzen Sie nur destilliertes
oder entionisiertes Wasser. Die einzelnen Komponenten dieses Tests sind
auf eine prazise Konzentration eingestellt und aufeinander abgestimmt
worden. Weitere Verdiinnungen oder Veranderungen beeintrachtigen die
Richtigkeit der Ergebnisse.

Anzeichen eines Verfalls der Reagenzien

Die flissigen Komponenten sollten keinerlei sichtbare Triilbung oder
Zeichen einer Ausfallung zeigen. Bei der Lagerung des Waschpufferkon-
zentrats bei 2-8°C ist ein Ausféllen bzw. eine Flockung mdglich, welche
sich aber unter Mischen bei Raumtemperatur (20-25°C) wieder auflésen
sollte. Die Substratldsung ist farblos bis hellblau. Andere Verfarbungen
sind Zeichen des Verfalls der Substratiosung.

Lagerung und Stabilitdt der Proben

Die Ergebnisse der Studie Uber Lagerung, Tiefgefrieren und Wiederauf-
tauen haben keine Unterschiede in der Stabilitdt der Proben gezeigt, die
entweder H. pylori-negativ, grenzwertig oder eindeutig H. pylori-positiv
waren. Die Stabilitat schwach positiver Proben wurde nicht beriicksichtigt.

9. TESTDURCHFUHRUNG

VORBEREITUNGEN

Alle Reagenzien und die Mikrotiterplatten auf Raumtemperatur (20-25°C)
bringen. Inkubator auf 37°C erwdrmen. Das Waschpufferkonzentrat 1 zu
10 (z.B. 100 mL + 900 mL) mit destilliertem oder entionisiertem Wasser
verdiunnen. Bitte vor dem Ansetzen die Testanleitung vollstidndig
durchlesen. Es wird empfohlen den Kalibrator, die Kontrollen und
Proben als Doppelbestimmung anzuwenden. In jedem Ansatz miis-
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sen Kalibrator und Kontrollen angesetzt werden.
Alle Reagenzien vor dem Gebrauch gut mischen.

SCHRITT 1: PROBENVERDUNNUNG
Die gemischten Plasma- oder Serumproben 1 zu 200 (5 pL + 995 pL) mit
Verdinnungspuffer verdiinnen und gut mischen.

SCHRITT 2: PROBEN

Mischen und pipettieren Sie 100 pL aus dem Verdiunnungspuffer (Blank),
dem Kalibrator (CAL), der Negativkontrolle (NC), der Positivkontrolle (PC)
und verdlinnten Proben (S1, S2, S3, usw.) jeweils als Doppelbestimmung
(siehe Abbildung 1). Decken Sie die Platte mit der Abdeckfolie ab und
inkubieren Sie sie fir 30 Minuten bei 37°C. Hinweis: Die Proben sollten
innerhalb von ca. 10 Minuten pipettiert werden, um einen Drift auf der
Platte zu vermeiden.

1 2 3 4 5

A Blank Blank

B CAL CAL

C NC NC

D PC PC

E S1 S1

F S2 S2

G S3 S3

H USw. USW.

Abbildung 1. Pipettierschema.

SCHRITT 3: WASCHSCHRITT

Waschen Sie die Streifen mit 3 x 350 pL verdliinnter Waschlésung.
AnschlieRend behutsam die Platte ein paar Mal auf einem sauberen
Papiertuch ausklopfen, um die Reste der Waschlésung zu entfernen.

SCHRITT 4: KONJUGATLOSUNG

100 pL der gemischten Verdinnung (1 zu 100) der Konjugatlésung mit
einer 8-Kanalpipette in die Vertiefungen pipettieren. Decken Sie die Platte
mit der Abdeckfolie ab und inkubieren sie fiir 30 Minuten bei 37°C.

SCHRITT 5: WASCHSCHRITT

Waschen Sie die Streifen mit 3 x 350 pL verdlinnter Waschlésung.
AnschlieRend behutsam die Platte ein paar Mal auf einem sauberen
Papiertuch ausklopfen, um die Reste der Waschlésung zu entfernen.
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SCHRITT 6: SUBSTRATLOSUNG

100 pL der Substratldsung mit einer 8-Kanal Pipette in alle geleerten Ver-
tiefungen pipettieren. Starten Sie die Uhr beim Pipettieren der Substratlo-
sung in die erste Vertiefung und inkubieren Sie 30 Minuten bei Raumtem-
peratur (20-25°C). Wahrend der Inkubation die Platte vor Licht schitzen.

SCHRITT 7: REAKTION STOP
100 pL von der Stoppldsung mit einer 8-Kanal Pipette in die Vertiefungen
pipettieren.

SCHRITT 8: MEASURING OF RESULTS
Messen Sie die Absorption bei 450 nm innerhalb von 30 Minuten.

10. ERGEBNISSE
10.1. Werte der Qualitatskontrolle

1) Der Kalibrator und die Kontrollen sollen bei jedem Test mit verwen-
det werden. Die dabei ermittelten Werte der Kontrollen sollten graphisch
dokumentiert werden, um die Durchflihrung der Kontrollen zu verfolgen.
Zur Auswertung der Kontrolle sollte eine geeignete statistische Methode
verwendet werden. Jedes Labor sollte fiir die Kontrollwerte seine eigenen
Vertrauensbereiche festlegen. Der Anspruch liegt darin, dass nach den
entsprechenden im jeweiligen Labor festgelegten Werten positive Kontrol-
len positiv und negative Kontrollen negativ sind. Erwartete Kontrollwerte
mussen erzielt werden, damit die Testergebnisse akzeptiert werden.

2) Die Bestatigung der korrekten Durchfiihrung eines Tests wird durch
den Absorptionswert des Kalibrators angezeigt. Dieser sollte > 1.000 be-
tragen.

10.2. Berechnung der Ergebnisse
Errechnen Sie den mittleren Absorptionswert (A) fur den Kalibrator, die
Kontrollen und die von den Patienten entnommenen Proben in Duplizie-

rung und ziehen Sie jeweils den Leerwert von den berechneten mittleren
Absorptionswerten ab.
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Berechnen Sie die Enzym-Immunoeinheiten (EIU) wie folgt:

- X (A
Probe) _( Blank) x 100 = Probe EIU
)= X (Agan)

X (A
X (A

Calibrator:

10.3. Interpretation der Ergebnisse

Negativ. <30 EIU
Positiv. 230 EIU

Ein Wert von weniger als 30 EIU zeigt ein negatives Ergebnis an bzw.
dass keine H. pylori Antikérper entdeckt wurden oder dass die Antikérper
unterhalb des erkennbaren Werts sind. Ein Wert von 30 EIU oder dartiber
zeigt an, dass H. pylori Antikérper festgestellt wurden und dass das
Ergebnis daher positiv ist. Die Qualitdtsmerkmale, negative und posi-
tive Kontrollen, die mittels dieses Tests geliefert werden, mussen jedes
Mal mit getestet werden. Erwartete Kontrollwerte miissen erzielt werden,
damit die Testergebnisse akzeptiert werden. Die GroéfRenordnung des
gemessenen Ergebnisses oberhalb des Cut-off-Wertes zeigt nicht
die gesamte Anzahl der vorhandenen Antikdrper an. Diese Cut-off-Werte
wurden mit dem Biohit Helicobacter pylori 1IgG ELISA-Test ermittelt. Von
Patienten, deren Probenwerte stark in der Nahe des Cut-off-Werts lagen,
sollten, nach Mdglichkeit innerhalb eines verniinftigen Zeitraums, neue
Proben genommen werden. Jedes Labor sollte sich einen eigenen
Bereich von erwarteten Werten flir die klinische Situation, wo die H.
pylori 1gG Antikdrperwerte zur Diagnose benutzt werden, festlegen. Auch
die H. pylorilgG Ergebnisse von Tests anderer Hersteller fiir eine bestim-
mte Probe kdénnen sich durch Unterschiede in der Testmethode oder der
Spezifitdt der Reagenzien unterscheiden. Die Ergebnisse, die mit Test-
methoden anderer Hersteller ermittelt wurden, diirfen nicht untereinander
ausgetauscht werden.

10.4. Erwartete Werte

Die meisten der dem H. pylori Bakterium ausgesetzten Personen
entwickeln 1gG Antikérper gegen diesen Organismus (2,5,6). Die alterss-
pezifischen Raten fiir das Vorhandensein von H. pylori Antikbrpern sind
ahnlich fir Manner und Frauen. Die Pravalenz fur H. pylori Infektionen
betragt 30-40% in den USA, Kanada und Westeuropa, ungefédhr 20%
in Australien und 70-90% in Osteuropa, Afrika, Stidamerika und Asien.
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Viele Patienten, die einen positiven Antikérperbefund aufweisen, zeigen
keine Symptome, obwohl nachweislich eine Besiedelung durch H. pylori
vorliegt. Daher korreliert die Héhe der nachgewiesenen Antikdrper nicht
notwendigerweise mit der Schwere der Symptomatik.

11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Wie bei jedem anderen diagnostischen Verfahren, miissen auch die
Biohit Helicobacter pylori 1IgG ELISA Testergebnisse immer zusammen
mit dem klinischen Bild des Patienten und weiteren, verfligbaren Informa-
tionen des Arztes interpretiert werden. Ein positives Testergebnis kann
sich ebenfalls bei Patienten mit kiirzlich behandelter akuter H. pylori
Infektion zeigen.

12. TESTSPEZIFIKATIONEN

Reproduzierbarkeit und Ungenauigkeiten
Variation bei verschiedenen Probenablaufen

Eine Palette aus zehn (10) Proben (eine negative, sieben grenzwertige,
eine positive und eine stark positive Probe) wurden verwendet, um die
Variation bei verschiedenen Probenahmen zu bestimmen. Die Proben
wurden in duplizierter Form bei vierzig (40) verschiedenen Ablaufen an
20 Werktagen genommen.

Fir Serumproben lag der Koeffizient flr die Variation (%CV) zwischen 4.2
und 7.0% und bei EDTA Proben zwischen 4.2 und 8.1%. Der durchschnit-
tliche %CV Wert fur grenzwertige Serumproben war 6.3% (Bereich von
5.4 —7.0%) und fir grenzwertige EDTA-Proben bei 6.1% (Bereich 5.0 — 8.1%).

Variation bei gleichem Probenablauf

Eine Palette von vier (4) Serumproben (eine negative, eine grenzwertige,
eine positive und eine stark positive Probe) wurde fir die Bestimmung
der Variation innerhalb einer Probenahme benutzt. Die Proben wurden
von zweiundzwanzig (22) einzelnen Proben aus einem Ablauf entnom-
men und der Durchschnitt von drei (3) verschiedenen Ablaufen wurde
berechnet.
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Fir Serumproben lag der durchschnittliche Koeffizient fur die Variation (%CV)
zwischen 3.8 und 4.6% und fiir die EDTA-Proben zwischen 3.5 und 4.9%.

Prozentuale Ubereinstimmungen

Der Biohit Helicobacter pylori 1IgG ELISA-Test wurde in drei Studien mit
jeweils 523, 187 und 134 Proben von Patienten im Alter von 20 bis 89
Jahren ausgewertet.

Verglichen mit den kulturellen Nachweisverfahren zeigte der Helico-
bacter pylori lgG ELISA Test folgende Ergebnisse:

Kultur
N=523 — -
Positiv Negativ
Biohit Positiv 166 9
Diagnostik Negativ 7 341

Klinische Sensitivitat

96.5% (95%ClI=92.6 - 98.4%)

Klinische Speziifitat

96.0% (95%ClI=93.4 - 97.6%)

Im Vergleich zu histologischen Nachweisverfahren zeigte der
Helicobacter pylori 1gG ELISA Test folgende Ergebnisse:

Histologie
N=187 — -
Positiv Negativ
Biohit Positiv 52 8
Diagnostik Negativ 9 18
Prozent Positiv Ubereinstimmung 85.2%
Prozent Negativ Ubereinstimmung 93.7%

Der Biohit Helicobacter pylori IgG ELISA Test wurde auch mit an-
deren im Handel erhidltlichen ELISA Tests zur Bestimmung von H.
pylori Antikorpern verglichen und zeigte folgende Ergebnisse:

Kommerziell ELISA
N=134 — -
Positiv Negativ
Biohit Positiv 32 1
Diagnostik Negativ 3 98
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Prozent Positiv Ubereinstimmung 91.4%
Prozent Negativ Ubereinstimmung 99.0%

Analytische Sensitivitat

Die analytische Bestimmungsgrenze des Biohit H. pylori IgG ELISA Tests
wurde in Ubereinstimmung mit der NCCLS (CLIA) Richtlinie des Consensus
Standards for Medical Testing (NCCLS EP17-A) festgelegt.

Der Grenzwert fiir leer (LoB) wurde auf das 95. Prozentil festgelegt, unter
das die Messergebnisse von 60 leeren Proben (Leerlésung) fallen. Fur
das LoB wurde der Wert von 1.1 EIU gefunden.

Der Grenzwert fur die Feststellung (LoD), welcher der niedrigste tatsachli-
che Wert der Analyten ist, der mit 95%-iger Sicherheit festgestellt werden
kann, wurde unter Anwendung von vier EDTA Plasma- und Serumproben
bewertet, die ein Antikdrperniveau enthalten, das nahe am beobachteten
LoB Wert liegt. Fur das LoD wurde ein Wert von 1.8 EIU gefunden, so-
wohl fir EDTA Plasma- als auch fir Serumproben.

Der Grenzwert flr die Quantifizierung (LoQ), d.h. die niedrigste Anzahl
von Analyten in einer Probe, die zuverlassig festgestellt werden kann,
wurde auf der Basis eines Variationskoeffizienten (CV%) von 20% auf der
Ebene von LoD ermittelt. Entsprechend wurde der LoQ auf der Basis von
1.2 x LoD = 2.2 EIU fir die EDTA Plasma- und Serumproben ermittelt.

13. AUSSTELLUNGSDATUM

Helicobacter pylori IlgG ELISA Testanleitung.
Version 01, 25.06.2009.

14. GARANTIE

Der Hersteller haftet fir alle Schaden des einzelnen Produkts (Produk-
tschaden), die nachweislich durch fehlerhafte Materialien oder fahrlassige
Arbeitsqualitét entstanden sind und einschlieRlich solcher, die die mecha-
nische Produktion oder die Anwendung des Produkts verhindern, aber
begrenzt auf Funktionen, die in der Produktspezifikation des Herstellers
definiert sind. DIE GARANTIE ERLISCHT BEI SCHADEN, DIE AUF UN-
SACHGEMASSE BEHANDLUNG, MISSBRAUCH, UNFALLSCHADEN
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ODER FALSCHE LAGERUNG ZURUCKZUFUHREN SIND ODER
WENN DIE PRODUKTE AUSSERHALB IHRER SPEZIFIZIERTEN EIN-
SCHRANKUNGEN UND ENTGEGEN DEN ANWEISUNGEN IN DER
VORLIEGENDEN GEBRAUCHSANLEITUNG VERWENDET WERDEN.

Die Dauer der Garantie fir den Vertriebshandler ist in der Testanleitung
des Produktes definiert und beginnt mit dem Versanddatum des relevant-
en Produkts durch den Hersteller. Im Falle einer streitigen Interpretation
gilt der englische Text.

Alle diagnostischen Tests von Biohit wurden nach unseren ISO 9001 /

ISO 13485 Qualtitatsmanagement-Protokollen hergestellt und haben alle
relevanten Qualitatssicherungsverfahren bestanden.
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15. KURZDARSTELLUNG DES ABLAUFS

Erlauben Sie eine Anpassung aller Reagenzien an die Raumtemperatur
(20-25°C) Denken Sie daran, alle Reagenzien und Proben vor der Pipet-
tierung gut zu mischen

Nach dem Mischen Pipettierung von 100 L von der leeren Losung, den
Kalibratoren, der Kontrolle und der verdiinnten (1 zu 200) Patienten-
probe in die Vertiefungen

Inkubation fiir 30 Min. bei 37°C
*

Waschen der Vertiefungen, 3 Mal mit 350 pL von verdiinntem Waschpuffer

Pipettierung von 100 pL von der verdinnten (Verdlinnung 1 zu 100) und
gemischten Konjugatldsung auf die Vertiefungen

Inkubation fiir 3? Min. bei 37°C
Waschen der Vertiefungen, 3 Mal mit*350 WL von verdiinntem Waschpuffer
Pipettierung von 100 pL von der gemisihten Substratldsung in die Vertiefungen
Inkubation fiir 30 Min. bei *Raumtemperatur (20-25°C)
Pipettierung von 100 pL von der gemiichten Stoppldsung in die Vertiefungen

Ablesen bei 450 nm innerhalb von 30 Minuten
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1. INDICATION

Le test ELISA IgG Helicobacter pylori est basé sur la réaction immuno-
enzymatique sur microplaque (ELISA) pour la détection qualitative des
anticorps humains IgG dirigés contre I’Helicobacter pylori dans le sérum
et le plasma-EDTA. Le test est une aide pour le diagnostic de I'infection a
Helicobacter pylori chez les patients adultes avec des symptoémes cliniques
de gastrite. A UTILISER POUR LE DIAGNOSTIC IN VITRO.

2. RESUME ET EXPLICATIONS

L'infection a H. pylori est la cause la plus importante de la gastrite chronique.
Un autre mécanisme a l'origine des gastrites chroniques ou atrophiques
graves est le mécanisme auto-immunitaire (1, 2). Ce test constitue une
aide au diagnostic de I'infection a H. pylori.

L’Helicobacter pylori est une bactérie hélicoidale, Gram négative, qui
colonise I'estomac humain. Cet organisme est présent dans la couche de
muqueuse de I'estomac recouvrant I'épithélium gastrique et il ne semble pas
envahir les tissus. Cependant, la membrane muqueuse sous la zone de
colonisation par H. pylori est invariablement enflammée; cet état corres-
pond a une gastrite superficielle chronique ou non atrophique, qui persiste
toute la vie si I'infection n’est pas traitée (1). Ce processus inflammatoire
chronique peut conduire a une gastrite atrophique, qui peut évoluer en
ulcére de I'estomac ou cancer gastrique, deux importantes pathologies
du tractus gastro-intestinal supérieur (3-6). La présence des anticorps
dirigés contre la souche CagA de H. pylori est liée au développement
de la gastrite atrophique du corpus (7). Les preuves épidémiologiques
indiquent un lien entre les adénocarcinomes gastriques, les lymphomes
de la muqueuse associée au tissu lymphoide (MALT) (8,9) et l'infection
a H. pylori.

3. PRINCIPE DU TEST

Ce test ELISA des anticorps 1gG H. pylori est basé sur la méthode
immuno-enzymatique avec un antigéne bactérien de H. pylori partiellement
purifié, adsorbé sur une microplaque et un anticorps de détection marqué
par la peroxydase de raifort (HRP).

Le test se déroule selon les réactions suivantes :
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1. Un antigéne bactérien partiellement purifié de H. pylori fixé sur la
surface en polystyréne des puits, fixe les anticorps 1gG anti-H. pylori
présents dans I'échantillon.

2. Les puits de la microplaque sont lavés pour retirer 'excés d’échantillon.

3. Un anticorps monoclonal anti-lgG humaine conjugué a la HRP se fixe
aux anticorps H. pylori.

4. Les puits sont lavés et le substrat TMB est ajouté. Le substrat est oxydé
par la réaction enzymatique et donne un produit final coloré en bleu.

5. La réaction enzymatique est stoppée par la solution d’arrét. Pour les
échantillons positifs pour H. pylori, la solution dans les puits vire au
jaune et les valeurs calculées sont > 30 UIE.

4. MISES EN GARDE ET PRECAUTIONS

A utiliser pour le diagnostic in vitro.

ATTENTION: Manipuler les échantillons de plasma et de sérums
comme du matériel potentiellement nocif pour I’organisme.

Tous les échantillons doivent étre considérés comme potentiellement
contaminés et traités comme s'ils étaient infectieux.

Veuillez SVP vous reporter a la publication du Ministére Américain de
la Santé et des Services Sociaux (Bethesda, MD., USA) concernant les
mesures de sécurité en laboratoires médicaux et de microbiologie, 1999,
4eme éd. (CDC/NIH) et a la publication n° (CDC) 88-8395 ou a toute
autre réglementation locale ou nationale concernant les procédures de
sécurité en laboratoire pour différentes maladies

Nos coffrets contiennent des réactifs fabriqués a partir de composants du
sang humain. Les matieres premiéres concernées ont donné des résul-
tats négatifs aux tests de recherche des anticorps de I'hépatite B et C et
des anticorps anti-VIH. Cependant, étant donné qu’aucune méthode ne
peut garantir de fagon absolue I'absence de ces éléments pathogénes,
toutes les précautions recommandées pour la manipulation des dérivés
du sang doivent étre respectées.

Utiliser toujours des gants de protection lors de la manipulation des
échantillons de patient. Utiliser un dispositif de pipetage de sécurité. Ne
jamais pipeter avec la bouche. Lire toutes les instructions avant d’effectuer
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ce test. Tous les réactifs fournis dans ce kit peuvent étre éliminés en les
déversant dans I'évier et en ringant excessivement avec 'eau du robinet.

5. PRELEVEMENTS ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

L'échantillon de sang est prélevé par ponction veineuse dans p.ex. un
tube en plastique EDTA ou pour sérum. Les tubes de sang pour plasma
sont mélangés immédiatement en les retournant 5-6 fois et les tubes pour
sérum sont laissés (minimum 30 minutes) a température ambiante (20-
25°C) pour la coagulation. Le plasma est séparé immédiatement, et le
sérum apres coagulation, par une centrifugation (p.ex. tube plastique:
2000g, 10-15 min). Le sérum ou plasma peut étre conservé au réfri-
gérateur (2-8°C) pour une durée de trois jours. Pour une conservation
longue, les échantillons doivent étre conservés congelés (de préférence
a -70°C, sinon a -20°C). Mélanger soigneusement les échantillons apres
décongélation. Eviter les cycles répétés de congélation et décongélation
des échantillons. Ne pas utiliser les échantillons hémolysés, lipidiques
ou troubles.

6. CONTENU DU COFFRET, PREPARATION DES REACTIFS ET
STABILITE DU MATERIEL FOURNI

La quantité de réactif est suffisante pour 96 puits et trois essais séparés.
Les réactifs de différents lots ne doivent pas étre mélangés.

6.1. Microplaque (Microplate)

Contenu: 12 x 8 barrettes dans un cadre, recouvertes d’antigene bactérien
de H. pylori partiellement purifié.

Préparation: Prét a 'emploi.

Stabilité: Stable jusqu’a la date de péremption. Jeter les barrettes apres
utilisation.

6.2. Tampon de lavage concentré (Washing Buffer Concentrate) (10x)
Contenu: 120 mL de tampon phosphate (PBS) concentré x10 contenant
du Tween 20 et un conservateur: 0,1% de ProClin 300.

Préparation: Diluer au 1:10 (par exemple 100 mL+ 900 mL) avec de
I'eau distillée et bien mélanger.

Stabilité: La solution diluée est stable pendant deux semaines au (2-8°C).
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6.3. Tampon de dilution (Diluent Buffer)

Contenu: 100 mL de tampon phosphate contenant une protéine de
saturation, du tween 20, 0,1% de ProClin 300 comme conservateur et
un colorant rouge.

Préparation: Prét a 'emploi.

Stabilité: Jusqu’a la date de péremption.

6.4. Calibreur (Calibrator)

Contenu: Un flacon contenant 1,5 mL de sérum humain calibré en H. py-
lori 19G et 0.1% de ProClin 300 comme conservateur. La valeur en unités
immuno-enzymatiques (UIE) du calibreur est indiquée sur I'étiquette du
flacon.

Préparation: Prét a 'emploi.

Stabilité: Jusqu’a la date de péremption.

6.5. Contréle négatif (Negative Control)

Contenu: Un flacon contenant 1,5 mL de sérum de contréle négatif en H.
pylori1gG avec 0.1% de ProClin 300 comme conservateur : La valeur en
unités immuno-enzymatiques (UIE) du sérum est indiquée sur I'étiquette
du flacon.

Préparation: Prét a 'emploi.

Stabilité: Jusqu'a la date de péremption.

6.6. 6.6. Controle positif (Positive Control)

Contenu: Un flacon contenant 1,5 mL de sérum de contréle positif en H.
pylori 1gG avec 0.1% de ProClin 300 comme conservateur : La valeur en
unités immuno-enzymatiques (UIE) du sérum est indiquée sur I'étiquette du
flacon.

Préparation: Prét a 'emploi.

Stabilité: Jusqu’a la date de péremption.

6.7. Solution de conjugué (Conjugate Solution)

Contenu: 0.2 mL d'un anticorps monoclonal anti-lgG humaine, conjugué
a la HRP et préparé dans un tampon de stabilisation contenant 0,02%
de méthylisothiazolone, 0,02% de bromonitrodioxane et 0,002% d’autres
isothiazolones actives comme conservateurs.

Préparation: Diluer au 1 :100 (p.ex. 40 pL + 3960 pL) avec le tampon
de dilution.

Stabilité: Jusqu'a la date de péremption. Jeter 'excés de conjugué dilué
apres utilisation.
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6.8. Solution de substrat ( Substrate Solution)

Contenu: 15 mL de tétraméthylbenzidine (TMB) en solution aqueuse.
Préparation: Prét a 'emploi

Stabilité: Jusqu'a la date de péremption. Eviter l'exposition directe a la lumiére.
6.9. Solution d’arrét (Stop Solution)

Contenu: 15 mL d’acide sulfurique 0,1 mol/L.

Préparation: Prét a 'emploi

Stabilité: Jusqu'a la date de péremption.

6.10. Films d’incubation
4 feuilles de plastique pour couvrir la microplaque pendant I'incubation.

6.11. Manuel d’instruction

7. MATERIEL NECESSAIRE MAIS NON FOURNI

> Eau distillée ou dé ionisée.

> Micropipettes et pointes jetables, pour distribuer avec précision
5a 1000 pL.

> Pipettes pour distribuer avec précision 1 a 10 mL.

> Pipette a 8 canaux pour distribuer 100 L.

> Eprouvette graduée, 1000 mL.

> Agitateur de type Vortex pour les dilutions d’échantillons.

> Tubes a essai pour diluer les échantillons.

> Laveur de microplaques.

> Serviettes en papier ou papier absorbant.

> Minuteur.

> Incubateur, 37°C.

> Lecteur microplaques, 450 nm.

> Tubes de prélévement plastiques pour sérum ou plasma.

> Bac a glace.

8. CONSERVATION ET STABILITE

Conserver tous les éléments du coffret au réfrigérateur (2-8°C). Dans
ces conditions, ils sont stables jusqu’a la date de péremption imprimée
sur I'étiquette des différents réactifs ainsi que sur 'emballage. Ne pas
congeler ou exposer les réactifs a des températures élevées, ne pas
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les conserver a plus de 8°C en dehors de leur utilisation. La solution
de substrat est sensible a la lumiére. La plaque de microtitration ou
les barrettes individuelles ne doivent pas étre retirées de I'emballage
aluminium avant d’avoir atteint la température ambiante (20-25°C). Les
barrettes non utilisées doivent étre remises dans I'emballage qui sera
soigneusement refermé et conservé au frais (2-8°C).

Ne pas utiliser les réactifs apres la date de péremption imprimée sur I'éti-
quette. Ne pas inter changer les réactifs de coffrets portant des numéros
de lot différents et ne jamais les remplacer par des réactifs de coffrets
fournis par d’autres fabricants. Utiliser uniquement de I'eau distillée ou
dé ionisée. Les éléments du coffret sont fournis a des concentrations
précises. Toute dilution supplémentaire ou autre modification des réactifs
pourrait entrainer I'obtention de résultats incorrects.

Indications de I'altération du coffret

Les composants liquides ne doivent pas étre visiblement opalescents
ou contenir des éléments précipités. Le tampon de lavage concentré,
conservé entre 2 et 8°C, peut toutefois présenter des cristaux qui doivent
se dissoudre apres homogénéisation a température ambiante (20-25°C).
La solution de substrat doit étre incolore ou bleu pale. Toute autre coloration
indique une détérioration du substrat.

Conservation et stabilité des échantillons

Une étude sur la conservation et la stabilité au cours de la congélation/
décongélation montre qu’il n’y a pas de différence de stabilité entre des
échantillons négatifs, dans la zone critique ou nettement positifs pour H.
pylori. La stabilité des échantillons faiblement positifs n'a pas été évaluée.

9. MODE OPERATOIRE

PREPARATIFS

Amener tous les réactifs et la microplaque a température ambiante
(20-25°C). Préchauffer I'incubateur a 37°C. Diluer le tampon de lavage
concentré au 1:10 (100 mL + 900 mL) avec de I'eau distillée ou dé
ionisée. Lire toute la procédure du test avant de commencer. Il est re-
commandé de doser le calibreur, les contréles et les échantillons en
double sur une méme plaque. Le calibreur et les contréles doivent
étre utilisés a chaque test.
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Bien mélanger tous les réactifs avant usage.

ETAPE 1: DILUTION DES ECHANTILLONS
Mélanger les sérums et diluer au 1 :200 (5 pL + 995 pL) avec le tampon
de dilution. Bien mélanger.

ETAPE 2: LES ECHANTILLONS

Homogénéiser et distribuer 100 yL de tampon de dilution (Blanc), de
calibreur (CAL), de contréle négatif (CN), positif (CP) et d’échantillons
dilués (E1, E2, E3, etc.) dans les puits appropriés, en double (voir la
figure 1). Recouvrir la plaque d’un film de plastique. Incuber pendant 30
min a 37°C. Remarque: Il est recommandé de distribuer les échantillons
dans les puits en 10 min maximum pour éviter une dérive du test dans la
plaque.

1 2 3 4 5
A Blanc Blanc
B CAL CAL
C CN CN
D CP CP
E ET E1
F E2 E2
G E3 E3
H etc etc

Figure 1. Plan de distribution

ETAPE 3: LAVAGE

Laver les barrettes avec 3 x 350 pL de tampon de lavage dilué et taper
légérement, a plusieurs reprises, la plaque retournée sur une serviette de
papier absorbant propre pour éliminer tout résidu de tampon de lavage.

ETAPE 4: SOLUTION DE CONJUGUE

Distribuer 100 pL de dilution mélangée (1 a 100) de solution diluée de
conjugué dans les puits a 'aide d’une pipette a 8 canaux. Recouvrir la
plaque d’'un film d’incubation. Incuber pendant 30 min a 37°C.

ETAPE 5: LAVAGE

Laver les barrettes avec 3 x 350 pL de tampon de lavage dilué et taper
légérement, a plusieurs reprises, la plaque retournée sur une serviette de
papier absorbant propre pour éliminer tout résidu de tampon de lavage.
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ETAPE 6: SUBSTRAT

Distribuer a 'aide d’une pipette a 8 canaux 100 pL de la solution de
substrat dans les puits vides. Déclencher le minuteur d’'incubation apres
avoir distribué la solution de substrat dans la premiére barrette et laisser
incuber pendant exactement 30 min. a température ambiante (20-25°C).
Eviter I'exposition directe a la lumiére durant I'incubation.

ETAPE 7: LARRET DE REACTION
Distribuer, a I'aide d’'une pipette a 8 canaux 100 pL de la solution d’arrét
dans les puits.

ETAPE 8: LES RESULTATS
Mesurer I'absorbance de chaque puits a 450 nm dans les 30 minutes.

10. RESULTATS
10.1. Valeur du contrdle qualité

1) Le calibreur et les contrdles inclus dans le coffret doivent étre utilisés
a chaque procédure de test. Des graphiques de contréle de qualité
devront étre conservés pour suivre les performance des contréles ou des
méthodes statistiques appropriées devront étre utilisées pour analyser la
valeur du contrdle, qui doit étre comprise dans l'intervalle de confiance
approprié, établi par chaque laboratoire. La condition requise est que,
selon les valeurs établies par chaque laboratoire, le contréle positif soit
positif et le controle négatif soit négatif. Les résultats obtenus pour les
contréles doivent correspondre a ceux attendus, pour pouvoir valider les
résultats du test.

2) Le bon fonctionnement du test peut étre vérifié en observant la valeur
de 'absorbance du calibreur. La mesure d’absorbance du calibreur lue
doit étre > 1.000.

10.2. Calcul des résultats

Calculer la valeur d’absorbance moyenne (A) pour le calibreur, les
contrdles et pour les échantillons de patients testés en double. Soustraire
de ces valeurs moyennes calculées la valeur d’absorbance moyenne du
blanc.
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Calculer les unités immuno-enzymatiques (UIE) comme suit:
(A ) _Y(AB\ank)
(A )-X (A

'Sample

X
< x 100 = Sample EIU

Calibrator: B\ank)

10.3. Interprétation des résultats

Négatif <30 UIE
Positif =30 UIE

Une valeur négative inférieure a 30 UIE indique un résultat négatif ou
qu’aucun anticorps H. pylori n’a été détecté ou que le taux d’anticorps
était inférieur au seuil de détection. Une valeur de 30 UIE et plus indique
que des anticorps H. pylori ont été détectés et que le résultat est dans
ce cas positif. Les témoins de qualité, contréles positif et négatif, fournis
dans le kit doivent étre utilisés a chaque expérimentation. Les résultats
obtenus pour les contréles doivent correspondre a ceux attendus pour
accepter les résultats du test. L'ampleur de I'écart entre la valeur mesurée
et la valeur de seuil, n’est pas indicative de la quantité totale d’anticorps
présents. Ces valeurs de seuil ont été déterminées avec le coffret ELISA
pour H. pylori de BIOHIT. Pour les patients dont les échantillons montrent
des valeurs limites, il est recommandé d’utiliser une méthode alternative
(p.ex. test respiratoire) ou bien de tester un second échantillon prélevé
dans un délai raisonnable. Chaque laboratoire devra établir ses propres
valeurs attendues pour un état clinique ou les valeurs d’anticorps 1gG
H. pylori utilisables pour le diagnostic. De méme, les résultats d’lgG H.
pylori déterminés pour un échantillon donné ou avec les tests de diffé-
rents fabricants peuvent varier a cause de différences de spécificité de
la méthode et des réactifs utilisés. Les résultats obtenus avec les tests
d’autres fabricants ne sont pas interchangeables.

10.4. Valeurs attendues

La plupart des personnes exposées a H. pylori développe des anticorps
1gG contre ce microorganisme (2,5,6). Les taux d’anticorps observés en
fonction de I'dge sont similaires chez 'homme et la femme. La préva-
lence de l'infection a H. pylori est de 30-40% aux Etats Unis, au Canada
et dans les pays d’Europe de I'Ouest, de 20% environ en Australie et
de 70-90% dans les pays d’Europe de I'Est, en Afrique, Afrique du Sud
et Asie. Beaucoup de patients qui ont un taux d’anticorps élevé sont
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asymptomatiques, méme s’ils sont infectés par H. pylori. Par conséquent
le taux d’anticorps n’est pas nécessairement corrélé avec la sévérité des
symptémes cliniques.

11. LIMITES DE LA PROCEDURE

De méme que pour toutes les procédures de diagnostic, les résultats obtenus
avec le test ELISA pour H. pylori de Biohit, doivent étre interprétés en
corrélation avec les différents renseignements cliniques concernant le
patient et toutes autres informations disponibles pour le médecin. Un test
positif avec un taux d’anticorps élevé peut—étre obtenu chez les patients
récemment traités pour l'infection H. pylori.

12. CARACTERISTIQUES DE PERFORMANCES

Reproductibilité et imprécision
Variation inter dosages

Un panel de dix (10) échantillons (un échantillon négatif, sept dans la
zone critique, un positif et un fortement positif) a été utilisé pour déterminer
la variation inter dosages. Les échantillons ont été mesurés en duplicata
dans quarante (40) tests différents en 20 jours de travail.

Pour les échantillons de sérum, Le coefficient moyen de variation (%CV)
se situait entre 4.2 et 7.0% et pour les échantillons EDTA entre 4.2 et
8.1%. Le %CV moyen pour les échantillons de sérum dans la zone
critiques était de 6.3% (entre 5.4 — 7.0%) et pour les échantillons EDTA
de 6.1% (entre 5.0 — 8.1%).

Variation intra dosages

Un panel de quatre (4) échantillons de sérum (un échantillon négatif, un
en zone critique, un positif et un fortement positif) a été utilisé pour la
détermination de la variation intra dosages. Les échantillons ont été
mesurés en vingt-deux (22) échantillons simples en un test et la moyenne
de trois (3) différents tests a été calculée.

Pour les échantillons de sérum, le coefficient moyen de variation (%CV)
variait de 3.8 a 4.6% et pour les échantillons EDTA de 3.5 a 4.9%.
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Lorsque comparés a la culture, le coffret ELISA IgG Helicobacter

pylori a obtenu les performances suivantes :

Culture
N=523 — -
Positif Négatif
Diagnostic Positif 166 9
Biohit Négatif 7 341

Sensibilité clinique

96.5% (95%ClI=92.6 - 98.4%)

Spécificité clinique

96.0% (95%ClI=93.4 - 97.6%)

Lorsque comparés a I’histologie, le coffret ELISA IgG Helicobacter
pylori a obtenu les performances suivantes :

Histologie
N=187 — P
Positif Négatif
Diagnostic Positif 52 8
Biohit Négatif 9 118
Corrélation positive 85.2%
Corrélation négative 93.7%

Le coffret ELISA IgG Helicobacter pylori de Biohit a été comparé a
un autre produit commercial ELISA pour les anticorps H. pylori et il
a obtenu les performances suivantes:

_ Commercial ELISA
N=134 Positif |  Negatif
Diagnostic Positif 32 1
Biohit Négatif 3 98
Corrélation positive 91.4%
Corrélation négative 99.0%

Corrélation (accord de pourcentage)

Le coffret ELISA IgG Helicobacter pylori de Biohit a été évalué en trois
études avec 523, 187 et 134 échantillons prélevés chez des patients
agés de 20 a 89 ans.
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Sensibilité analytique

La sensibilité du test ELISA H. pylori IgG a été déterminée selon les
directives NCCLS (CLIA) selon les exigences des Consensus Standards
for Medical Testing (NCCLS EP17-A).

La limite de blanc (LoB) a été déterminée comme la 95éme centile sous
laquelle tombent les résultats de la mesure de 60 échantillons de blanc
(solution de blanc). La LoB a été trouvée comme étant égale a 1.1 EIU.

La limite de détection (LoD), qui est la plus petite quantité actuelle de
substance a analyser qui peut étre détectée avec 95% de confiance, a
été déterminée en utilisant quatre échantillons de plasma EDTA et de
sérum qui contiennent des niveaux d’anticorps proches de la valeur LoB
observée. La LoD a été trouvée comme étant égale a 1.8 EIU pour les
deux types d’échantillons de plasma EDTA et sérum.

La limite de quantification (LoQ), c.-a-d. la plus petite quantité de
substance a analyser dans un échantillon qui peut étre valablement
détectée, a été calculée avec I'hypothése d’un coefficient de variation
(CV%) de 20% au niveau de la LoD. A cet effet, la LoQ a été calculée
pour étre 1.2 x LoD = 2.2 EIU pour les deux échantillons de plasma EDTA
et de sérum.

13. DATE DE PUBLICATION

Brochure du coffret ELISA IgG Helicobacter pylori.
Version 01, 25.06.2009.

14. GARANTIE

Le Fabricant devra remédier a tous les défauts découverts dans un produit
(« produit défectueux ») qui résultent d’'un composant inapproprié ou d’une
fabrication défectueuse et qui, notamment mais pas limitées, empéchent
le fonctionnement ou I'utilisation du produit, les fonctions conformes aux
caractéristiques et spécificités établies par le Fabricant. CEPENDANT
LA PRESENTE GARANTIE N'EST PAS APPLICABLE SI LE DEFAUT,
ALTERANT OU MODIFIANT LE PRODUIT,AETE CAUSE NOTAMMENT,
PAR UNE UTILISATION IMPROPRE OU ABUSIVE DU PRODUIT, UN
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DOMMAGE ACCIDENTEL, UNE CONSERVATION INCORRECTE DU
PRODUIT OU ENCORE L'UTILISATION DU PRODUIT POUR DES
OPERATIONS HORS DE LEURS LIMITATIONS SPECIFIEES OU HORS
DE LEURS CARATERISTIQUES, CONTRAIRES AUX INSTRUCTIONS
DONNEES DANS CE MODE D’EMPLOI.

La période de la présente garantie octroyée au Distributeur est définie
dans la notice d’utilisation des Produits et prend effet a compter de la date
ou le produit relevant est envoyé par le Fabricant. En cas de litiges, c’est
la version anglaise du texte qui s’applique.

Tous les coffrets de diagnostic Biohit ont été fabriqués selon nos proto-
coles de qualité conforme aux normes ISO 9001 / ISO 13485 et ont subi
avec succes les procédures d’Assurance Qualité qui se rapportent a ces
produits.
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15. ABREGE DE LA PROCEDURE

Equilibrer tous les réactifs a température ambiante (20-25°C). Ne pas oublier
de bien mélanger tous les réactifs et les échantillons avant de pipeter

Aprés mélange, pipeter dans les puits100 L de solution de blanc, les
calibreurs, le contrdle et les échantillons du patient dilués (1 a 200)

Incuber 30 min a 37°C
Laver 3 fois avec 350 pL de tampon de lavage dilué

Pipeter 100 pL de solution diluée de conjugué (dilution au 1/100e) et
homogénéiser dans les puits

Incuber 30 *min a37°c
Laver 3 fois avec 350 pL iie tampon de lavage dilué
Pipeter 100 pL de solution de subftrat homogénéisée dans les puits
Incuber 30 min a tempér*ature ambiante (20-25°C)
Pipeter 100 pL de solution d’arr*ét homogénéisée dans les puits

Lire a 450 nm dans les 30 minutes
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1. USO PREVISTO

La prueba ELISA para IgG contra Helicobacter pylori es un ensayo de
inmunoabsorciédn enzimatica (ELISA) para la deteccion cualitativa de
anticuerpos humanos de clase IgG contra Helicobacter pylori en EDTA o
plasma tratado con heparina y en suero. La prueba tiene como objetivo
ayudar en el diagnéstico de la infeccion por Helicobacter pylori en pacientes
adultos con sintomas clinicos de gastritis. PARA USO DIAGNOSTICO
IN VITRO.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

La infeccion por Helicobacter pylori es la causa mas importante de gastritis
cronica. Otro mecanismo para la gastritis y la gastritis atrofica severa
es el mecanismo autoinmune (1, 2). Este conjunto tiene como objetivo
ayudar al diagnéstico de la infeccién por H. pylori.

Helicobacter pylori es una bacteria gram negativa con forma espiral, que
forma colonias en el estomago humano. El organismo se encuentra en
la capa mucosa del estdomago sobre el epitelio gastrico y parece no
invadir el tejido. Sin embargo, la mucosa bajo el area de la colonizacién
de H. pylori se inflama de forma invariable; esta condicion se denomina
gastritis crénica superficial o gastritis no atrofica, la cual puede persistir
de por vida si no es tratada (1). Este proceso inflamatorio crénico puede
llevar a una gastritis atréfica, la que ha sido relacionada con ulceracion
péptica y cancer gastrico, dos de las enfermedades mas importantes del
tracto gastrointestinal superior (3-6). La presencia de anticuerpos contra
cepas de CagA H. pylori ha sido vinculada con el desarrollo de gastritis
atréfica en el cuerpo (7). La evidencia epidemioldgica indica un vinculo
entre el adenocarcinoma gastrico y el linfoma del tejido linfoide asociado
a la mucosa (MALT) (8,9) y la infeccion por H. Pylori.

3. PRINCIPIO DE LA PRUEBA

Esta prueba ELISA de anticuerpos IgG contra H. pylori se basa en una
técnica de enzimoinmunoanalisis con antigeno bacterial de H. pylori
parcialmente purificado absorbido en una microplaca y un anticuerpo
ddeteccion marcado con peroxidasa de rabano (HRP).
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El ensayo se realiza de acuerdo con las siguientes reacciones:

1. El antigeno bacterial de H. pylori parcialmente purificado conectado a
la superficie de polestireno de los pocillos se une a los anticuerpos IgG
contra H. pylori presentes en la muestra.

2. Los pocillos se lavan para eliminar la muestra residual.

3. Una IgG antihumana monoclonal conjugada con HRP se une a los
anticuerpos contra H. pylori.

4.Los pocillos se lavan y se agrega el sustrato TMB. La enzima oxigena
el sustrato y se forma un producto final de color azul.

5. Se termina la reaccion enzimatica con la solucién de interrupcién. Las
pruebas positivas de H. pylori se tornan de color amarillo con valores
calculados de >30 EIU.

4. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Para uso diagnéstico in vitro.

PRECAUCION: Manipule las muestras de plasma y suero como
materiales con riesgo biolégico potencial.

Todas las muestras deben ser consideradas potencialmente contaminadas
y tratadas como si estuvieran infectadas. Consulte la publicacion Biosafety
in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999, 4a ed. (CDC/NIH)
y N° (CDC) 88-8395 del U. S. Department of Health and Human Services
(Bethesda, MD., EE.UU.) sobre informes de procedimientos de seguridad
en laboratorios ante diferentes enfermedades o cualquier otra regula-
cion local o nacional sobre reportes de procedimientos de seguridad
en laboratorios en caso de diferentes infecciones.

Este conjunto contiene reactivos fabricados a partir de componentes
sanguineos humanos. Los materiales de origen proporcionados en este
conjunto han sido probados para detectar la presencia de anticuerpos
contra la hepatitis B y C, como también de anticuerpos contra el VIH, y
se determind que eran negativos. Sin embargo, en vista de que ningun
método de prueba puede ofrecer total certeza de que estos patdégenos
estén ausentes, se recomienda seguir todas las precauciones recomen-
dadas para la manipulacion de derivados de la sangre.

Use siempre guantes protectores cuando manipule muestras de pacientes.
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Use un dispositivo para manipular las pipetas con seguridad. Nunca
maneje las pipetas con la boca. Lea todas las instrucciones antes de
realizar este andlisis. Todos los reactivos del conjunto pueden ser eliminados
vertiéndolos en un fregadero y dejando correr el agua.

5. RECOLECCION Y MANIPULACION DE MUESTRAS

La muestra de sangre se toma por puncién venosa, por ejemplo, en un
tubo de plastico EDTA o en un tubo con suero. Los tubos de sangre se
mezclan inmediatamente, volteandolos de arriba a abajo 5 a 6 veces, y
los tubos para suero se dejan a temperatura ambiente (20 a 25 °C) para
permitir que coagulen (durante al menos 30 minutos). Tras la coagulacién,
el suero y el plasma se separan de inmediato mediante centrifugacion
(por ejemplo, tubo de ensayo plastico, fuerza centrifuga relativa de hasta
2000 G, 10 a 15 minutos). El suero y el plasma se pueden almacenar
refrigerados (2 a 8 °C) por tres dias. Para una conservacion prolongada,
las muestras se deben almacenar congeladas (de preferencia a =70 °C
o como alternativa, a —20 °C). Una vez descongeladas las muestras,
mézclelas cuidadosamente. Evite el congelamiento y descongelamiento
repetido de las muestras. No se deben utilizar muestras demasiado
hemolizadas, lipémicas o turbias.

6. CONTENIDO DEL CONJUNTO, PREPARACION DEL REACTIVO Y
ESTABILIDAD DE LOS MATERIALES PROPORCIONADOS

Los reactivos son suficientes para 96 pocillos y para tres usos separados.
Los reactivos de diferentes conjuntos no se deben mezclar.

6.1. Microplaca (Microplate)

Contenido: Tiras de 12 x 8 en trama recubiertas con antigeno bacterial
de H. pylori parcialmente purificado.

Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento. Elimine las tiras uti-
lizadas.

6.2. Concentrado de tampén de lavado (Washing Buffer Concentrate) (10x)
Contenido: 120 mL de 10 x concentrado de solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) que contiene Tween 20y 0,1% de ProClin 300 como preservante.
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Preparacién: Diluya a 1:10 (por ejemplo, 100 mL + 900 mL) con agua
destilada y mezcle bien.
Estabilidad: La solucion diluida es estable durante dos semanas en
refrigeracion (2 a 8 °C).

6.3. Tampon diluyente (Diluent Buffer)

Contenido: 100 mL de tampon de fosfato que contiene proteina de
bloqueo, Tween 20, 0,1% de ProClin 300 como preservante y extracto de tinte rojo.
Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento.

6.4. Calibrador (Calibrator)

Contenido: un frasco que contiene 1,5 mL de suero humano basado en
el calibrador IgG contra H. pylori con 0,1% ProClin 300 como preservante.
El valor EIU del calibrador esta impreso en la etiqueta del frasco.
Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento.

6.5. Control negativo (Negative Control)

Contenido: Un frasco que contiene 1,5 mL de suero humano basado en
control negativo IgG contra H. pylori con 0,1% ProClin 300 como preservante.
El valor EIU del suero de control esta impreso en la etiqueta del frasco.
Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento.

6.6. Control positivo (Positive Control)

Contenido: un frasco que contiene 1,5 mL de suero humano basado en
control positivo de H. pylori con 0,1% ProClin 300 como preservante. El
valor EIU del suero de control esta impreso en la etiqueta del frasco.
Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento.

6.7. Solucion conjugada (Conjugate Solution)

Contenido: 0,2 mL de IgG antihumano monoclonal conjugado con HRP
en tampon estabilizador con un 0,02% de metilisotiazolona y un 0,02% de
bromonitrodioxana y un 0,002% de otras isotiazolonas como preservantes.
Preparacioén: Diluir a 1:100 (por ejemplo, 40 pL+ 3960 pL) con el tampoén
diluyente.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento. Elimine el exceso de
solucién conjugada diluida después del uso.
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6.8. Solucion de sustrato (Sustrate Solution)

Contenido: 15 mL de tetrametilbenzidina (TMB) en solucion acuosa.
Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento. Evitar la exposicion
a la luz directa.

6.9. Solucion de interrupcién (Stop Solution)
Contenido: 15 mL de acido sulfurico a 0,1 mol/L.
Preparacion: Lista para usar.

Estabilidad: Estable hasta la fecha de vencimiento.

6.10. Cubiertas de incubacion
Cuatro laminas de plastico para cubrir la microplaca durante la incubacién.

6.11. Instrucciones de uso

7. MATERIALES NECESARIOS, PERO NO PROPORCIONADOS

> Agua destilada o desionizada

Micropipetas y boquillas desechables, para proporcionar con
precision 5 a -1000 L

Pipetas para proporcionar con precision 1 a 10 mL

Pipeta de 8 canales que proporcione 100 pL

Probeta graduado, 1000 mL

Mezclador Vortex para dilucion de muestras

Tubos de ensayo para dilucion de muestras

Lavador de microplacas

Toallas de papel o papel absorbente

Cronémetro

Incubador, 37°C

Lector de microplacas, 450 nm

por ejemplo, tubo de ensayo plastico para recolectar la sangre
para suero o plasma

Contenedor para hielo

YYVYVYVYVYVYVYVYYVYY v
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8. ALMACENAMIENTO Y ESTABILIDAD

Conserve el conjunto IgG contra Helicobacter pylori refrigerado (2 a 8 °C).
Cuando se conserva a estas temperaturas, el conjunto es estable hasta
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la fecha de vencimiento impresa en la etiqueta de la caja y en la etiqueta
de cada componente del conjunto. No congele ni exponga el conjunto a
altas temperaturas, ni conserve a mas de 8 °C cuando no esté en uso. La
solucién de sustrato es sensible a la luz. La microplaca o tiras individua-
les no se deben retirar de la bolsa hasta que estén a temperature ambiente
(20 a 25 °C). Las tiras no utilizadas se deben guardar en la bolsa, sellar
y almacenar entre 2 a 8 °C.

No utilice reactivos después de la fecha de vencimiento impresa en la
etiqueta. No utilice reactivos de conjuntos con diferentes numeros de lote
ni reactivos sustitutos de conjuntos de otros fabricantes. Utilice solamente
agua destilada o deionizada. Los componentes del conjunto se proporcionan
en concentraciones precisas. Diluciones posteriores u otras alteraciones
de los reactivos pueden provocar resultados incorrectos.

Indicaciones de deterioro del conjunto

Los componentes liquidos no deben estar visiblemente turbios ni
contener material precipitado. Sin embargo, entre 2 a 8°C, el concentrado
de tampon de lavado puede cristalizarse parcialmente, pero los cristales
se disolveran mezclando a temperature ambiente (20 a 25°C). La solucion
de sustrato debe ser incolora o azul claro. Cualquier otro color indica
deterioro de la solucion de sustrato.

Almacenamiento y estabilidad de las muestras

Los resultados observados en el estudio de muestras almacenadas y
descongeladas no mostraron diferencias de estabilidad en aquellas
muestras que arrojaron resultados negativos, valores limite de H. pylori o
que dieron valores positivos de la bacteria. No se evalué la estabilidad de
muestras de bajo valor positivo.

9. PROCEDIMIENTO DE LA PRUEBA
PREPARACIONES PRELIMINARES

Permita que todos los reactivos y la microplaca alcancen la temperatura
ambiente (20 a 25°C). Caliente el incubador hasta 37°C. Diluya el
concentrado de tampon de lavado a 1:10 (por ejemplo, 100 mL + 900
mL) con agua destilada o deionizada. Lea el procedimiento completo
del andlisis antes de comenzar. Se recomienda que el calibrador, los
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controles y las muestras se apliquen en la placa como duplicados.
Es necesario utilizar el calibrador y los controles en cada prueba
realizada.

Mezcle bien todos los reactivos antes de su uso.

PASO 1: DILUCION DE LA MUESTRA
Diluya las muestras de suero o plasma a 1:200 (5 pL + 995 pL) con el
tampon diluyente, mezcle bien.

PASO 2: LAS MUESTRAS

Mezcle y agregue 100 pL del tampon diluyente (Blanco) con la pipeta, el
calibrador (CAL), el control negativo (CN), el control positivo (CP) y las
muestras diluidas (M1, M2, M3, etc.) en los pocillos como duplicados (ver
figura 1). Cubra la placa con la cubierta de incubacion. Incube durante
30 minutos a 37°C. Nota: se recomienda dispensar todas las muestras
en los pocillos dentro de 10 minutos para evitar el desplazamiento del
ensayo en la placa.

1 2 3 4 5
A Blanco Blanco
B CAL CAL
C CN CN
D CP CP
[ E M1 M1
F M2 M2
G M3 M3
H etc etc

Figura 1. Orden de las pipetas.

PASO 3: LAVADO

Lave las tiras con 3 x 350 L del tampén de lavado diluido y golpee
suavemente la placa invertida un par de veces en una toalla de papel
limpia.

PASO 4: CONJUGADA

Utilice una pipeta de 8 canales para agregar a los pocillos 100 pL de la
dilucién mezclada de solucién conjugada (1:100). Cubra la placa con la
cubierta de incubacion. Incube durante 30 minutos a 37 °C.

PASO 5: LAVADO
Lave las tiras con 3 x 350 pL del tampdn de lavado diluido y golpee suavemente
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la placa invertida un par de veces en una toalla de papel limpia.

PASO 6: SUSTRATO

Utilice una pipeta de 8 canales para agregar a los pocillos 100 L de la
solucién de sustrato. Inicie el contador de incubacién después de agregar
con la pipeta la solucion de sustrato en la primera tira y continte la
incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente (20 a 25 °C).
Evite la exposicion directa a la luz durante la incubacion.

PASO 7: SOLUCION DE INTERRUPCION
Utilice una pipeta de 8 canales para agregar a los pocillos 100 pL de la
solucién de interrupcion.

PASO 8: RESULTADOS
Mida la absorcion a 450 nm dentro de 30 minutos.

10. RESULTADOS
10.1. Valores de control de calidad

1) En todas las pruebas se deben utilizar el calibrador y los controles
incluidos en el conjunto. Se recomienda llevar graficos de control de
calidad para seguir el desempefio de los controles o bien, utilizar métodos
estadisticos apropiados para analizar los valores de control. Dichos valores
deben estar entre los intervalos de confianza correspondientes utilizados
en cada laboratorio. El requisito es que el control positivo sea positivo y el
control negativo sea negativo, de acuerdo a los valores establecidos en
cada laboratorio. Se deben obtener los resultados de control esperados,
a fin de que éstos puedan ser aceptados.

2) El funcionamiento correcto de la prueba se puede verificar al observar la
absorcion del calibrador. La lectura de absorcion del calibrador debe ser > 1.000.

10.2 Calculo de los Resultados
Calculate the mean absorbance (A) value for the calibrator, controls and

patient samples assayed in duplicate. Subtract the blank value from the
calculated mean absorbance values.
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Calcule las unidades inmunoenzimaticas (EIU) de la siguiente forma:
X (A “X (A
X (A X (A,

Muesira)

Elancc) x 100 = Muestra EIU

Cahbradnr) Blancn)

10.3 Interpretacion de los resultados

Negativo < 30EIU
Positivo =30 EIU

Un valor menor a 30 EIU indica que es negativo o que no se detectaron
anticuerpos H. pylori o que los anticuerpos se encuentran por debajo de
un nivel detectable. Un valor de 30 EIU o mas indica que se detectaron
anticuerpos H pylori y que por lo tanto el valor es positivo. Los controles
con propésitos de calidad, negativos y positivos que se proporcionan con
el conjunto se deben probar en cada ensayo. Para poder aceptar los
resultados de la prueba se deben obtener los resultados esperados del
control. La magnitud del resultado medido sobre el valor discriminante no
indica la cantidad total presente del anticuerpo. Estos valores discriminantes
han sido determinados utilizando el conjunto ELISA para IgG contra
Helicobacter pylori de Biohit. Alos pacientes cuyas muestras arrojan valores
limite se debe recolectar una segunda muestra, si es posible, dentro de un
periodo de tiempo razonable. Cada laboratorio debe establecer su propio
rango de valores esperados para la situacion clinica donde los valores
de anticuerpos IgG contra H.pylori se utilicen para diagnosticos. Ademas,
los resultados IgG contra H.pylori determinados para una muestra dada
con analisis de diferentes fabricantes pueden variar debido a diferencias
en los métodos de andlisis y especificidad de los reactivos. Los resultados
obtenidos utilizando métodos de andlisis de otros fabricantes no deben
usarse en forma intercambiable.

10.4. Valores esperados

La mayoria de las personas expuestas a H. pylori desarrollan anticuerpos
1gG en el organismo (2,5,6) La relacion entre la edad y la presencia de
anticuerpos H. pylori es similar para hombres y mujeres. La prevalencia
de la infeccion por H. pylori es de un 30-40% en los Estados Unidos,
Canada y Europa Occidental, casi un 20% en Australia y un 70-90% en
Europa Oriental, Africa, Sudamérica y Asia. Muchos pacientes con niveles
positivos de anticuerpos son asintomaticos, aunque estén infectados con
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H. pylori. En conclusion, los niveles de anticuerpos no estan necesariamente
relacionados con la severidad de los sintomas clinicos.

11. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Como cualquier procedimiento de diagnodstico, los resultados de ELISA
para IgG contra H. pylori de Biohit se deben interpretar en conjunto con
la presentacién clinica del paciente y con cualquier otra informacién
disponible para el médico. Un resultado positivo de numero elevado de
anticuerpos puede obtenerse en pacientes tratados recientemente contra
infeccion por H. pylori.

12. CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

Reproducibilidad e imprecision
Variacion entre ensayos

Para la determinacion de la variaciéon entre ensayos se us6 un panel
de diez (10) muestras (una negativa, una en limite, una positiva y una
muestra altamente positiva). Las muestras se midieron por duplicado en
cuarenta (40) pruebas durante 20 dias laborables.

Para muestras de suero el coeficiente medio de variacion (%CV) varié de
4,2 a 7,0% y para muestras de EDTA de 4,2 a 8,1%. El %CV promedio
para muestras limites de suero fue de 6,3% (variacién entre 5,4y 7,0%) y
para muestras EDTA limites 6,1% (variacion entre 5,0 y 8,1%).

Variacion entre ensayos

Para la determinacion de la variacion entre ensayos se uso6 un panel de
cuatro (4) muestras de suero (una negativa, una en limite, una positiva y
una muestra altamente positiva). Las muestras se midieron en veintidos
(22) muestras en una prueba y se calculé el promedio de tres (3) pruebas
diferentes.

Para muestras de suero el coeficiente medio de variacion (%CV) varié de
3,8 2 4,6% y para muestras de EDTA de 3,5 a 4,9%.
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Porcentaje de coincidencias

El conjunto ELISA para IgG contra Helicobacter pylori de Biohit se evalué
en tres estudios con muestras de 523, 187 y 134 pacientes de 20 a 89
afios de edad.

Cuando se comparé con la cultura, el conjunto ELISA para IgG
contra Helicobacter pylori mostré el siguiente comportamiento:

- Cultivo
N=523 Positivo Negativo
Diagnéstico Positivo 166 9
de Biohit Negativo 7 341
Sensibilidad clinica 96.5% (95%CI1=92.6 - 98.4%)

Especificidad clinica 96.0% (95%CI=93.4 - 97.6%)

Cuando se comparé con la histologia, el conjunto ELISA para IgG
contra Helicobacter pylori mostré el siguiente comportamiento:

- Histologia/Endoscopia
N=187 Positivo Negativo
Diagnéstico Positivo 52 8
de Biohit Negativo 9 118

Porcentaje de coincidencia positivo 82.5%
Porcentaje de coincidencia negativo | 93.7%

La prueba del Biohit ELISA para IgG contra Helicobacter pylori fue
comparada con otro ELISA para anticuerpos H. pyloriy el siguiente
comportamiento:

Comercial ELISA
N=134 — -
Positivo Negativo
Diagnéstico de Positivo 32 1
Biohit Negativo 3 98
Porcentaje de coincidencia positivo 91.4%
Porcentaje de coincidencia negativo 99.0%

Sensibilidad analitica
La sensibilidad del ELISA H. pylori IgG se determin6 de acuerdo con
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las guias Consensus Standards for Medical Testing (NCCLS EP17-A) de
NCCLS (CLIA).

El limite blanco (LoB) se determind como el 950 porcentaje bajo el que
se encuentran los resultados de las mediciones de 60 muestras vacias
(solucién blanca). El LoB se determiné como 1,1 EIU.

El limite de deteccién (LoD), el que es la cantidad real mas baja de
analisis que puede ser detectada con un 95% de seguridad, se estudié
usando cuatro muestras de plasma y suero EDTA conteniendo anticuerpos
en niveles cercanos al valor LoB observado. El LoD se determiné como
1,8 EIU para las muestras de plasma y suero.

El limite de cuantificacién (LoQ), o sea la cantidad real mas baja de
analisis que puede ser detectada con seguridad, se calculé asumiendo
un coeficiente de variacion (CV%) de 20% al nivel de LoD. Asi mismo,
el LoQ se calculé como 1,2xLoD=2,2 EIU para las muestras de plasma
y suero.

13. FECHA DE EMISION

Inserto del conjunto ELISA para IgG contra Helicobacter pylori.
Version 01, 25.06.2009.

14. GARANTIA

El Fabricante debe reparar todo defecto descubierto en cualquier
Producto (el “Producto defectuoso”) que sea el resultado de materiales
inadecuados o fabricacion negligente y que impida el funcionamiento
mecanico o el uso previsto para el Producto, lo cual incluye, pero no se
limita a, las funciones indicadas en las especificaciones de los Productos
del Fabricante. SIN EMBARGO, TODA GARANTIA SERA CONSIDE-
RADA NULA S| SE DETERMINA QUE EL PROBLEMA SE PRODUJO
A CAUSA DE MALTRATO, USO INCORRECTO, DANO ACCIDENTAL,
ALMACENAMIENTO INCORRECTO O UTILIZACION DE PRODUC-
TOS PARA OPERACION MAS ALLA DE SUS LIMITACIONES ESPE-
CIFICADAS O MAS ALLA DE SUS ESPECIFICACIONES QUE CON-
TRAVENGAN LAS INSTRUCCIONES INDICADAS EN EL MANUAL DE
INSTRUCCIONES.
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El periodo de esta garantia para el Distribuidor se indica en el manual
de instruccion de los Productos y comenzara a partir de la fecha corres-
pondiente al envio del Producto por parte del Fabricante. En caso
de conflicto con respecto a su interpretacion, se aplicara el texto en
inglés.

Todos los conjuntos de diagnéstico de Biohit han sido fabricados en
conformidad con nuestros protocolos de gestion de calidad ISO 9001/
ISO 13485 y han pasado todos los procedimientos de Aseguramiento de
la calidad correspondientes relacionados con estos productos.
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15. BREVE RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO

Permita que todos los reactivos alcance temperatura ambiente (20-25° C).
Recuerde mezclar bien todos klos reactivos y muestras antes de usar
la pipetas

Después de mezclar use pipetas para poner en los pocillos 100 pL
de solucion blanca, el control y las muestras diluidas (1:200) de los
pacientes

Incube durante 30 minutos a 37°C

Lave lo pocillos 3 veces con 350 pl de solucion diluida de lavado

Use las pipetas para agregar 100 pL de la dilucion (1:100) y mezcle la
solucién conjugada en los pocillos

Incube durante 39 minutos a 37°C
Lave 3 veces con 350 pL di-:‘l tampon de lavado diluido
Use las pipetas para poner 100 pL d:e solucion de sustrato en los pocillos
Incubar por 30 min. a temp?ratura ambiente (20-25° C)

Use las pipetas para poner 100 pL de solucién de interrupcién en los pocillos

Lectura a 450 nm dentro de 30 minutos
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1. APPLICAZIONE CLINICA

Il test ELISA per le IgG dell’Helicobacter pylori € un dosaggio enzimatico
immunoassorbente (ELISA) per la rilevazione qualitativa degli anticorpi
IgG anti- Helicobacter pylori nelluomo in EDTA o plasma e nel siero. Il
test viene utilizzato per la diagnosi dell'infezione da Helicobacter pyloriin
pazienti adulti con sintomi clinici di gastrite. PER USO DIAGNOSTICO
IN VITRO.

2. BREVE DESCRIZIONE

Le infezioni da Helicobacter pylori sono la causa principale di gastrite
cronica. Alla base di gastrite e gastrite atrofica grave vi puo inoltre essere
il meccanismo autoimmune che puo anche essere attivato da un’infezione
da H. pylori (1, 2). Questo kit viene impiegato per determinare una
diagnosi di infezione da H. pylori.

L'Helicobacter pylori € un battere gram negativo a forma di spirale che
vive in colonie nello stomaco umano. Questo organismo si trova nello
mucosa gastrica sovrastante I'epitelio gastrico e non sembra invadere
il tessuto. Tuttavia, la mucosa sottostante I'area della colonizzazione da
parte dell’H. pylori & sempre infiammata; questa condizione viene definita
gastrite non atrofica o gastrite superficiale cronica e, se non trattata, dura
per tutta la vita (1). Questo processo infiammatorio cronico pud portare
alla gastrite atrofica, che & stata correlata all’'ulcera peptica e al tumore
gastrico, due importanti patologie del tratto gastrointestinale superiore (3-
6). La presenza di anticorpi di ceppo H.pylori CagA é stata correlata allo
sviluppo della gastrite atrofica nel corpo (7). Le prove epidemiologiche
indicano un collegamento tra adenocarcinoma gastrico, linfoma del tes-
suto linfoide associato alle mucose (MALT) (8,9) e infezione da H. pylori.

3. PRINCIPIO DEL TEST

Questo test ELISA per gli anticorpi IgG di H. pylori & basato su una
tecnica di immunodosaggio enzimatico con antigene batterico H. pylori
parzialmente purificato su una micropiastra e un anticorpo di rilevazione
marcato con perossidasi di rafano (HRP).
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Il dosaggio include le seguenti reazioni:

1. Un antigene batterico H. pylori parzialmente purificato fissato alla
superficie in polistirene dei pozzetti lega gli anticorpi IgG H. pylori
presenti nel campione.

2. | pozzetti vengono lavati per rimuovere il campione residuo.

. L'lgG anti-umana monoclonale coniugata aperossidasi di rafano (HRP)

si lega agli anticorpi H. pylori.

4. | pozzetti vengono lavati e viene aggiunto il substrato di TMB. Il substrato

viene ossidato dall’enzima, generando un prodotto finale di colore blu.

. La reazione dell’enzima viene terminata con una soluzione di arresto. |

campioni positivi per H. pylori diventano gialli con valori calcolati >30 EIU.

w

[&)]

4. AVWVERTENZE E PRECAUZIONI
Per I'uso diagnostico in vitro.

ATTENZIONE: | campioni di siero e di plasma sono materiali a rischio
biologico.

Tutti i campioni devono essere considerati come potenzialmente conta-
minati e devono essere trattati come se fossero infetti. Fare riferimento
alla pubblicazione dell’ U.S. Department of Health and Human Services
(Bethesda, MD., USA) Biosafety in Microbiological and Biomedical Labo-
ratories, 1999, 4° ed. (CDC/NIH) e N. (CDC) 88-8395 per quanto riguarda
le procedure di sicurezza di laboratorio relativamente alle diverse malattie
o alle normative locali o nazionali.

I kit contiene reagenti emoderivati. Le materie prime fornite nel kit sono
state testate in modo da escludere la presenza di anticorpi dell’epatite
B e C, nonché di anticorpi anti-HIV. Tuttavia, poiché nessun metodo di
verifica puo offrire la certezza assoluta dell’assenza di questi patogeni, &
necessario osservare tutte le precauzioni previste per la manipolazione
di emoderivati.

Utilizzare sempre guanti protettivi per la manipolazione dei campioni dei
pazienti. Utilizzare un dispositivo di pipettamento sicuro per tutte le ope-
razioni di pipettamento. Non eseguire mai le operazioni di pipettamento
a bocca. Prima di eseguire il test, leggere tutte le istruzioni. Per lo smalti-
mento di tutti i reagenti inclusi nel kit, versare il materiale in un lavandino
con abbondante acqua corrente.
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5. RACCOLTA E MANIPOLAZIONE DEI CAMPIONI

Il campione deve essere raccolto tramite puntura venosa, ad esempio in
una provetta per EDTA o in una provetta per siero. Le provette dei campioni
devono essere miscelate immediatamente capovolgendole per 5-6 volte;
le provette di siero devono essere lasciate coagulare (per un minimo di 30
minuti) a temperatura ambiente (20...25 °C). Il siero viene separato dopo
la coagulazione, e il plasma viene separato immediatamente tramite
centrifugazione (ad esempio provetta di plastica, forza centrifuga relativa
fino a 2000 G, 10-15 minuti). Il plasma e il siero possono essere conservati
in frigorifero (2-8°C) per tre giorni. Per poter conservare i campioni piu a
lungo, si consiglia di congelarli (preferibilmente a -70°C, in alternativa
a -20°C). Dopo averli scongelati, miscelare con attenzione i campioni.
Evitare di congelare e scongelare i campioni piu volte. | campioni torbidi,
lipemici o emolizzati in modo grossolano non devono essere utilizzati.

6. CONTENUTO DEL KIT, PREPARAZIONE DEI REAGENTI E
STABILITA’ DEI MATERIALI FORNITI

| reagenti sono sufficienti per 96 pozzetti e per tre sedute separate. Non
miscelare mai reagenti di lotti di kit diversi.

6.1. Micropiastra (Microplate)

Contenuto: 12 x 8 strisce con telaio, ricoperte con antigene batterico H.
pylori parzialmente purificato.

Preparazione: Pronta per l'uso.

Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza. Dopo 'uso, gettare le strisce.

6.2. Concentrato di tampone di lavaggio (Washing Buffer Concentrate) (10x)
Contenuto: 120 mL di 10 x di concentrato di tampone di fosfato (PBS)
contenente Tween 20 e 0,1% ProClin 300 come conservanti.
Preparazione: Diluire con acqua distillata 1 a 10 (ad esempio 100 mL +
900 mL) e miscelare bene.

Stabilita: La soluzione diluita € stabile per due settimane se conservata
in frigorifero (2...8°C).

6.3. Tampone di diluizione (Diluent Buffer)
Contenuto: 100 mL di tampone di fosfato contenente proteine bloccanti,
Tween 20, 0,1% ProClin 300 come conservanti ed estratto di colorante rosso.
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Preparazione: Pronta per l'uso.
Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza.

6.4. Calibratore (Calibrator)

Contenuto: un flacone contenente 1,5 mL di calibratore IgG H. pylori
basato su siero umano con 0,1% ProClin 300 come conservanti. Il valore
delle unita immuno enzimatiche (EIU) del calibratore € stampato sull’eti-
chetta del flacone.

Preparazione: Pronta per l'uso.

Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza.

6.5. Controllo negativo (Negative Control)

Contenuto: Un flacone contenente 1,5 mL di controllo negativo IgG H.
pylori basato su siero umano con 0,1% ProClin 300 come conservanti. Il
valore delle unita immuno enzimatiche (EIU) del siero di controllo & stam-
pato sull’etichetta del flacone.

Preparazione: Pronta per l'uso.

Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza.

6.6. Controllo positivo (Positive Control)

Contenuto: Un flacone contenente 1,5 mL di controllo positivo H. pylori
basato su siero umano con 0,1% ProClin 300 come conservanti. Il valore
delle unita immuno enzimatiche (EIU) del siero di controllo & stampato
sull’etichetta del flacone.

Preparazione: Pronta per l'uso.

Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza.

6.7. Soluzione coniugata (Conjugate Solution)

Contenuto: 0,2 mL di IgG anti-umana monoclonale coniugata con HRP
in tampone stabilizzatore con 0,02% metil isotiazolone, 0,02% bromoni-
trodiossano e altro 0,002% isotiozolone attivo come conservanti.
Preparazione: Diluire con il tampone di diluizione 1 a 100 (ad esempio
40 pL + 3960 pL).

Stabilita: stabile fino alla data di scadenza. Dopo I'uso, gettare la soluzio-
ne di coniugato diluito in eccesso.

6.8. Soluzione di substrato (Substrate Solution)

Contenuto: 15 mL di tetrametilbenzidina (TMB) in soluzione acquosa.
Preparazione: Pronta per l'uso.

Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza. Non esporre alla luce diretta.
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6.9. Soluzione di arresto (Stop Solution)
Contenuto: 15 mL di acido solforico 0,1 mol/L.
Preparazione: Pronta per l'uso.

Stabilita: Stabile fino alla data di scadenza.

6.10. Copertura per incubazione
Quattro fogli di plastica per ricoprire la micropiastra durante I'incubazione.

6.11. Istruzioni per l'uso

7. MATERIALI NECESSARI MA NON FORNITI

Acqua distillata o deionizzata

Micropipette e punte monouso, per l'erogazione accurata di 5 -1000 pL
Pipette per I'erogazione accurata di 1-10 mL

Pipette a 8 canali per I'erogazione di 100 100 pL

Cilindro graduato, 1000 mL

Miscelatore vortex per la diluizione dei campioni

Provette per la diluizione dei campioni

Dispositivo di lavaggio per micropiastre

Salviette di carta o carta assorbente

Timer

Incubatore, 37°C

Lettore per micropiastre, 450 nm

ad esempio provetta per la raccolta di sangue in plastica per
siero o plasma

Contenitore per il ghiaccio

YYYYYVYYVYVYVYVYYVYY

A\

8. CONSERVAZIONE E STABILITA’

Il kit Helicobacter pylori 1IgG deve essere conservato in frigorifero (2...8
°C). Se conservato a queste temperature, il kit € stabile fino alla data di
scadenza indicata sull’etichetta della confezione e sull’etichetta di ogni
componente del kit. Non congelare e non esporre il kit a temperature
elevate. Non conservare a temperature superiori a 8 °C quando non in
uso. La soluzione di substrato € sensibile alla luce. Non rimuovere la
micropiastra né le singole strisce dalla confezione in alluminio prima che
abbiano raggiunto la temperatura ambiente (20...25 °C). Le strisce non
utilizzate devono essere riposte nella confezione in alluminio, sigillate e
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conservate a 2...8 °C.

Non utilizzare i reagenti dopo la data di scadenza indicata sull’etichetta.
Non utilizzare reagenti di kit con numeri di lotto diverso e non utilizzare re-
agenti di kit di altri produttori. Utilizzare solo acqua distillata o deionizzata.
| componenti del kit sono forniti con concentrazioni precise. Un'ulteriore
diluizione o altre alterazioni dei reagenti possono portare a risultati errati.

Indicazione del deterioramento del kit

| componenti liquidi non devono essere visibilmente torbidi e non devono
contenere precipitazioni. A 2...8 °C, il concentrato del tampone di lavaggio
puo cristallizzarsi, anche se parzialmente, ma i cristalli si dissolvono
tramite miscelazione a temperatura ambiente (20...25°C). La soluzione
di substrato deve essere incolore o di colore blu pallido. Qualsiasi altro
colore indica un deterioramento della soluzione di substrato.

Conservazione e stabilita dei campioni

| risultati dello studio sulla conservazione, sul congelamento e sullo scon-
gelamento non hanno mostrato differenze nella stabilita dei campioni che
restituiscono valori negativi per H. pylori, valori limite o valori chiaramente
positivi per H. pylori. La stabilita di campioni a bassa positivita non & stata
valutata.

9. PROCEDURA DEL TEST

OPERAZIONI PRELIMINARI

Attendere che tutti i reagenti e la micropiastra raggiungano la temperatura
ambiente (20...25°C ). Riscaldare I'incubatore a 37 °C. Diluire il concentrato
del tampone di lavaggio 1 a 10 (ad esempio 100 mL + 900 mL) con acqua
distillata o deionizzata. Leggere la procedura del test per intero prima
di iniziare. Si consiglia di applicare sulla piastra come duplicati il
calibratore, i controlli e i campioni. E necessario utilizzare il calibratore
e i controlli in tutte le sedute del test.

Miscelare bene tutti i reagenti prima dell’'uso.
FASE 1: DILUIZIONE DEI CAMPIONI
Diluire i campioni di plasma o siero miscelati 1 a 200 (5 yL + 995 pL) con

il tampone di diluente. Miscelare bene.
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FASE 2: CAMPIONI

Miscelare e pipettare 100 pL del tampone di diluizione (Iner.), il calibratore
(CAL), il controllo negativo (CN), il controllo positivo (CP) e i campioni
diluiti (S1, S2, S3, eccetera) nei pozzetti come duplicati (vedere la Figura
1). Coprire la piastra con la copertura per incubazione. Incubare per 30
minuti a 37°C. Nota: si consiglia di dispensare i campioni nei pozzetti
entro 10 minuti per evitare una deriva del dosaggio nella piastra.

1 2 3 4 5
A Iner Iner
B CAL CAL
C CN CN
D CP CP
E S1 S1
F S2 S2
G S3 S3
H ecc. ecc.

Figura 1. Ordine di pipettamento.

FASE 3: LAVAGGIO

Lavare le strisce con 3 x 350 pL di tampone di lavaggio diluito e battere
delicatamente la piastra capovolta alcune volte su una salvietta di carta
pulita per rimuovere eventuali residui del tampone di lavaggio.

FASE 4: CONIUGATA

Pipettare 100 pL della soluzione coniugata diluita (1 a 100) miscelata nei
pozzetti con una pipetta a 8 canali. Coprire la piastra con la copertura per
incubazione. Incubare per 30 minuti a 37°C.

FASE 5: LAVAGGIO

Lavare le strisce con 3 x 350 pL di tampone di lavaggio diluito e battere
delicatamente la piastra capovolta alcune volte su una salvietta di carta
pulita per rimuovere eventuali residui del tampone di lavaggio.

FASE 6: SUBSTRATOPIipettare 100 L della soluzione di substrato nei pozzet-
ti con una pipetta a 8 canali. Avviare il timer di incubazione dopo aver pipettato
la soluzione di substrato nella prima striscia e continuare l'incubazione per 30
minuti a temperatura ambiente (20...25°C). Non esporre alla luce diretta du-
rante l'incubazione.

FASE 7: SOLUZIONE DI ARRESTO
Pipettare 100 pL della soluzione di arresto nei pozzetti con una pipetta a 8 canali.
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FASE 8: RISULTATI
Misurare I'assorbanza a 450 nm entro 30 minuti.

10. RISULTATI
10.1. Valori per il controllo della qualita

1) Il calibratore e i controlli forniti con il kit devono essere utilizzati in tutte
le sedute del test. E necessario registrare tabelle di controllo della qualita
per monitorare le prestazioni dei controlli oppure utilizzare metodi statistici
appropriati per analizzare i valori di controllo, che devono rientrare negli
intervalli di confidenza appropriati utilizzati in ogni laboratorio. Il requisito
€ che il controllo positivo deve essere positivo e il controllo negativo deve
essere negativo in base ai valori stabiliti in laboratorio. Per I'accettazione
dei risultati del test, & necessario ottenere i risultati di controllo previsti.

2) Il corretto funzionamento del test pud essere verificato osservando il
valore di assorbanza del calibratore. Tale valore deve essere > 1.000.

10.2. Calcolo dei risultati

Calcolare il valore di assorbanza medio (A) di calibratore, controlli e
campioni paziente, con dosaggio in duplicato. Sottrarre il valore inerte dai
valori di assorbanza media calcolati.

Calcolare le unita immuno enzimatiche (EIU) come segue:
X Aoy ) - X (A,
X (Acahbrat.) -X (A

10.3. Interpretazione dei risultati

x 100 = Campioni EIU

o)

Negativo <30 EIU
Positivo =30 EIU

Un valore inferiore a 30 EIU indicaun risultato negativo, o che non sono
stati rilevati anticorpi anti-H. pylori, oppure che gli anticorpi sono al di
sotto del livello di rilevazione. Un valore uguale a 30 EIU o superiore
indica che sono stati rilevati anticorpi anti-H. pylori, e quindi il risultato
€ positivo. Per motivi qualitativi, i controlli negativi e positivi forniti con il
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kit devono essere verificati in ogni test. Per 'accettazione dei risultati del
test, & necessario ottenere i risultati di controllo previsti. Il livello del risul-
tato misurato al di sopra del valore di cut-off non & indicativo della quantita
totale degli anticorpi presenti. | valori di cut-off sono stati determinati utiliz-
zando il kit Biohit Helicobacter pylori IgG ELISA. Dai pazienti i cui campioni
restituiscono valori vicini al limite bisognerebbe raccogliere un secondo
campione, se possibile, in tempi ragionevolmente rapidi. Ogni laboratorio
deve stabilire un intervallo di valori attesi per le situazioni cliniche in
cui i valori di anticorpi IgG H. pylori sono utilizzati per la diagnosi. Anche
i risultati IgG H.pylori determinati per un determinato campione con
dosaggi di diversi produttori possono variare, a causa delle differenze
dei metodi di dosaggio de della specificita dei reagenti. | risultati ottenuti
con metodi di dosaggio di altri produttori non devono essere utilizzati in
modo interscambiabile.

10.4. Valori previsti

La maggior parte degli individui che entrano in contatto con I'H. pylori
sviluppa gli anticorpi IgG al batterio (2,5,6). La presenza degli anticorpi
anti-H. pyloriin funzione dell’eta & simile sia negli uomini che nelle donne.
La prevalenza dell'infezione da H. pylori & pari al 30-40% negli U.S.A., in
Canada e in Europa occidentale, a circa il 20% in Australia e al 70-90%
in Europa orientale, Africa, Sud America e Asia. Molti pazienti che hanno
livelli positivi di anticorpi sono asintomatici, anche se sono colonizzati dall’
H. pylori. Quindi, i livelli di anticorpi non sono necessariamente correlati
alla gravita dei sintomi clinici.

11. LIMITI DELLA PROCEDURA

Come con qualsiasi procedura diagnostica, i risultati del test Biohit Helico-
bacter pylori IgG ELISA devono essere interpretati alla luce del quadro clinico
del paziente, insieme a tutte le altre informazioni a disposizione del medico.
In pazienti con infezione da H. pylori sottoposti a recente trattamento, &
possibile ottenere un test positivo per elevata presenza di anticorpi.
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12. CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI

Riproducibilita e precisione
Variazioni inter-saggio

Per la determinazione di variazioni inter-saggio & stato impiegato un
pannello costituito da dieci (10) campioni (uno negativo, sette positivi
al limite, uno positivo e uno altamente positivo). | campioni sono stati
misurati in duplicati in quaranta (40) sedute diverse durante 20 giorni
lavorativi.

Nei campioni di siero il coefficiente medio di variazione (%CV) era
compreso tra 4,2 e 7,0%, nei campioni di EDTA tra 4.2 e 8.1%. Il CV%
medio per i campioni di siero positivi al limite era 6.3% (percentuale tra
5.4 e 7,0%); per i campioni di ETDA positivi al limite era 6.1% (percentuale
tra 5,0 e 8,1%).

Il valore medio % di CV per i campioni di siero negativo era pari al 5.3%
(fascia da 5.1 a 5.5%), per campioni di siero al limite al 5.7% (fascia
dal 4.7 al 6.5%) e per campioni positivi di siero all'8.0% (fascia da 5.2
all'11.2%).

Variazioni intra-saggio

Per la determinazione di variazioni intra-saggio & stato impiegato un
pannello costituito da quattro (4) campioni (uno negativo, uno positivi al
limite, uno positivo e uno altamente positivo). | campioni sono stati
misurati in ventidue (22) campioni singoli in una seduta ed & stata
calcolata una media da tre (3) sedute diverse.

Nei campioni di siero il coefficiente medio di variazione (%CV) era
compreso tra 3.8 e 4.6%, nei campioni di EDTA tra 3,5 e 4.9%.

Corrispondenza percentuale

Il test ELISA Biohit per le IgG dell’Helicobacter pylori & stato valutato in
3 studi con 523, 187 e 134 campioni da pazienti di eta compresa tra i 20
e gli 89 anni.
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Nel confronto con la coltura, il test ELISA per le IgG dell’Helicobacter
pylori ha mostrato le seguenti prestazioni:

_ Coltura
N=523 Positivo | Negativo
Biohit Positivo 166 9
Diagnostics Negativo 7 341

Sensibilita clinica 96.5% (95%CI=92.6 - 98.4%)
Specificita clinica 96.0% (95%CL=93.4 - 97.6%)

Nel confronto istologico, il test ELISA per le IgG dell’Helicobacter
pylori ha mostrato le seguenti prestazioni:

N=187 Istql_ogialEndoscopi_a
Positvo |  Negativo
Biohit Positivo 52 8

Diagnostics Negativo 9 118

Corrispondenza positiva percentuale 85.2%
Corrispondenza negativa percentuale 93.7%

Il test Biohit Helicobacter pylori lgG ELISA é stato messo a
confronto con un altro test ELISA commerciale per anticorpi H.
pylori. 1l confronto ha mostrato le seguenti prestazioni:

Commercial ELISA
N=134 — -
Positivo Negativo
Biohit Positivo 32 1
Diagnostics Negativo 3 98
Corrispondenza positiva percentuale 91.4%
Corrispondenza negativa percentuale 99.0%

Sensibilita analitica

La sensibilita del test ELISA per le IgG dell’Helicobacter pylori & stata
determinata sulla base della direttiva NCCLS (CLIA) Consensus Standards
for Medical Testing (NCCLS EP17-A — Standard di Consenso per Test
Medici).
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13. DATA DI PUBBLICAZIONE

Istruzioni d’uso per il kit ELISA per IgG Helicobacter pylori.
Version 01, 25.06.2009.

14. GARANZIA

Il Produttore € tenuto a porre rimedio a tutti i difetti scoperti in qualsiasi
Prodotto (“Prodotto difettoso”) causati dall’'uso di materiali non adeguati
o da errori di lavorazione che impediscano il funzionamento meccanico
o l'uso previsto dei Prodotti, tra cui, ma non in modo limitativo, le funzioni
indicate nelle specifiche sui Prodotti fornite dal Produttore. QUALSIASI
GARANZIA VERRA TUTTAVIA RITENUTA NULLA SE | DIFETTI SONO
STATI CAUSATI DA ABUSO, USO ERRATO, DANNI ACCIDENTALI,
CONSERVAZIONE O UTILIZZO ERRATO DEI PRODOTTI IN
OPERAZIONI CHE ESULANO DAl LIMITI O DALLE SPECIFICHE
INDICATE, IN MODO NON CONFORME ALLE INDICAZIONI FORNITE
NEL MANUALE DI ISTRUZIONI.

Il periodo di garanzia per il Distributore & definito nel manuale di istruzioni
dei Prodotti e ha inizio dalla data in cui il Prodotto rilevante viene inviato
dal Produttore. In caso di controversie interpretative si applica il testo in
lingua inglese.

Tutti i kit diagnostici Biohit sono stati prodotti in conformita con i nostri
protocolli di gestione della qualita ISO 9001 / ISO 13485 e hanno su-
perato tutte le procedure di controllo della qualita rilevanti relative a questi
prodotti.
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15. BREVE ILLUSTRAZIONE DELLA PROCEDURA

Attendere che tutti i reagenti abbiano raggiunto la temperatura ambiente
(20-25°C).
Ricordate di miscelare bene tutti i reagenti e di campioni appena prima
del pipettamento.

Dopo aver miscelato, pipettare 100 L della soluzione inerte, i calibratori
e i campioni diluiti (1 a 100) dei pazineti nei pozzetti

Incubare per 30 minuti a 37°C
Lavare i pozzetti per 3 volte con 350 pL del tampone di lavaggio diluito

Pipettare 100 pL della soluzione coniugata diluita (diluizione 1 a 100) e
miscelata nei pozzetti

Incubare per 32 minuti a 37°C
Lavare i pozzetti per 3 volte con 359 WL del tampone di lavaggio diluito
Pipettare 100 pL della soluzione gi substrato miscelata nei pozzetti
Incubare per 30 min a temeeratura ambiente (20-25°C)

Pipettare 100 pL della soluzione di arresto miscelata nei pozzetti

Eseguire la lettura a 450 entro 30 minuti
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1. NIPEOHA3HAYEHUE

Tect-cuctema ans DA Ha IgG k Helicobacter pylori — aTo cuctema gnsi
MMMYHOEPMEHTHOTO aHanu3a, No3BOsISOLLEro NPOBECTU KaYeCTBEHHOe
onpepeneHus 4enoseveckux aHTuten knacca IgG k Helicobacter
pylori B cbiBopoTke unu nna3mve ¢ OATA. OToT TecT npeaHasHadeH
ONs guarHocTukn  uHdpekuun, Bbi3biBaeMon Helicobacter pylori, 'y
B3POCIIbIX MALMEHTOB C KIMMHUYECKMMWU cumnToMamu ractputa. OJ1A
ONATHOCTUIKU IN VITRO.

2. PE3IOME U OB bACHEHUE

WHdbekuus, BbidbiBaeMas Helicobacter pylori, sensietcst Hanbonee BaxHoM
NPUYMHON Pas3BUTUS XPOHWMYECKOro racTputa. [pyrum BO3MOXHbLIM
MEeXaHU3MOM pasBUTUS racTpuTa, B TOM YMCIE TSHXKENOro arpouyeckoro
racTputa, SBNsSeTCs ayTOMMMYHHbIA MexaHu3m (1,2). Ota TecT-cuctema
npegHasHayYeHa Ans AMarHoCTUKM UHAEKUMK, Bbi3biBaemon H. pylori.

Helicobacter pylori — aTo cnupanesuaHasi rpamoTpulaTensHas bakrepus,
KOTOpasi KOMOHWU3MPYeT CrM3UCTYI OBOMOYKY >Kenyaka 4Yenoseka.
OTOT MUMKpoopraHuam obBHapy>XvMBaeTCs B Crioe CIU3U, MOKPbIBAKOLLMM
anuTenuanbHble KNeTKU >Xenyaka. VHBa3na B TKaHW AN Hero He
xapaktepHa. Tem He MeHee, cnmaunctas ob6oroyka B 30He KOMOHU3aLMn
H. pylori Bcerga BocnansieTcsi; 9TO COCTOsIHAE CRM3UCTON 06O0moYKM
Ha3blBAETCS XPOHWYECKMM MOBEPXHOCTHBIM, WM HeaTpouyecknm,
racTpUTOM, KOTOPbI B OTCYTCTBUE NEYEHUS NEPCUCTUPYET B TEYEHWE BCeW
Xun3HM (1). XpoHnYeckuit BocnanuTenbHbIN NPOLECC MOXET NPUBOAUTL
K pa3BUTMIO aTpOoUYECKOro racTpuTa MU CBA3AHHbLIX C HUM COCTOSIHWN:
nenTMYeckoW $3Bbl W paka >Xenyaka - AByM Haubonee 3HaYMMbIM
3aboneBaHNsM BepxHero otaena XenyaoqHo-KuLeYHoro TpakTa (3-6).
Hanuune aHtuten k wrammam H. pylori CagA cBA3bIBaKOT C pasBUTMEM
aTpochmyeckoro ractputa Tena xenygka (7). Snupgemuonorumyeckve
[0Ka3aTenbCTBa YKasblBAOT HA HanM4ne CBA3N MHAEKLMH, Bbi3bIBaEMON
H. pylori, n ageHokapuvHomebl, a Takke MALT-numdombl xenyaka (8,9).

3. MPUHUMN TECTA

Onpepenenve aHtuten knacca IgG k H. pylori ocHoBaHO Ha meTtoae
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UMMyHObepMeHTHOro aHanu3da (MPA) € 4acTUYHO  OYMLLEHHBIM
GakTepuanbHbiM aHTUreHom H.pylori, agcopbupoBaHHbIM Ha NyHKax
MUKpOMMaHLweTa, W  OETEeKTOPHbIMW  aHTUTenamu,  MeYeHHbIMU
nepokcmaason xpeHa (HRP).

Mpouenypa wuccnepoBaHusi  MpefcTaBnseT  coboi  crepyloLlyto

nocrnegoBaTenbHOCTb peakLumii:

1.4acTMYHO OuMLEHHbIN aHTUreH H. pylori, 3akpenneHHbIn Ha
NONUCTUPONOBOM MOBEPXHOCTW NYHOK, CBA3blBAeT aHTWTena knacca
19G Kk H. pylori, npucyTCcTBYOLLME B CbIBOPOTKE KPOBYW YeroBeka.

2.JlyHKM MUKpONMaHLweTa MpPOMbIBAOTCS [ANS  yAaneHuss OCTaTKoB
06pasLoB CbIBOPOTKM.

3. MoHOKMOHanbHble  aHTUYernoBeyeckue  aHTUTena  (aHTu-IgG),
KOHBIOTMPOBaHHbIE C nepokcuaason xpeHa (HRP), cesisbiBatoTcA C
aHTuTenamu k H.pylori.

4. JlyHKv NOBTOPHO NPOMbIBatOTCS; BHOocuTcs cybetpat (TMB). CybeTpar
okucnseTcs hepMeHTOM [0 MonyveHus OKpaLLleHHOro B rony6oi uBeT
KOHEYHOro NpoayKra.

5. depmeHTaTMBHAA  peakuust npekpaljaetcsd nocrne  BHeCeHus
ocTaHaenueatoLLero pacteopa. ObpasLibl, cogepxatume 19G k H. pylori,
nprobpeTatoT KeNTbi LBET. ITO COOTBETCTBYET PACHETHOMY 3HAYEHUIO
EIU > 30.

4. NPEAQYNPEXOEHUA U MEPbI MPEOOCTOPOXHOCTHU
Ons guarHocTukuy in vitro.

BHUMAHMUE: O6pawaintecb o6pa3uyaMmm CbLIBOPOTKMU U NMa3Mbl Kak C
6Buonornyeckn onacHbIM MaTepuanom.

Bce o6pa3ubl [OMKHbI CYMTATLCA MNOTEHUMAnbHO MHPULMPOBAHHBIMU,
MoaToMy C HUMMK crieayeT obpallaTbCsi COOTBETCTBYIOLMM OGpasoMm.
Moxanyicta, no 3ToMy BOMpocy obpalwanTtecs K nyGnvkaumsm
[enapTameHTa 340pOBbsS U MeauuuHckoro obcenyxuBaHua CLUA
(Bucbesna, Mapuneng, CLUA) no 6uonormyeckoin 6esonacHocTv B
MUKpoburonornyeckux n uomeguumHckux nabopatopusx, 1999 r., 4-oe
n3naHve (CDC/NIH), Ne (CDC) 88-8395 ans nonyyeHns nHgpopmauum no
6e3onacHocTn nabopaTopHbIX NpoLeayp Npu pasnuyHbix 3aboneBaHusix,
WK K Nto6oi aHanorMYHon MEeCTHON UNW HaUMOHaNbHOW NporpaMMe.
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OTa TecT-cucTemMa cogepxar peareHTbl, U3roTOBMNEHHbIE N3 KOMMOHEHTOB
KpoBu 4enoseka. O6pasubl Bcex Npo6 KpPOBW, M3 KOTOPbIX Obinu
N3rOTOBIEHbl 3TN peareHTbl, OblNM UccneaoBaHbl HA Hanuune aHTuTen
K Bupycam renatuta B u C, a Tak xe k BUY. Bce nccneposaHna ganu
oTpuuaTenbHbIn pedynstar. TeM He MeHee, NOCKOMbKY HU OAUH 13
METOOB MCCIefoBaHUsi He AaeT abCosTHON rapaHTUM OTCYTCTBUS
3TUX NaToreHoB, HeOOXoAMMO cobnojaTb BCe PEeKOMeHAyeMble Mepbl
NPEfOCTOPOXHOCTN 0BpaLLeHns ¢ AepyBaTaMu KpoBW.

Mpu paboTe ¢ obpasuamun Bceraa UCnonb3yiTe nepyatku. icnonbayiite
GesonacHble npucnocobneHns Ana  NUNETMpOBaHUS  MaTtepuana.
Hukorma He nwunetupynte ptom. [lepen nposedeHeM  3Kcnpecc-
TecTa O03HAKOMbTECb C WHCTPYKUMEN mnonb3oBaTens. YTunusmpyinte
oTpaboTaHHble peareHTbl MyTeM CMMBaHWS B PaKOBWHY W CMbIBaHUS
60MbLUNM KONMYECTBOM BOAOMPOBOAHON BOAbI.

5. 3ABOP OBPA3LIOB. NPABUITA OBPALLEEHUA C OBPA3LIAMU

O6pasLbl kpoBK 3abupatoTcsi U3 BeHbl B MMACTUKOBYIO MPOBUPKY C
OOTA wnu ceiBopoTkoi. [Mpobupkn anst 3abopa nnasMbl cpasy ke
nepeMeLUMBaloTCs MyTeM nepeBopaunBaHns 5-6 pas. Mpobupkn ans
3abopa CbIBOPOTKY BbIAEPXKMBAKOTCA NPU KOMHATHOW TemnepaTtype (20-
25°C) B TeyeHue kak MuHUMYM 30 MUHYT Ans obpas3oBaHusi crycTka.
Mocne obGpa3oBaHWs cryctka MpoMCXoaMT OTAENeHue CbIBOPOTKW, a
nnasma oTAensieTcsi cpasy e nocrne 3abopa nyTeM LEHTPUDYrMpoBaHust
(nnacTtukoBasi npobupka, OTHOCUTEnbHas UeHTpudyxHas cuna [o
2000 r, Bpems ueHTpudyrmposaHuna 10-15 MuHyT). Nnasma/cbiBopoTka
MOXET XpaHuTbCs Npu Temnepatype 2-8°C B TeyeHue 3-x gHen. Ons
bonee [nuTenbHOro XxpaHeHus obpasubl HeobxoAMMo 3aMopo3vTb
(npeanoyTtuTensHo npu -70°C, unu npu -20°C). Mocne pasmopaxusaHus
HeobxoAaMMO TlaTenbHO nepemelats obpasubl. He pgonyckaiite
MOBTOPHOIO  3aMOpaxuBaHWa W  pa3mopaxuBaHus. He cnepyet
nccneposaTb 06pasLbl C MHTEHCUBHBIM FEMOMN30M WIIM MOMYTHEHUEM,
a TaKkke xunesHble obpasupl.

6. COCTAB HABOPA WU [NPUITOTOBJIEHUE PEATEHTA,
CTABUIIbHOCTb MATEPUAIOB, BXOOALLUMX B MOCTABKY

KonunyecTBo peareHTOB paccymTaHo Ha 96 nyHok. He cnegyet cmelumBaTtb
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peareHTbl 3 pasnuyHbiX cepuin Habopos.

6.1. MukponnaHwert (Microplate)

CoctaB: 12 no 8 cTpunoB B pamke C afcopbupoBaHHbIM YaCTUYHO
OYMLLEHHbIM BakTepuanbHbiM aHTureHom H. pylori.

MoparoroBka: [OTOB K NCNOMb30OBaHUIO.

CtabunbHocTb: CTabuneH 1o OKOHYaHUS CpOKa roAHOCTU. Y TUNU3NpyinTe
CTpUNbI NOCHEe UCMOSb30BaHWS..

6.2. KoHueHTpaT npombiBoYHoro 6ydepa (Washing Buffer Concen-
trate) (10x)

CocrtaB: 120 mn 10-kpaTHOro KoHueHTpaTa occaTHo-coneBoro
6ycepa (PCB), conepxatiero Tween 20 n 0,1% ProClin 300 B kavecTBe
KOHCEpBaHTa.

MoaroTtoBka: Passectn 1:10 (T.e. 100 mn + 900 M) AUCTUNNMPOBAHHOW
BOAON U TLLATENbLHO NepemeLlaTb.

CtabunbHocTb: Pabounii pacTBop npombiBatoLLero bydepa ctabuneH 2
Hepenu npu Temnepatype 2-8°C.

6.3. Bydep ansa pa3seneHusn (Diluent Buffer)

CoctaB: 100 mn docgaTtHoro bydepa, cogepxaliero GrnokvpyoLwmn
6enok, Tween 20, 0,1% ProClin 300 B ka4ecTBe KOHCEPBAHTAa U KpacuTerb
KpacHoro LgeTa.

MoaroToBka: [OTOB K MCMOMb30BaHUIO.

CtabunbHocTb: CTabuneH 40 OKOHYaHWUsi cpoka roAHOCTH.

6.4. Kanubparop (Calibrator)

CocrtaB: OavH chnakoH, cogepxalumii 1,5 mn kanubpaTtopa 4enoBeveckoro
cbiBopoToyHoro IgG k H. pylori ¢ 0,1% ProClin 300 B kadectBe
KoHcepBaHTa. 3HaveHne kanubpatopa B EIU (B MMMyHOMEPMEHTHbIX
edVHMLax) ykasaHo Ha aTukeTke dpnakoHa.

MoaroToBka: [OTOB K MCMOMb30BaHUIO.

CtabunbHocTb: CTabuneH 40 OKOHYaHWUsi cpoka rogHOCTH.

6.5. OTpuuatenbHbIn kKoHTponb (Negative Control)

CocraB: OguH chnakoH, cogepxalmn 1,5 Mn oTpuuaTensHOro KOHTpons
Yenoseyeckoro cbiBopoTouHoro IgG k H. pylori ¢ 0,1% ProClin 300 B
KayecTBe KoHcepBaHTa. 3HadveHve kanubpatopa B EIU ykasaHo Ha
3TUKETKe hriakoHa.

MoparoroBka: [OTOB K NCNOMb30OBaHUIO.
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CtabunbHocTb: CTabuneH 40 OKOHYaHWUsi cpoka rogHOCTH.

6.6. MonoxutenbHbIN KoHTponb (Positive Control)

CoctaB: OaguvH cnakoH, cogepxalumin 1,5 Mn nonoXxuTenbHOro KOHTPons
yenoseyeckoro cbiBopoTouHoro IgG k H. pylori ¢ 0,1% ProClin 300 B
KayecTBe KoHcepBaHTa. 3HadveHue kanubpatopa B EIU ykasaHo Ha
3TUKETKe hriakoHa.

MoaroToBka: [OTOB K MCMOMb30BaHUIO.

CtabunbHocTb: CTabuneH 40 OKOHYaHWUsi cpoka rogHOCTH.

6.7. PacTBop KoHblorata (Conjugate Solution)

CoctaB: 0,2 Mn MOHOKMOHamNbHbIX aHTUYENOBEYECKUX aHTUTEN aHTu-
IgG, KOHbIOIMPOBaHHBLIX C MEPOKCUAA30M XpeHa, B CTabunusnpyroLem
6ydepe ¢ 0,02% metunusormasonoHa, 0,02% GPOMOHWUTPOAMOKCAHA U
0,002% ApyrMx akTUBHbIX N30TNA30MOHOB B KAYeCTBE KOHCEPBaHTOB.
MoaroTtoska: Passectn 1 k 100 (T.e. 40 mkn + 3960 Mkn) pa3BoasLUM
Bydepom.

Stability: CTabuneH 1o OKOHYaHWsA cpoka rofHOCTY.

6.8. PacTBop cyb6cTpara (Substrate Solution)

CocrtaB: 15 mn TeTpomeTunbeHsnamHa (TMB) B BogHOM pacTBope.
MoaroToBka: [OTOB K MCMOMb30BaHUIO.

Stability: CtabuneH p[o wucTeveHus cpoka rogHocTu Msberaiite
BO3ENCTBUS NMPSIMOrO COMTHEYHOTO CBETA.

6.9. OcraHaBnuBarowmi pacteop (Stop Solution)
Cocrtas: 15 mn 0,1 M cepHoW KUCMOThI.

MoaroToBka: [OTOB K MCMOMb30BaHUIO.

CtabunbHocTb: CTabuneH 40 OKOHYaHWsi cpoka rogHOCTH.

6.10. Kpblwka ansa nHky6auum
4 niucTa NNacTUKOBbIX NUCTa ANst HAKPbIBAHWS JIYHOK MUKPOMaHLLEeTa BO
Bpemsi MHKyGaLmu.

6.11. MUHCTpYKUMMN NO MCNONb30BaHUIO
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7. HEOBXOOAUMbBIE MATEPUAIbI, HE BXOOALWME B KOMMNEKT
NOCTABKU

> [ncTunnmpoBaHHas Unm AenoHU3MpoBaHHas Boaa
MuKponuneTkn M HakoOHeYHUKM C obbemamu [03VMpoBaHUS
5-1000 mkn

MuneTtkn o6bemom 1 — 10 mn

8-kaHarbHbI o3aTop-nuneTka ¢ 06bemoM Ao3viposaHus 100 Mk
MepHbi umnuHgp Ha 1000 mn

JTaGopaTopHbIi BpaLLakLLmMiA MAKCEP NS pa3BeaeHUs obpasLos
Mpobupkn ons passeneHuns

MpombiBaTENb MUKpONaHLeTa

dunetpoBanbHas bymara

Tavimep

WHky6atop, 37°C

MukponnaHLeTHbIN puaep co cBeTodunsTpom 450 HM
MnactukoBble NPOBUPKM ANSA CbIBOPOTKM UK Nnasmbl
KoHTelnHep ans nbaa

A\

YVYYVYYVYVYVYVYVYVYY

8. XPAHEHUE U CTABUITIbHOCTb

SXpaHuTb Habop ans onpeaenenus IgG k Helicobacter pylori Heobxoanmo
npu Temneparype 2...8 °C. B crny4ae xpaHeHust npu 3Ton Temnepartype
Habop cTabuneH [0 UCTEYEHUSt CpoKa FOAHOCTYU, YKa3aHHOTO Ha aTUKETKe
Kopobkn Habopa M Ha 3TUKETKax MakeToB C TECTOBbIMW MIaCTUHaMMU.
He 3amopaxuBaiite M He noasepravite Habop [AeNCTBUIO BbICOKOW
Temnepatypbl, He XpaHuTe npu Temnepatype Bbiwe 8°C. PacTtsBop
cybcTpata u4yBCTBUTENEH K CBeTy. MuKponnaHweT unu oTtaerbHble
CTpUNbI He crieyeT BbIHAMATb U3 MNACTMKOBOW YNaKoBKM [0 TOTO, Kak OHK
HarpetTcs 40 KOMHaTHOW TemnepaTtypebl (20-25°C). Hencnonb3oBaHHble
cTpUnbl HeobXoAMMO MOMECTUTb 06paTHO B MMACTMKOBYIO YMAKOBKY,
repMeTUYHO 3aKpbITb U XpaHWUTb Npu Temnepatype 2-8°C.

He wvcnonb3yinTe peareHTbl MOCNE WUCTEYEHUSI CpoKa TOAHOCTH,
yKasaHHOro Ha 3TukeTke. He ucnonb3yiite peareHTbl U3 HabopoB C
OPYrUMW CEPUMHBIMW HOMEpaMu Wnn peareHTbl M3 HabopoB Apyrnx
npoussoautenen. Vcnonb3ynTe TOMbKO AUCTUMNMPOBAHHYIO UMW
[EenoHn3npoBaHHyto Boay. KomnoHeHTbl Habopa MMetoT onpeaeneHHyo
KOHUeHTpauuto. [anbHelliee pasBedeHne Unv gpyrue nospexaeHuns
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peareHTOB MOFyT MPUBECTM K NMOSTYy4EHWI0 HEKOPPEKTHBIX PE3YNLTaToB.

OnpeaeneHne HeNnpUrogHocTU Habopa

YKnakue KOMMOHEHTbI He AOIKHbI BbITb MYTHBIMM UMW COAepXXaTb 0CaokK.
Mpun Temnepatype 2-8°C koHUEHTPaAT MPOMbIBOYHOrO Bydepa MoxeT
YacCTWYHO KPUCTaNNM30BaTbCs, OQHAKO 3TWU KPUCTansbl pacTBOPSTCS
npu nepemeLLnBaHUmN Npy KOMHaTHON Temnepatype (20-25°C). Pacteop
cybecTpata fomkeH GbiTb GecuBeTHbIMU Unu GneaHo-ronyboro LBeTa.
[pyrve uBeTa pacTBopa YyKasblBalOT Ha HEMpUroAHOCTb pacTBopa
cybcTpara.

XpaHeHue u cTabunbHOCTb 06pas3LoB

Pesynbtathl  MCCMEQOBaHWA — Pa3fWYHbIX  YCMOBWIA  XpaHeHus 1
3aMopaXuBaHusi-pa3MopaxknBaHusi 06pasLoB Nnokasanu, YTo pasnuyumii
B CTABUNBLHOCTY MOMOXKMTENbHBIX, OTPULATENbHBLIX WM MOTrPaHUYHBIX
ob6pasuoB HeT. CTabunbHOCTb Crnabo-nonoxuTenbHbIX 06pasLoB He
oLieH1Barnach.

9. NOPAAOK NMPOBEAEHUA TECTA

NPEOBAPUTENBHbLIE MPUTOTOBNEHNA

Bce peareHTbl M MuKpoOmmaHWeT criedyeT CcorpeTb A0 KOMHaTHOW
Temnepatypbl (20-25°C). Harpeiite uHkybatop go 37°C. Passeaute
KOHLUEHTpaT npombiBOYHOro Oydepa 1:10 AucTUNMpoBaHHOW WU
AeunoHnsvposaHHon sogon (t.e. 100 mn + 900 mn). MNMepea Hauanom
paboTbl O3HaKOMbLTECbL C MOPSIAKOM MPOBeAEHUs UccrefoBaHUs.
PekoMeHayeTCc HaHOCUTb KanubpaTtop, KOHTPoOnM U o6pasubl
Ha nnaHweT B ABOWHOM 3k3emnnspe. Kanubpatop M KoHTponu
Heo6Xo0AMMO MCMOoNb30BaTh B KaX/A0W Cepun aHanun3os.

AKKypaTHO nepemelLaliTe Bce peareHTbl nepes Hadanom paboTsi.

OTAMN 1: PASBBEOEHVE OBPA3LIOB
O6pa3ubl cbiBOpoTKM/Mna3mMbl pa3BogaTt bydepom ans passegerus 1:200
(5 Mkn + 995 MKn) 1 TWaTeNbHO NepeMeLunBaloT.

OTAMN 2: OBPA3LIOB
BBeguTte B NyHKM MUKpoOMnaHweTa B ABOWHOM ak3emMnnsipe no 100 mkn
6ydepa ans passeneHus (Blank), kanubpatopa (CAL), oTpuuatensHoro
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koHTponst (NC), nonoxwutensHoro koHTpons (PC) u pa3BefeHHbIX
obpasuoB (S1, S2, S3 u T1.4.) (CMm. PucyHok 1). 3akpoinTe mnyHKu
KPbILLKOM 1 nHKyOupynTe 30 MyH npu Temnepatype 37°C. MNpumedaHue:
pekoMeHayeTcs BBOAUTL 06pasLibl B NIYHKV C MHTepBanom B 10 MUHYT BO
n3bexaHve nyTaHuubl.

1 2 3 4 5
A Blank Blank
B CAL CAL
C NC NC
D PC PC
E S1 S1
F S2 S2
G S3 S3
H TAO. T.AO.

PucyHok 1. Mopsinok BBefeHUsi pacTBOPOB.

OTAMN 3: NMPOMbIBKA

Kaxayto nyHky mMukponnaHweta npomointe 3 pasa 350 mkn pabouero
pactBopa npombiBoYHOro Gycbepa. [Onsa  yganeHuss OCTaToOuHOW
XMOKOCTU NepeBepHUTE MUKPOMMAHLIET M OCTOPOXHO MPOMOKHWUTE ero
unbTpoBanbHoN Gymaroi.

OTAMN 4: KOHLIOIATA

C nomolupto 8-kaHanbHOro gosatopa BBEAUTE B MYHKU MUKpOMNaHLeTa
no 100 mMkn nepemMeLlaHHoro passegeHHoro (1:100) pacTBopa KoHbloraTa.
3akpoiiTe NyHKu KpbILWKON 1 HKyOupyTe 30 MuH npu Temnepatype 37°C.

OTAIM 5: MPOMbIBKA

Kaxpgyto nyHKy MukpornnaHiwlera npomointe 3 pasa 350 mkn pabouero
pactBopa npombiBoMHOrO Oydbepa. [Onsi  yganeHnss ocTtaTouHOMW
XMOKOCTU NepeBepHUTE MUKPOMMAHLIET Y OCTOPOXHO MPOMOKHUTE €ro
cdunsTpoBansHon bymaroi.

OTAMN 6: CYBCTPATA

C nomoLupto 8-kaHanbHOro Jo3atopa BBEAUTE B MYHKU MUKPOMIaHLLIeTa
no 100 mkn pacTtBopa cybctpata. C MOMeHTa BHECEHUsi peareHTa B
nepBbIii cTpUn 3anyctute Tanmep. VHky6upyiite 30 MUH Npy KOMHATHOW
Temneparype (20-25°C). He gonyckaiite nonagaHysi MpsivMoro COnHESHOTO CBeTa.
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3TAN 7: OCTAHABI/BAIOLLNY PACTBOP
C nomoLupbto 8-kaHanbHOro Jo3atopa BBEAUTE B MYHKU MUKPOMIaHLIEeTa
no 100 MK ocTaHaBnMBaloLLEro pacTeopa.

OTAIM 8: PE3YNLTATbI
M3mepbTe onTUyeckyto NAOTHOCTb NPy AnvHe BOMHbI 450 HM B TeveHne
30 MUHYT.

10. PE3YINbTATbI
10.1 KoHTponb KayecTBa uccrnenoBaHus

1) Mpwn NOCTaHOBKE KaxAOW Cepuy aHanmusa [OMMKHbI UCMOMNb30BaTbCH
KanubpaTop U KOHTpoOnu, BxoAsiiue B cocTaB Habopa. [ns aHanusa
KOHTPOIbHbIX 3HAYEHWI UCNOMb3YIOTCA AnarpaMMbl UK CTaTUCTUYECKNe
mMeToAbl. [Tony4YeHHble 3HaYeHNS AOMKHbI YKNaablBaTbCA BAOBEPUTENbHbIE
MHTepBankl, NPUHSATbIE B AaHHON nabopatopun. Heobxoanmo, 4ToGbI
NONOXWTESNbHBIN  KOHTPOMNb AaBan MOMOXWTENbHble pesynsTatbl, a
oTpuuaTenbHbIi — OTpuLaTenbHble, B COOTBETCTBUM CO 3HAYEHUSMU
MHTEPBAroB, NPUHATLIX B AaHHOW nabopatopun. 3To Heobxoammo ans
a/lekBaTHOCTMW pe3ysnbTaToB TecTa.

2) TpaBUNbHOCTL MOCTAHOBKM TecTa MOXET OblTb MNOATBEPXAEHA
M3y4YeHneM 3Ha4YeHU ONTUYECKOM NIIOTHOCTU KanubpaTopa. OnTuyeckas
NNOTHOCTb kanubpaTtopa AofmkHa coctaensATs > 1,000.

10.2 PacyeT pe3ynsraToB

Paccuntante cpegHee 3Ha4yeHMe OMNTUHECKOW NMOTHOCTU (A) Kaxzow
napbl kanubpaTtopoB, KoHTponen u obpasuyoB. OTHUMUTE cpegHee
3Ha4yeHne oNTUYeCcKon MnoTHocTn Bydepa ANa pasBedeHUs OT CPEAHUX
PacCYUTaHHbIX 3HAYEHWIN ONTUYECKOW NIOTHOCTK.

Paccuntaiite konuyectBo MMMyHodepMeHTHbIX eaunuy  (EIU) no
dopmyne:

X (ASamp\E) -X (AB\ank)
X (A )-X (A

x 100 = Sample EIU

Calibrator: B\ank)
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10.3 UHTepnpeTauus pesynsTaToB

OTpuuarenbHbIn <30 EIU

MonoxutenbHbI =30 EIU

3HayeHuss EIU meHee 30 ykasblBalOT Ha OTpuuaTenbHbI pe3ynbrar,
T.e. TOBOPSAT O TOM, YTO aHTWUTEN K H. pylori He onpenensieTcs, UK Ux
KONMMYECTBO HWXe rpaHuubl onpeaeneHusi. 3HaveHus EIU, paBHble nnu
Gonblmne 30, ykasbiBalT Ha To, YTO aHTUTENa K H. pylori onpegensioTes,
NoaToMy pesynbTaT TecTa CHATAETCs NONOXUTENbHbIM. [Ins obecneyeHns
Ka4ecTBa pesynbTaTtoB MNpU MPOBEAEHUM KaXOOW Ccepun aHanvs3os
HeobxoauMo nUccrneaoBaTh NONOXUTENbHBIA U OTpULATENBHbBIN KOHTPOSK,
BXOZAsILLME B COCTaB kaxaoro Habopa. Pe3ynsraTbl KOHTPOSbHbIX aHanM3oB
[OOIMKHBI COOTBETCTBOBATL OXMAAEMbIM 3Ha4YeHMSIM. DTO HeobxoamMMo ANns
a[eKkBaTHOCTW pesysbTaToB TecTa. BennunHa OTKNOHEHUS U3MEPEHHOTO
pesynbraTta OT MOrpaHWYHOro 3HaYeHns He cBuaeTenbCcTByeT 06 obLiem
KONMYeCTBe aHTUTEN B Nla3Me/CbiBOPOTKE. MorpaHnyHbIe 3HaveHns Gbinm
yCTaHOBMEHbI C UCNONb30BaHNeM Habopa peareHToB ANst onpeaeneHns
aHTuTen knacca IgG k Helicobacter pylori (W®A) komnaHun Biohit. Y
nauneHToB, YbM pe3ynbTaTbl Obinu NOrpaHUYHbIMU, Yepes onpeaeneHHbIi
NPOMEXYTOK BPEMEHW MO BO3MOXHOCTW criefyeT 3abpaTb MOBTOPHbIiA
obpaseL. Kaxagas nabopaTtopusi, B KOTOPOW BbINOSIHAETCS onpeaeneHne
aHTuTen Kk H. pylori, [OMKHA YCTAHOBUTL CBOW AMana3oH OXuaaembixX
3Ha4YEeHW Ans  KOHKPETHOW KnuHu4eckon cutyauun. Kpome Toro,
pe3ynbTaTbl onpefeneHnst aHTUTen Habopamm pasHbIX Npou3BoamTeneit
no ogHoMy o6pasLy MOryT CyLUeCTBEHHO OTNMYaTbCs, BCneacTBue
MCMONb30BaHUSI pa3HbiX METOAWK WUCCMEefoBaHWs U cneuuduyHOCTH
peareHTOB. Pe3ynbTaTbl, MOMyYeHHble MPU  WCMOMb30BaHUN  APYIuX
METOAOB aHanu3a ¢ NoMoLlbilo HaGopoB ApyrvMx Mnpou3BoauTeneit, He
SABNSIOTCS 9KBMBANEHTHLIMU pe3ynbsTatam AaHHOro MeToAa.

10.4 Oxupgaemble 3Ha4YeHNA

Y 6onblUMHCTBA ntofden, 3apaxeHHbix H. pylori, obpa3sytotcs aHTuTena
knacca IgG k AaaHHOMyY MukpoopraHuamy (2, 5, 6). BospacTHble nokasatenu
BCTPEYaemMocTn aHtuten k H. pylori ognHakoBbl Ansi o6oux Monos.
PacnpocTtpaHeHHocTb nHdekumn H. pylori B CLUA, Kanage n 3anagHon
EBpone coctaenset 30-40%, B ABcTpanuu — okono 20%, B BocTouHoi
Esporne, KOxHont Amepuke n Asumn — 70-90%. Y MHOMMX nauueHToB C
HanMuMeMm aHTUTeNn U C KOSIOHU3auuen crnvaucTon xenygka H. pylori
cuMnTomoB 3aboneBaHus He onpefensietcs. [10aToMy ypoBeHb aHTUTeN
He 0b6s13aTenbHO KOPPENUPYeT C TAXKECTbIO KIMHUYECKUX CUMMNTOMOB.
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11. OrPAHMYEHNA NPOLEQYPbI

Kak B crniy4ae MHOrmx amarHoctuyeckux npouenyp, pesynsratel MOA Ha
19G k Helicobacter pylori komnanuu Biohit 4omkHbI MHTEpNpeTMpoBaTLCH
C Yy4yeToM KNMHWUKM 3aboneBaHua u nobon apyron wnHdopmauuu,
HaxoAsllenca B pacrnopsbkeHun Bpada. [lonoXuTenbHbI TecT Ha
Hanmune aHTUTEN MOXeT ObITb NOMYYEH y NaLMeHTOB, KOTOpble HEAABHO
N3NeYnnmch ot MHdeKUuK, BoldbiBaemow H. pylori.

12. TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU

BOCI‘IpOVISBO,DMMOCTb U HETOYHOCTb
Bapmal_u/m pas3nnyHbIX METOL0B aHanmMaa

Ha6op u3 10 (gecatb) pasnmyHbix 06pasuoB (OAWMH NONOXUTENbHBIN, 7
MorpaHnYHbIX, OAMH OTpULLATENbHbIA U OAWH CUIIbHO-MONOXUTESbHbIV
obpasupbl) ucronb3oBancs Afl  ONpefeneHus Bapuauui  Mexay
pasnuyHbIMM MeToaamu aHanusa. O6pasubl nccnegoBanucb B 4BONHOM
ak3emnnspe B 40 (copoka) pasnuyHbIX Cepusix aHanm3os B TedeHue 20 aHew.

[ns o6pa3uoB CbIBOPOTKM CpefHuii koadduumneHT Bapuauuin (%CV)
Haxoguncs B AvanasoHe ot 4,2 no 7,0%, a ans obpasuoB nnasmbl
OMOTA — B gnanasoHe oT 4,2 go 8,1%. CpeaHee 3HayveHne %CV gns
06pasLoB CbIBOPOTKM C MOrpaHWYHbIMK pesynstataMmu coctasuno 6,3%
(amana3soH: 5,4 —7,0%), a ans o6pa3uos nna3mbl ¢ OO TA ¢ norpaHnyHbIMK
pesynstatamu — 6,1% (amanasoH: 5,0 — 8,1%).

Bapwuaumn gaHHoro Mmetoga aHanusa

Habop 13 4 (4eTbipex) 06pa3sLioB CbIBOPOTKM (OAMH OTpULATENbHbIN, OAWH
NOrpaHUYHbIA, OAWH MOMNOXUTENbHBLIA U OAUH CUIbHO-MONOXUTENbHBIA
obpaseL) ncnonb3oBarncs Ans onpeaeneHns Bapyaumin JaHHOro Metoaa
aHanusa. O6pasubl uccrnenosanuck no 22 (ABaauath ABa) pasa B OfHON
cepun aHanu3oB. Bcero 6110 nposefeHo 3 (Tpu) cepun aHanu3oB. bbino
paccunTaHo cpefHee 3Ha4YeHUe pesysbTaToB BCEX aHaNM30B.

[Ina o6pasuoB CbIBOPOTKN CpeaHuin KoadduumeHT Bapuauuin (%CV)
Haxoauncs B AuanasoHe oT 3,8 1o 4,6%, a ans obpasuoB nnasmbl ¢
OATA — B ananasoHe ot 3,5 00 4,9%.

116



MpoueHT coBnageHun

Tect-cuctema ana UPA Ha IgG k H. pylori xomnaHun Biohit Gbina
oLeHeHa B Tpex MccrnedoBaHusX, B KOTOpPbIX Bbino ndyyeHo 523, 187 n
134 06pa3uoB OT NnaumeHToB B Bo3pacTe oT 20 Ao 89 neT.

Mo cpaBHeHUIO C KynbTypanbHbIM METOA0M, TecT-cuctema ansa UGA
Ha IgG Kk H. pylori npogemMoHcTpupoBana crieaylowuin pesynsrar:

Culture
N=523 - =
[MonoxTenbHbLIA | OrpyarernsHbin
Biohit ManowurersHein 166 9
Diagnostics OTpyLATENEHbIN 7 341

Clinical Sensitivity 96.5% (95%ClI=92.6 - 98.4%)
Clinical Specificity 96.0% (95%ClI=93.4 - 97.6%)

Mo cpaBHeHUIO € TMCTONOrM4YECKUM UccrneaoBaHueM, TecT-cuctema

ana UPA Ha IgG k H. pylori npogeMoHCcTpUpoBana crneayrowmmn
pesynbrar:

N=187 Histology
[MNonoxTenbHbIN | OtprLaTenbHbIA
Biohit MonoxurensHbin 52 8
Diagnostics | OmpuuarensHbin 9 118
Percent Positive Agreement 85.2%
Percent Negative Agreement 93.7%

Bbino npoBeaeHo cpaBHeHue TecT-cuctembl Ans UPA Ha IgG k H.
pylori komnanum Biohit c opyro komMmmepueckom TecT-cucTemon ans

UDA Ha aHTUTena Kk H. pylori. UccnepoBaHue nokasano crieayrowmmn
pe3ynsrar:

Commercial ELISA
MNonoxTeNbHLIN | OtpyLarernibHbIn
Biohit [Nanow/merbHbI 32 1

Diagnostics | OmpuuarensHbin 3 98

N=134
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Percent Positive Agreement 91.4%
Percent Negative Agreement 99.0%

AHanuTu4yeckasi YyBCTBUTENbHOCTb

YyscteutenbHocTb A Ha IgG k H. pylori onpegensinacb B COOTBETCTBUM
Cc pekoMeHaaumsamy CornalleHust o ctaHAapTax MeaMLUHCKUX TECTOB
(NCCLS EP17-A).

lpanuua otcytctBus (LoB) onpepeneHa kak 95-as  nepueHTUnb
pe3ynsTaToB nccrnenosaHus 60 06pasuoB 6e3 aHTUTEN (YUCTbIN pacTBOP
ans passefeHus). 3HadeHne LoB coctasuno 1,1 EIU.

lpanuua onpegenenusi (LoD), koTopas npeactaBnser  cobon
HanuMeHbLLUee KOMMYECTBO aHanuM3npyemoro BeLLECTBA, KOTOPOE MOXET
ObITb onpeaeneHo ¢ 95-NpoLeHTHbIMU [OBEepUTENbHBIM UHTEPBASIOM,
6bina onpefeneHa ¢ NOMOLLbID YeTbipex obpasuoB nnasmbsl ¢ OTA u
CbIBOPOTKU, COAEPXKaLLMX KonmnyecTsa aHTUTen, 6nmskux k LoB. 3HaueHne
LoD coctaeurno 1,8 EIU ans o6pasuos nnasmel ¢ OOTA 1 CbIBOPOTKM.

lpaHuua konuvecTBeHHoro onpepenenus (LoQ), T.e. HaumeHbluee
KONMYECTBO aHanmM3npyeMoro BeLecTsa, KOTOpoe MOXET GbiTb HaAeXHO
onpeneneHo, 6Gbina onpeaeneHa pJonyuweHnem Bapuauum LoD Ha
BenniuHy CV% (20%). B coOTBETCTBMM C 3TUM, pacyeTHOe 3HayeHue
LoQ coctasuno 1,2xLoD = 2,2 EIU ans o6pasuos nnasmbl ¢ OOTA n
CbIBOPOTKY.

13. OATA NYBITUKALMK

Bknaabiw B Ha6op ans UDA Ha IgG k Helicobacter pylori.
Version 01, 25.06.2009.

14. TAPAHTUA

MpousBognTenb 00sI3yeTcsi YCTpaHWTb 3a CBOW cyeT Bce AedekTbl
nto6oro MpoaykTa («MpoaykT ¢ AedeKTOMY), BO3HUKILME B pe3ynbraTte
fedekta MaTepuarnos UnyM HEKAYECTBEHHOMO 3aBOACKOMO U3rOTOBIIEHUS
N NpensaTcTByloMe (PYHKLUMOHUPOBAHMIO WM UCMOMb30BaHWIO 3TOrO
MpomoykTa Mo HasHayeHulo, BKMOYasi npegHasHavyeHwe, ykasaHHoe
B crneuudukaumm unsrotoButenst k poaykTy, HO He OrpaHu4MBasiCb
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uMm. JIHOBbIE TAPAHTUMHBIE OBA3ATENLCTBA CUUTAIOTCHA
HEOEWCTBUTESIbHBIMU, ECINN JOE®EKThHI ABNAKOTCA
CINEACTBMEMHEMNPABWUIIbHOIO OBPALLEHNA, UCTOJIb3OBAHNA,
CNYYAMHOIO MOBPEXIAEHWSA, HEMPABUJIbHOIO XPAHEHWA LA
MCMOJIb3OBAHWA MPOAYKTA BHE YKA3AHHbIX OMPAHWYEHUIA
NINHENO CNEUNPUKALNNNPEKOMEHOALINAM, MPUBEQEHHbBIM
B MHCTPYKLUWW MOJNIb3OBATENA.

[apaHTUHBIA CPOK ANA AUCTPUOBLIOTOPOB YCTAHOBIEH B WMHCTPYKLMU
nonb3oBaTeNns W HauMHaeTcs C MOMeHTa oTrpy3ku [lpogykTta
npoussogutenem. B cnyyae crnopoB 06 wuHTepnpetauuu crnepyet
NPUHUMATL BO BHUMaHWE TECT UHCTPYKLMM Ha aHITIMINCKOM S3bIKe.

Bce puarHoctuyeckne Habopbl komnaHum Biohit npousBegeHsl B
COOTBETCTBUM C MPOTOKOMaMu ynpaeneHus kadectsom ISO 9001/ISO
13485 v npoLunu Bce He06X0AMMbIE MEPOTNPUATUSA MO rapaHTUK KavyecTsa
ONs 9TON NPoAYKUMK.
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15. OCHOBHbIE 3TAIMbI MPOLUENYPbI

CorpeiiTe Bce peareHTbl 4O KOMHaTHOM Temnepatypsbl (20-25°C)
[MomHUTE, 4TO BCe peareHTbl U 06pasLibl HENOCPEeACTBEHHO Nepes
nMNeTMpoBaHueM crieflyeT TLiaTeNlbHO nepemellaTb
*

Mocne nepemelumMBaHus B MOMoLLb0 NuneTkn Ha 100 Mk BBeaUTE
nycToi pacTBop, kanubpartopbl, KOHTPONM 1 pas3segeHHoro 1:200
0o6pasLbl NaLMEHTOB B MyHKU
*

MHkyBupyiite 30 MUHYT npu Temnepatype 37°C
3 pasa npomoiite nyHkn 350 MkN pasBefeHHOro NPoMbIBoYHOro Bydepa

C nomoubto nunetkn Beeagute 100 mkn pasegeHHoro 1:100 n
nepeMeLLlaHHOro pacTBopa KOHblorata B NyHKW
*

WHkyBupyvite 30 MI/IHyT*anI Temnepatype 37°C
3 pasa npomowiTte nyHkn 350 mMkn pa*aae,quHoro npomMbIBoYHOro Bydepa
C nomoLbio NUNETKM BBEANUTE 10(1 MKI pacTtBopa cybctpaTa B NyHKn
WHky6upyiiTe 30 MUHYT npu KONiHaTHOFI Temnepartype (20-25°C)

C nomoubto nunetkn Beegute 100 MK nepemeLlaHHoro
OCTaHaBMMBAIOLLENO pacTBopa B NyHKM
*

CuuTaiiTe ONMTUYECKYHO MIOTHOCTb Ha AriMHE BornHbI 450 HV B TeueHue 30 MuHyT
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