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1. Domeniul de utilizare

EBV ELISA este destinat pentru detectarea semi-cantitativa si calitativa a anticorpilor IgM si I9G fata de virusul Epstein Barr.
O declarare a diagnosticului cu privire la sero-negativitate, suspiciune referitor la o infectie primara cu EBV sau o infectie
anterioara cu EBV se poate face daca se combina cele doua clase de anticorpi.

2. Principiul testarii

Anticorpul cautat in serul uman formeaza un complex imun cu antigenul aplicat pe placa de micro-titrare. Imunoglobulinele
nelegate sunt eliminate prin procese de spalare. Conjugatul enzimatic se ataseaza de acest complex. Conjugatul nelegat este
din nou eliminat prin procese de spalare. Dupa adaugarea solutiei substrat (TMB) se produce o colorare albastra datorita
enzimei legate (peroxidaza). Culoarea se schimba in galben atunci cand se adauga solutia de stopare.

3. Continutul pachetului (Kit-ul de testare IgG si IgM)

1 placa de microtitrare formata din 96 de godeuri individuale detasabile, acoperite cu antigen, liofilizate,

Tampon de dilutie - PBS (albastru, gata de utilizare) 2 x 50 ml, pH 7,2, cu agent conservant si Tween 20

Solutie de spalare - PBS (concentratie 20x) 50 ml, pH 7,2, cu agent conservant si Tween 20

Martor negativ IgG 1.300 pl, ser uman cu stabilizator de proteine si agent conservant, gata de utilizare

Martor de intrerupere (cut- off) IgG 1.300 pl, ser uman cu stabilizator de proteine si agent conservant, gata de utilizare

Martor pozitiv IgG 1.300 pl, ser uman cu stabilizator de proteine si agent conservant, gata de utilizare

Martor negativ IgM, 1.300 pl, ser uman cu stabilizator de proteine si agent conservant, gata de utilizare

Martor de intrerupere (cut- off) IgM 1.300 pl,ser uman cu stabilizator de proteine si agent conservant, gata de utilizare

Martor pozitiv IgM 1.300 pl, ser uman cu stabilizator de proteine si agent conservant, in stare gata de utilizare

Conjugat IgG (anti-uman), 11 ml, conjugat - peroxidaza din hrean - (oaie sau capra), cu stabilizator de proteine si agent

conservant in tampon Tris, gata de utilizare

11. Conjugat IgM (anti-uman), 11 ml, conjugat - si peroxidaza din hrean - (oaie sau capra) cu FCS si agent conservant in
tampon Tris, gata de utilizare

12.  Solutie substrat - tetrametil - benzidina (3,3’,5,5’-TMB), 11 ml, gata de utilizare

13. Solutie de stopare de citrat, 6 ml, contine un amestec de acizi
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4. Depozitarea si durata de valabilitate a kit-ului de testare si a reactivilor gata de utilizare

Depozitati kit-ul de testare la 2-8°C. Durata de valabilitate a tuturor componentelor este indicata pe etichetele corespunzatoare;
pentru durata de valabilitate a kit-ului consultati Certificatul de Control al Calitatii.

1. Benzile de microtitrare / godeurile individuale trebuie re-sigilate in pachet dupa scoaterea godeurilor individuale si
depozitate cu desicant la 2-8°C. Reactivii trebuie re-depozitati la 2-8°C imediat dupa utilizare.

2. Conjugatul gata de utilizare si solutia substrat de TMB sunt fotosensibile si trebuie depozitate la intuneric. Daca se
observa o reactie de colorare a substratului diluat din cauza incidentei luminii, acesta nu mai poate fi utilizat.

3.  Extrageti numai cantitatea de conjugat gata de utilizare sau TMB necesara pentru introducerea in test. Excesul de
conjugat sau TMB extras nu poate fi returnat, dar trebuie evacuat la deseuri.

Material Stare Depozitare Durabilitate
Probe de analizs diluate de la +2 pana la +8°C max. 6 h
nediluate de la +2 pana la +8°C 1 saptamana

de la +2 pana la +8°C 3 luni
de la +2 pana la +8° (depozitare in

Controale dupa deschidere

Placa pentru

ex dupa deschidere . . 2 3 luni
microtitrare punga livrata cu substanta de uscare)

Agent de absorbtie a nediluate, dupa deschidere de la +2 pana la +8°C 3 luni

factorului reumatoid diluate de la +2 pana la +8°C 1 saptamana
Conjugat dupa deschidere de la +2 pana la +8°C (ferit de lumina) 3 luni
Tetrametilbenzidina dupa deschidere de la +2 pana la +8°C (ferit de lumina) 3 luni
Solutie de oprire dupa deschidere de la +2 pana la +8°C 3 luni
dupa deschidere de la +2 pana la +8°C 3 luni

Solutie de spalare diluare finala (gata de utilizare) de la +2 pana la +25°C 4 saptamani

Seite 3 von 8 REV 6
VIROTECH EBV IgG/IgM ELISA RO Freigabedatum: 26.04.2022 09:25



5.

Masuri de precautie si atentionari

Drept seruri martor pot fi utilizate numai serurile care au fost testate si gasite negative pentru anticorpii HIV-1, anticorpii
HIV-2, anticorpii HCV si antigenul de suprafata al virusului hepatitei B. Totusi, probele, probele diluate, martorii,
conjugatele si fasiile de micro titrare trebuie considerate drept materiale potential infectioase. Manipulati produsele in
conformitate cu reglementarile de laborator.

Componentele care contin substante conservante, solutia de stopare de citrat si TMB au efect iritant la contactul cu
pielea, ochii si mucoasele. In caz de contact cu partile corpului, spalati imediat sub jet de apa si eventual consultati un
medic.

Evacuarea materialelor uzate trebuie facuta in conformitate cu reglementarile specifice tarii in care se utilizeaza.

Materiale necesare, dar nelivrate

N
©

7.
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Apa distilata / demineralizata

Pipeta cu opt canale 50 ul, 100 pl

Micro-pipete: 10 pl, 100 pl, 1.000 pl

Eprubete

Prosoape din hartie sau hartie absorbanta

Capac pentru placile ELISA

Container de gunoi pentru materialele infectioase

Spalator de maini ELISA sau dispozitiv automat de spalare a placilor EIA
Spectrofotometru pentru placi ELISA, lungime de unda = 450 nm, lungime de referintd = 620 nm (Lungime de unda de
referintda 620-690 nm)

Incubator

Procedura de testare

Modul exact de lucru specificat in manualul de utilizare VIROTECH Diagnostics reprezinta premisa pentru obtinerea unor
rezultate corecte.

7.1 Materialul de examinare
Ca material de analiza se pot utiliza serul si plasma (aici tipul anticoagulantilor nu are relevanta), chiar daca in acest prospect
se mentioneaza numai serul.
Pregatiti intotdeauna proaspat dilutia probei pacientului.
Pentru depozitare mai indelungata, serurile trebuie congelate. Se va evita decongelarea repetata.

1.
2.

Trebuie utilizate numai serurile proaspete ne-inactivate.
Serurile hiperlipidice, hemolitice, contaminate microbian si tulburi nu trebuie utilizate (pot da rezultate fals pozitive /
negative).

7.2 Pregatirea reactivilor
Sistemul Diagnostica de la VIROTECH Diagnostics ofera un grad inalt de flexibilitate in ceea ce priveste posibilitatea de
utilizare a tamponului diluat, solutiei de spalare, a TMB, a solutiei de stopare cu citrat, precum si a conjugatului, pentru toti
parametrii si pentru toate tipurile de loturi. Martorii gata de utilizare (martor pozitiv, martor negativ, martor cut off ) sunt specifici
parametrilor si se utilizeaza exclusiv cu lotul de placi indicat in Certificatul de Control al Calitaji.

1. Reglati incubatorul la 37°C si verificati setarea corespunzatoare de temperatura inainte de inceperea incubarii.

2. Aduceti toti reactivii la temperatura camerei inainte de a deschide ambalajul fasiilor de microtitrare.

3. Agitati bine toate componentele lichide Thainte de utilizare.

4.  Aducetila 1 | solutia de spalare concentrata, cu apa distilata sau demineralizata. Daca in concentrat s-au format cristale,
aduceti concentratul la temperatura camerei si agitati-l bine nainte de utilizare.

5. Un titru IgG ridicat sau factorii reumatoizi pot perturba detectarea specifica a anticorpilor IgM si pot conduce la rezultate
fals pozitive, respectiv fals negative. In consecinta, pentru o determinare IgM corecta este necesara, pretratarea
serurilor cu RF-SorboTech (adsorbant VIROTECH). Pentru martorii IgM nu este necesara pre-tratarea cu absorbant.
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7.3 Procedura de testare VIROTECH ELISA
1. Pentru fiecare determinare test pipetati cate 100 pl de solutie tampon diluata (blanc), martorii IgG si IgM pozitivi, negativi
si cut-off, precum si serurile diluate ale pacientilor. Propunem determinarea in duplicat (blanc, martori si serul
pacientului); pentru martorul cut-off aceasta este absolut necesara. Dilutia de lucru a serurilor pacientilor: 1+100; de ex.
10 pl ser + 1 ml tampon de dilutie.

2. Dupa pipetare incepeti incubarea timp de 30 min. la 37°C (cu capac).

3. Terminati faza de incubare prin spalarea fasiilor de microtitrare de 4 ori cu 350 — 400 pl solutie de spalare per godeu. Nu
I&sati deloc solutie de spalare in godeuri. Indepartati reziduurile pe o coalad de hartie.

4. Pipetati in fiecare godeu cate 100 ul de conjugat gata de utilizare.

5. Incubarea conjugatilor: 30 min. la 37°C (cu capac).

6. Stopati incubarea conjugatului prin spalare de 4 ori (consultati punctul 3 de mai sus).

7. Pipetati cate 100 pl de TMB gata de utilizare in fiecare godeu.

8. Incubarea solutiei substrat: 30 min. la 37°C (cu capac, a se pastra la intuneric).

9. Stoparea reactiei substratului: in fiecare godeu pipetati 50 ul de solutie de stopare cu citrat. Scuturati placa atent si bine

pana cand lichidul este complet amestecat si este vizibila o culoare galbena omogena.

10. Masurati extinctia (OD) la 450/620 nm (Lungime de unda de referinta 620-690 nm). Reglati fotometrul de asa maniera
incat valoarea pentru blanc sa fie dedusa din celelalte extinctii. Extinctiile trebuie masurate in interval de 1 ora dupa
adaugarea solutiei de stopare!

Consultati ultima pagina pentru schema procedurii de testare

7.4 Utilizarea procesoarelor ELISA

Toate testele VIROTECH Diagnostics ELISA pot fi utilizate pe procesoarele ELISA. Utilizatorul este obligat sa efectueze

periodic verificarea dispozitivelor (procesoarelor).

VIROTECH Diagnostics recomanda urmatoarea procedura:

1. VIROTECH Diagnostics recomanda efectuarea verificarii dispozitivului in conformitate cu instructiunile fabricantului
acestuia in momentul implementarii procesorului ELISA, respectiv dupa reparatiile mai mari.

2. Serecomanda verificarea ulterioara a procesorului ELISA cu kit-ul de validare (EC250.00). O verificare regulata cu kit-ul
de validare trebuie efectuata cel putin o data la trei luni, pentru a testa precizia procesorului.

3.  Criteriile de eliberare a Certificatului de Control al Calitatii pentru produs trebuie indeplinite pentru fiecare testare.

Datorita acestei proceduri, procesorul dvs. ELISA va functiona corespunzator si va garanta asigurarea calitatii in laboratorul

dvs.

8. Evaluarea testului

Martorii gata de utilizare servesc la determinarea semi-cantitativa a anticorpilor 1gG si IgM specifici. Concentratia acestora
poate fi exprimata n unitati VIROTECH = VE. Fluctuatiile rezultate in urma procedurii de testare pot fi compensate prin aceasta
metoda de calcul si astfel se obtine o reproductibilitate ridicata. Pentru calcularea VE utilizati media valorilor OD.

8.1 Controlul validarii testului
a) Valorile OD
OD a blancului trebuie sa fie < 0,15.
Valorile OD ale martorilor negativi trebuie sa fie mai mici decat valorile OD specificate in Certificatul de Control al Calitatji.
Valorile OD ale martorilor pozitivi, precum si a martorilor cut-off trebuie sa fie mai mari decat valorile OD specificate in
Certificatul de Control al Calitatii.
b) Unitatile VIROTECH (VE)
Unitatile VIROTECH (VE.) ale martorilor cut-off sunt definite ca 10 VE. Valoarea VE. calculatad pentru martorii pozitivi trebuie
sa se incadreze in intervalele specificate in Certificatul de Control al Calitatji.
Daca aceste cerinte (valori OD, VE.) nu sunt indeplinite, testul trebuie repetat.
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8.2 Calcularea unitatilor VIROTECH (VE.)
Extinctia pentru valoarea blanc (450/620 nm) trebuie scazuta din toate celelalte extinctii.

OD (martor poziti
VE (martor pozitiv) = (artor poziv) x10
oD (martor cut - off)
oD ient
VE @erpacienty = (erpactent x10
OD (martor cut - off)

8.3 Schema de interpretare I1gG si IgM

Rezultat (VE) Evaluare
<90 negativ
9,0-11,0 la limita
>11,0 pozitiv

Daca valorile masurate sunt peste intervalul de limita definit, acestea vor fi considerate pozitive.

Daca valoarea VE. masurata este la limita intervalului, inseamna ca nu exista o concentratie semnificativa de anticorpi,
probele fiind considerate la limita.

Pentru o detectare de precizie a unei infectii este necesara determinarea concentratiei de anticorpi in doua probe de
ser. O proba trebuie recoltatd direct la inceputul infeciiei, iar o a doua proba la mai tarziu (ser de convalescenta).
Concentratia de anticorpi a ambelor probe trebuie testata in paralel, adica intr-o singura etapa de testare. Un diagnostic
corect bazat pe evaluarea unei singure probe de ser nu este posibil.

Daca valorile masurate sunt sub intervalul de limita definit, in proba nu sunt prezenti anticorpi IgM specifici masurabili.
Probele vor fi considerate negative.

IgM 1gG
+ +
Indicarea unei infeciji primare
+ -
- + Indicarea unei infectji anterioare
- - Indicarea unei seronegativitati

8.4 Limitele testului

1. Interpretarea rezultatelor serologice va include intotdeauna tabloul clinic, date epidemiologice si alte rezultate de laborator
disponibile.

2. Unrezultat ELISA negativ nu exclude complet o infectie cu EBV.

3. Ladiagnosticarea diferentiala trebuie luati in considerare agentii infectiosi care dau tablouri clinice similare

4. Sunt cunoscute reactivitati incrucisate ale virusului Epstein Barr fata de familia virugilor herpetici. La un rezultat IgM pozitiv,
trebuie excluse in special reaciiile incrucisate fata de CMV.

5. Unrezultat IgM negativ nu exclude posibilitatea unei infectii primare, deoarece in unele cazuri nu se formeaza IgM in timpul
unei infectii acute (non-responder IgM) (8, 9).

6. In cazul suspiciunii clinice de infectie cu EBV si a unei serologii negative trebuie recoltatd o a doua proba de sange.

7. Unrezultat IgM EBV ELISA pozitiv trebuie verificat prin teste de confirmare specifice pentru EBV (VIROTECH EBV EA-D
IgG ELISA, EBV EBNAL1 IgG ELISA, EBV VCA IgG ELISA, EBV VCA IgM ELISA sau prin intermediul VIROTECH EBV IgG
LINE Immunoblot / VIROTECH EBV IgM LINE Immunoblot).

8.  Anticorpii care au fost transmisi pasiv la scurt timp Tnainte de examinare pot influenta rezultatul serologic al EBV. Acesta
poate fi de ex. cazul transfuziilor sangvine sau al anticorpilor transmisi pe cale materna la noul-nascut.
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10. Schema procedurii de testare

Pregatirea probelor pacientilor si a solutiei de spalare

1:101

de ex.:

V Probele IgG - Dilutie

10 pl ser/ plasma + 1.000 pl tampon de dilutie
(TamponUL de dilutie a serului este gata de utilizare)

v Solutia de spalare: Aduceti concentratul la 1 | cu apa distilata / demineralizata

V Probele IgM - Dilutie
1:101

Absorbtia factorilor reumatoizi cu RF-

SorboTech

5 ul ser/ plasma + 450 pl tampon de dilutie +
1 picatura de RF-SorboTech, incubati timp de 15 min. la
temperatura camerei.

Procedura de testare

Incubare probe

Spalare de 4 ori

Incubare conjugat

Spalare de 4 ori

Incubare substrat

Stopare

Masurarea
densitatii optice

30 minute la 37°C

30 minute la 37°C

30 minute la 37°C

100 pl probe pacienti

valoare blanc (tampon de dilutie) si martorii

400 pl solutie de spalare

Indepéartati reziduurile pe hartie de filtru

100 pl conjugat
1gG, IgM

400 pl solutie de spalare

Indepéartati reziduurile pe hartie de filtru

100 pl substrat

50 pl solutie inhibitoare
agitati cu atentie

Fotometru la 450/620 nm
(Lungime de unda de referinta 620-
690 nm)
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