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ImmunoCard” H. pylori

A Rapid Enzyme Immunoassay for the Detection of 1g9G to Helicobacter pylori
in Human Serum, Plasma and Whole Blood
Catalog No. 710030 For in vitro diagnostic use only

INTENDED USE

The ImmunoCard® H, pylorienzyme immunoassay (EIA) is an i vitro qualitative procedure for the detection of IgG to Heficobacter pyforiin human serum, plasma, or
whole blood. Test resulfs are intended to aid in the diagnosis of 4 pyloriinfection. The ImmuncCard® H. pylori assay may be performed in clinical laboratories and
physician’s offices.

EXPLANATION

The importance of Helicobacter pylori in gastrointestinal diseases has increased greatly since Marshall and Warren described the presence of campylobacter-like
arganisms in the antral mucosa of patients with histofogical evidence of antrum gastritis and peptic ulcers especially duodenal ulcers (15,3). Though a causative
relationship has not yet been fully established, the strong correlation between the presence of H. pyloriand histalogically confirmed gastritis, peptic ulcer disease and
gastric carcinoma can no longer be debated (3,11,20).

The ecological niche in humans appears to be restricted to the stomach and duodenum. Patients who harbor the organism are divided into two basic groups. The first
are those who are said to be “colonized”. These patients have the organism, yet have no signs of gastrointestinal disease. Those with symptoms and H. pylori are
considered to be infected. The process by which a colonized individual becomes infected remains unciear. The process by which patients become colonized is also still
under investigation {3,7,11,13,14).

The diagnostics strategies for the determination of H. pyfori have been deveioped along two lines. The first involves direct detection of the organism and, to date, is
invasive. The second, a noninvasive approach, involves the detection of antibodies made against H. pylori or the detection of the organism’s urease (8,9,22).

The invasive route requires that a biopsy be taken from the upper gastrointestinal tract. The presence of H. pyloriis then confirmed by direct microscopic examination
or culturing of the organism from the biopsy material. This strategy has the advantage of heing able to detect active infections while being highly specific with a very
high positive predictive value. The difficufties associated with this approach is that there is a risk and discomfort to the patient. In addition, H. pyloritends to colonize
in patches and may be missed totally by the biopsy. Culturing of 4. pyiorifrom biopsy material tends to be difficult and time consuming. These technical difficulties may
lead to false negative results {1,2,3,19).

The urea breath test is a noninvasive method that detects H, pylori by exploiting its highly active urease (3,8,10).

The most common noninvasive approach to the detection of A, pylori is the serological identification of specific antibodies in infected patients. Through an indirect
approach, the correlation between histological gastritis, the presence of 4. pylori, and seropositivity is extremely strong. The disadvantages of these tests are that most
require instruction to be interpreted and many have a lower specificity due to cross reactions from other organisms. Their major advantage is that they are rapid and
offer a high sensitivity (5,18,21).

ImmunoCard H. pylorils an enzyme immunoassay in a self contained device which detects 1gG antibodies to H. pylori. Resuits are interpreted by observing for a visual
color change within seven minutes after addition of specimen.

BIOLOGICAL PRINCIPLES

The test detects 1gG antibodies to H. pylori through the use of an enzyme immuncassay. Fach test card consists of a plastic housing and a fiber membrane which
provides the solid support for the EIA. There are two large sample ports and two smali reaction ports. The left reaction port serves as a GONTROL and has human lgG
antibodies immobilized on the fiber membrane. The right reaction port is the TEST port and contains immobilized H. py/ori antigens.

Patient serum, plasma, or whole blood is added to each of the two sample ports. After allowing the sample to enter the device and migrate along the membrane to the
reaction ports, anti-human lgG alkaiine phosphatase conjugate is added to the reaction ports and ailowed to enter the device. Wash Buffer and Substrate are then added
to each of the reaction ports. Reaction ports are observed for the development of blug color.

The development of blue color in the TESTreaction port indicates a positive test result. The absence of blue color in the TEST reaction port denotes a negative test result
The CONTROL reaction port serves as the procedural control, Coler development confirms that the reagents are performing and that the procedure was done correctly.

MATERIALS PROVIDED

1. Test Cards (30} — Individuaily foil pouched cards containing immobilized H. pylori antigens (TEST reaction port) and human IgG (CONTROL reaction poit).
2. Pasitive Contral (2.0mi ) — Human Serum containing 1gG antibodies to H. pyloriin a buffer (pH 7.3) with 0.1% sodium azide.
3. Negative Controi (2.0ml) — Nonreactive Human Serum in a buffer {pH 7.3} with 0.1% sodium azide.
4. Enzyme Conjugate (5.0mi) — Monoclonat anti-human IgG labeled with alkaline phosphatase in a buffer (pH 7.25) containing 0.1% sodium azide.
5. Wash Buffer (15ml) — Buffer (pH 7.2) containing 9.5% (weight/vol.) guanidine hydrachloride.
6. Substrate Reagent {15ml) — Buffer (pH 9.8) containing 5-bromo-4 chioro-3 indolyl phosphate and 0.1% sodium azide.
7. Whole Blood Sample Diluent (7.5ml) ~— Buffer (pH 7.0) containing sodium dodecyl sulfate and 0.1% sodium azide.
8. Transfer Pipettes (60).
MATERIALS NOT PROVIDED
1. Timer.

2. Test tubes (for whole blood only).
3. Capillary tubes (for whole blood-only).
PRECAUTIONS
1. All reagents are for in vitro diagnostic use only.
. R t i incubation times and temperature (22°-27°C) have been optimized for sensitivity and specificity. Best results are obtained by
adhering to these specifications. Once the assay has been started, complete ail subsequent steps without interruption.
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. Patient specimens and controls may contain infectious agents. The positive and negative cantrols contain human sera which were screened for HBsAg and
antibody to HIV and found to be regative, However, no test can offer compiete assurance that human biood will not transmit HIV, hepatitis or other infectious
agants, Therefore, patient specimens, controls, used Test Cards and other potentiaily hazardous material shiould be nandted at Biosafety Level 2 as recommended
in the CDC/NIH manual, “Biosafety in Microbiology and Biomedical Laboratories”; 1988.

4. Al ts and patient speci should he at room temperature (22°-27°C) hefore use. Additionally, ali reagents should he removed from the foam insert
and mixed prior to use.

. Do not interchangs reagents from different it ot numbers of use expired reagents.

. Hold reagent vials vertically to insure proper drop size and defivery. Do not aflow the tips of bottles or pipets to touch either the sample or reaction ports.

Replace caps on correct vials.

The Substrate Reagent may be light sensitive and should not be exposed to excessive ilumination. If this reagent exhibits a blue calor, it shouid be discarded.

Use only one transfer pipet per specimen. Discard after use. Do not attempt to reuse.

10. Disregard any color reactions in the sample (lower) ports. Results are determined by color development in the reaction (upper) ports only.

WARNING: Some reagents in this kit contain sodium azide, which is a skin irritant. Avoid skin contact with the kit reagents. Disposal of reagents containing sodium azide

into lead or copper plumbing can resuit in the formation of explosive metal azides. This can be avoided by flushing with a large volume of water during such disposal.

SHELF LIFE AND STORAGE
The expiration date is indicated on the kit label. Store at 2°-8°C and return the kit promptly to the refrigerator after each use.

SPEGIMEN HANDLING

1. Serum, plasma, or whole blood can be used in this assay. Sodium heparin, lithium heparin, sodium citrate and EDTA are acceptable anticoagulants. The performance
of the immunoCard® H. pylori assay with plasma obtained using other anticoagulants is unknown. Specimens must be collected using established laboratory
procedures.

2. Serum and plasma can be stored in the refrigerator at 2°-8°C for up to five days. if testing is to be performed at a later date, the specimen should be frozen. Avoid
repeated freezing and thawing. A cloudy serum/plasma specimen, of one containing particulate matter, may be centrifuged prior to testing.

3. Whole blood with anticoagutant can be used without centrifugation. With fithium feparin, EDTA, or sodium citrate, whole blood specimens can be stored at 2°-8°C
for up to 72 hours.

4, For fingerstick whole blood, completely fill capillary tube and test immediately.

PROCEDURAL NOTES
1. The ImmunoCard® Test Card format is diagrammed below:
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2. Batch pracessing of sampies or controls is possibie provided all procedural steps and incubation times are maintained for each Test Card.
3. The CONTROL (let} side of each card provides a procedural control which detects problematic specimens and tests the reagent performance.

PROGEDURE

This tast should be perfarmed by qualified personnel per local regulatory requirements.

PLASMA, SERUM AND CONTROLS

. Remove the appropriate number of Test Cards from their envelopes. Label with appropriate identification. Use one card for esach control or specimen to be tested.
Test Cards must be maintained in a horizontal position during the performance of the assay procedure.

. Using a transfer pipet, dispense two drops of serum or plasmato both lower sample ports.
Optionai Controls: The Positive Control is run by directly 4dding two drops to-both lower sampie ports of a card. The negative Control can be run in the samme
manner-on a separate card.

. Wait one minute after the sample or control has been added to both lower ports.

Add two drops of Enzyme Conjugate to both upper ports.

As soon as the Enzyme Conjugate is fully absorbed, add two drops of Wash Buffer to hoth upper ports.

As soon as the Wash Butfer Is fully absorbed, add two drops of Substrate Solution fo hoth upper potts.

Wait five minutes.

. Without delay, visually read upper wells only for the presence or absence of hlue cotor in the same order that the Substrate Sotution was added.

WHOLE BLOOD AND CONTROLS
1. Remove the appropriate number of Test Cards from their envelopes. Label with appropriate identification. Use one card for each specimen to be tested, Test Cards
must be maintained in a horizontal position during the performance of the assay procedure.

. Add four drops of Whole Blood Sample Diluent to fabsled glass test tube.

. Using a transfer pipet, add two drops of whele blood to the test tube.
NOTE: For fingerstick procedure, completely filt a capilfary tube with whole biood. Add the entire contents to 4 test tube that contains four drops of Whole Blood
Sample Dituent.
Optional Contrais: The Positive and Negative Controls are tested by adding two drops to the test tube which containg four drops of Whole Biood Sample Diluent.

. Using a new transfer pipet, dispense two drops of the diluted whole blood or cantrols to both lower sampie ports.

_ Wait three minutes aiter the sample or control has been added to both lower ports.

CAUTION: Some whole biood specimens may clog the membrane. If the sample does not completely we the test and control reaction ports, the test is invalid,

Add two drops of Enzyme Conjugate to both upper ports.

. As soon as the Enzyme Conjugate is fully absorbed, add twe drops of Wash Buffer to both upper poris.

. As soon as the Wash Buffer is fully absorbed, add two drops of Substrate Solution to both upper ports.

Wait five minutes.

Without delay, visually read upper welis only for the presence or absence of blue color in the same order that the Substrate Solution was added.
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QUALITY CONTROL
The Positive and Negative Controls should be assayed upou receipt of the kit and must yield the following resuits:

1. Positive Control: Visually detectable blue cofor in both reaction (upper) ports (Figure 1).

2. Negative Control: Visually detectable biue color in CONTROL (upper left) reaction port only. The TEST (upper right) reaction port should be colorless (Figure 2).
The Procedural Control present in the upper left port of each Test Card tests the individual specimen and reagent performance. Failure of the Procedural Control o yield
a blue color with any specimen or control reagent indicates an invalid test and the test should be repeated.

At the time of each use, kit components should be visually examined for obvious signs of microbial contamination, freezing, or leakage.

it is suggested that the results of each quality control check be recorded in an appropriate log book to maintain high quality testing records.

The Positive Controf stresses the test at the assay cut-off.

The Procedural Gontrol present in the upper left portion of each Test Card verifies the reactivity of each reagent.

If the Procedural, Positive or Negative Control doss not generate the appropriate and expected results, the testis invalid and the patient results should not be reported.

If the expected reactions are not observed and the reagents are still within their sxpiration date, please contact Meridian Bioscience Technical Support Center at
1-800-343-3858.

INTERPRETATION OF RESULTS
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Positive Test Resulf: Visually detectable bive cofor in BOTH reaction ports. Occasionally a positive test reaction may show evidence of a gradation of blue color from
the bottom of the port to the top. This should be considered a positive result. A positive test result indicates the presence of IgG to H. pylori.

Negative Test Result; Visually detectable biue color in CONTROL reaction port (upper left) only. The TEST reaction port {upper right) shouid he colorless to faint
grey. Occasionally, the TEST reaction port (upper right) may show evidence of a hint of blue color in the right or left side of the port, with the rest of the port remaining
colorless. This should be considered a negative test result, A negative test result indicates that g6 to H. pylori is absent or below-the level of detection of the assay.

Invalid Test Besult: No detectable color in CONTROL reaction port. Invalid test results may be dus to an ImmunoCard® reagent problem, a procedural error, or
clogging of the membrane by specimen: repeat test,

LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

. ImmunoCard® H. pyloritest results should be used in conjunction with information from the patient ciinical evaluation and other diagnostic procedures.

This test should only be used on patients who present symptoms suggestive of gastrointestinai disease. ImmunoCard® H. pyforiis not intended for use with
asymptomatic patients.

A Positive test rasult does not distinguish between an active infection and colonization by H, pylori

ImmuneCard® H. pyloriis a quaiitative test that only indicates the presence of IgG antibody to H. pyfori. This test doss not indicate that gastrointestinal disease s present.
. A Negative test result indicates the absence of IgG antibody ta H. pyfori or that the 1gG lavel is below that which can be detected by this test.

 ImmunoCard® H. pylori has not been tested in pediatric populations. Therefore, no performance characteristics have been established for this group.
ImmunoCard® H. pylori was evaluated for possible interferences from high levels at hemoglobin, lipid, and bilirubin. No interference was observed in serum
specimens that were either positive or negative for antibodies to H. pylori. Whole blood specimen results were not evaluated for interferences by these compounds.
. Whole blood specimens with hematocrit levels >61 volume % have not been evaluated and may clog the membrane.

EXPECTED VALUES

Studies on the epidemiology of H. pylori have shown that this ovganism is present worldwide (12,16). Gastritis caused by H. pylori has been shown to correlate with
age, ethnic background, family size and socioeconomic class (6,10). While the epidemiological studies on H. pyloriintection or colonization are ever expanding, the
route by which individuals acquire this organism is, at present, unknown (3,7,11,13,14).

Studies indicate that the incidence of infection in the United States may increase 1-2% annually {10). It is not uncommon to see positivity rates of 50% in those who
are 60 years or ofder. The frequency of H. pyfori infection in patients diagnosed with duodenal ulcers, however, has been shown for patients in every age group to be
approximately 80% {12). The positivity rates seen with #. pylori clearly depend on the sample population and how that popuiation is defined.

The ImmuncCard® H. pyforitest detects the presence of 16 antibodies to . pyforiin serum, plasma, and whole blood. Serafrom 43.2% of a general symptomatic population
were antibody positive by iImmunoCard® H, gylori. There was a 99.1% correlation of whoie blood and serum resuits ina general population of symptomatic and asymptomatic
individuals. Expected values for a given population shoutd be determined for each laboratory. The rate of positivity may vary depending on geographic location, method of
specimen collection, handling and transportation, test employed, and general health environment of the patient population under study.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The tmmunoCard® H. pyfori test was evaluated at two hospitals and one gastroenterology laboratory (4). Atotal of 382 serum specimens were obtained from patients
with gastrointestinal complaints. All patients underwent endoscopy. The ImmuncCard® H. pylori test was compared fo-results obtained from the biopsied material
using rapid biopsy urease tests.
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_— Biopsy Urease Test
immunoCard®
H: pylori- Positive Negative
Positive 115 50
Negative 2 215

n=382
Sensitivity = 98.2% (94.0-99.5)"
Specificity =81.1% (76.0-85.4)
Agreement = 86.4% (82.5-89.5)
95% confidence intervals calcuiated by the normal method are indicated in parenthesis:

Farty-seven biopsy urease test negative/immunoCard® H. pylori positive specimens were positive by a competitor's micratiter well EIA, Forty-six of these specimens
were positive by histological staining and/or the pathology diagnosis was associated with H. pyjoridisease. The additional information indicates that 47 of the 50 relative
faise positive results were, in fact, true antibody positives that were not positive by biopsy urease test. The two urease test positivetmmunoCard® H. pylori negative
specimens were antihody negative by a competitor's microtiter well ELA, indicating that these relative false negative results were trug antibody negative results.

tmmunoCard® H, pylori was compared to a competitor's microwel! based EIA alsa for the detection of IgG to H. pylori.

— Competitor EIA
¢ Card®

H. pylori: Pasitive Negative {

Positive 161 4 0

Negative 5 PAR 1
= 382
Relative Sensitivity = 97.0% (93.1-98.7)*
Relative Specificity  =98.1% {95.3-09.3}

Relative Agreement = 97.6% (95.6-88.7)

One EIA negativeAmmunoCard® H. pyfori positive specimen was positive by the biopsy urease test. Three EiA negative/ immunoCard® H. pylori positive specimens
were negative by the biopsy urease test. All five ImmunoCard® H. pylori negative/EIA positive specimens were negative by the biopsy urease fest. The one EIA
indeterminate/immunoCard® H. pylorinegative specimen was biopsy urease test negative.

A specimen matrices study evaluated whole blood collected in lithium heparin, EDTA and sodium citrate and serum collected from 108 symptomatic and asymptomatic
individuals. The relative comparison of whole blood to serum was not traceable to biopsy results. There was a 99.1% (95% Cl = £1.8%) agreement between whole
biood results, regardless of anticoagulant (30 positives) and serum resuits {31 positives).

A comparison of the results of capillary whole blood obtained by finger stick and serum from 77 individuals indicated 100% agreement; 15 positives and 62 nagatives.
The specimen results were not traceable 1o biopsy results.

REPRODUCIBILITY

Two clinicaf test sites ran a negative, low positive and high positive serum specimen ten times a day each of three days. The Positive and Negative Controls were run
three times a day over this testing period. Three clinical test sites ran the Positive and Negative Controls and four negative and four positive serum specimens three

times a day for three days. A totai of 450 assays were performed at ail the testing sites. The inter and intra-assay reproducibility of immunoCard® H. pylori with ail
specimens was 100% {4).

ASSAY SPECIFICITY

A. Bacterial Studies
Adsorption studies demonstrated that ImmuneCard® H. pylori does not suffer cross reactivity problems with the following clinicalisolates (C1) or ATCO strains {4).

Campylobacter cofi Cl Kiebsiefla pneumoniae ATCC 13883
Campylobacter fetus Gl Proteus vulgarus ATCC 8427
Campylobacter hyointestinalis ATCC 29543 Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027
Campylobacter jejuni ATCC 33292 Pseudomonas fluorescence Cl
Campylobacter lari ¢l Saimonelia sp Gt
Campylobacter rectus ATCC 35217 Serratia liquefaciens ATCC 3551
Candida albicans ATCC 10231 Shigelia flexnerf Ct
Citrobacter freundif ATCC 8090 Shigella sonnei

Fnterobacter aerogenes ATCC 13048 Staphylococcus aurgus (Cowan 1) ATCC 12598
Enterobacter cloacag ATCC 13407 Streptococeus fagcalis cl
Escherichia coli ATCC 8739 Wolinella succinogenas ATCC 29543
Helicobacter cinaedi ATCC 35683 Yersinia enterolitica Cl

B. Serum Studies

Sera from patients who were culture positive or had serologic evidence of the following diseases did not react when tested in ImmunoCard® H. pylori (4).

Anti-Nuclear Antibody Cytomegalovirus Rheumatoid Factor Rubeila
Lupus Erythematosus Toxoplasma influenza A Coccidioldes
Histoplasma Mononucleosis Herpes Simplex Virus Cryptococous



ImmunoCard”® H. pylori

Test rapido immunoenzimatico per la ricerca di 1gG anti-Helicobacter pylori nel siero, plasma e sangue intero

FINALITA D’'USO
ImmunoCard® H. pylori & un test immunoenzimatico (EIA) che consente 1a ricerca qualitativa in vitro delle 19G anti-Helicobacter pylorinel siero, nel plasma e nei sangue
intero. | risultati di tale esame rappresentano un aiuto nella diagnosi deliinfezione causata da 4. pyiori 1l test pud essere eseguito sia in laboratorio che ambulatoriaimente.

SPIEGAZIGNE

Limportanza del ruclo sostenuto da Helicobacter pylori nelia patologia gastrointestinale & stata riconosciuta con sempre maggiore frequenza da quando Marshall e
Warren hanno descritto la presenza di un microrganismo simile a Campylobacter a livello della mucosa antrale di pazienti con evidenza istologica di gastrite antrale, di
ulcera peptica e soprattutto di ulcera duodenale {3,15].

Sebbene non ne sia stato ancora completamente dimostrato il ruclo eziologico, la stretta correlazione tra la presenza di H. pylori e quadri istologicamente confermati
di gastrite, ulcera peptica & carcinoma gastrico non viene piti messa in discussiong [3,11,20].

La nicchia ecologica neli'organismo umano Sembra essers limitata aflo stomace ed al duodeno. | pazient] vengono divisi in due gruppi: quelll “colonizzatl”, ciog quelli
che pur avendo il microrganismo non presentano sintomi di malattia, e quelli “infettati”, cioé quelli che presentano fa sintomatologia. Non si conosce ancara il
meccanismo del passaggio di un paziente dallo stadio di colonizzato a quello di infettato {3,7,11,13,14].

| test diagnostici per la determinazione delia presenza di H. pylori sequona due direzioni. La prima richiede la dimostrazione della presenza det microrganismo ed &
tuttora una procedura invasiva. La seconda implica la dimostrazione delia presenza di anticorpi anti-H. pyfori oppure dell’enzima ureasi prodotto dal microrganismo:
entrambi questi test non sone invasivi [8,9,22].

Le procedure invasive richiedono it prelievo di un campione bioptico: 1a presenza di H. pylori viene guindi confermata mediante esame istologico oppure mediante
esame coltural. In questo modo si posseno diagnosticare e infezioni acute con un'slevata specificita ed un notevole valore predittivo positive. Le difficolta nascono
dat fatto che il prelievo bioptico viene eseguito in corso di endescopia, che rappresenta un esame molto fastidioso e che comporta un certo rischio per if paziente.
Inoltre, H. pylori non colonizza 'intera mucosa ma solo alcune zone, pertanto il campione bioptico potrebbe anche essere preifevato da zone non colonizzate. L'esame
colturale per Fisolamento di 4. pylori dal materiale bioptico st presenta di difficile esecuzions s richiede tempi abbastanza lunghi: tali difficolta tecniche possono portare
a risultati falsi negativi {1,2,3,191.

1t metodo chiamato “urea breath test” rileva la presenza di H. pyfori attraverso Pattivita del’enzima ureasi prodotto da tale microrganismo [3.8,10].

L'approceio non invasive piti comunemente usato per la diagnosi defl'infezione causata da H. pylori & rappresentato dai test sierologici per la ricerca di anticorpl
spacifici nei pazienti infetti. Attraverso questo metodo indiretto & stato possibile dimostrare una stretta correlazione tra evidenza istologica di gastrite, presenza di H.
pylorie positivitd sierologica.

Lo svantaggio di molti di questi test & dato dal fatto che V'interpretazione dei risultati non & sempre immediata ¢ la maggior parte di essi non ha un'elevata specificita a
causa di reazioni crociate con altri microrganismi. Il maggior vantaggio & rappresentato dalla rapidita e dallalta sensibilita [5,18,21].

il test ImmunoCard H. pylori & basato su una tecnica immunoenzimatica su membrana per la ricerca di 1gG anti-H. pyfori. | risultati sone interpretati valutando lo
sviluppo di colore dopo 7 minuti dall’aggiunta del camplone.

PRINCIP! BIOLOGICI

|t test immunoenzimatica ImmunaGard H. pyloririleva la presenza di IgG anti-H. pylori, Il sistema & costituito da un involucro di plastica e da una membrana che serve
come supporto solido per it metodo EIA. Nella card sono presenti due pozzetti grandi (dove si aggiungono i campioni) e due pozzetti piccoli (dove avviene fa reazione
e si leggono i risultati). La parte sinistra della card (CONTROL) serve come controllo procedurale, in quanto contiene IgG umane adsorbite sulla membrana. La parte
destra (TEST) contiene antigene di 4. pylori adsorbito sulta membrana del pozzetto di reazione, per cui serve per I'nterpretazione del risultate del paziente.

i campione di siero, di plasma o di sangue intero viene distribuito in entrambi | pozzetti inferiori ¢ viens lasciato migrare lungo la membrana fino a che raggiunge |
pozzetii di reazione. Si aggiunge quindi il coniugato anti-igh umane marcato con fosfatasi aicafina nei pozzetti superiori. St fascia assorbire tale reagente dopodiche si
aggiungono, nei pozzetti di reazione, il tampone di favaggio e, successivamente, it substrato. Quindi silegge il risuitato osservando I'eventuale sviluppo di colore blu nei
pozzetti di reazione. Lo sviluppo di colore bl net pozzetto di reazione dalla colonna TEST indica un risultato pasitivo per la presenza di 1gG anti-H. pylor, se non c'é
sviluppo di colore il risultato & negativo. La parte sinistra serve come controlio procedurale per verificare 'avvenuta migrazione dei campioni lngo la membrana ed il
correfto funzionamento dei reagenti.

MATERIALI FORNITI
. Card (30) - Confezionate singolarmente in buste sigillate. Contengano antigene di H. pyiori {pozzetto di reazione TEST) edt 1gG umane (pozzetto di reazione CONTROL).

. Contrallo Positive (2.0 ml) - Siero umano contenente IgG umane anti-H. pylor, diluito in soluzione tampone (pH 7.3) contenente sodio azide allo 0.1%.

. Controllo Negative (2.0 ml) - Gampione di siero umano normale non contenente lgG umane anti-. pylori, dituito in soluzione tampone (pH 7.3) contenente sodio
azide alto 0.1%.

Coniugato Enzimatico (5.0 mi) - Anticorpi monocionali anti-lg6 umane marcati con fosfatasi alcalina difuiti in soluzione tampone (pH 7.25) contenente sodlio
azide alio 0.1%.

5. Soluziane di lavaggio (15 mi) - Soluzione tampone (pH 7.2) contenente il 9.5% (peso/voiume) di guanidina idrocioruro.
6. Substrata (15 mi} - Soluzione tampone contenente 5-bromo-4-clore-3-indolil fosfato e sodio azide allo 0.1%.
7
8

[AR RN

&

. Biluente per sangue intero (7.5 ml) - Soluzione tampone (pH 7.0) contenente sodio dodecil solfato e sodio azide allo 0.1%.
. Pipette monouso (60).

MATERIALI NON FORNITI
1. Timer.
2. Provette (solo per la dituizione del sangue intera).
3. Capillari (solo per il sangue intero).

PRECAUZIONI

1. Tutti i reagenti sono destinati esclusivamente ad uso diagnostico in vitro.

2. La concentrazione dei reagenti, i tempi e la temperatura di incubazione (22°-27° C) sona stati ottimizzati per otenere a massima sensibilita e specifisita. Pertanto
Frisultati migliori i d nol te a procedura. Una votia iniziate il test, hisogna completare futti | passaggi successivi senza interruzioni.

3. | campioni dei pazienti ed i sieri di contrello possono contenere agenti infettivi. It Controllo Positivo e Negativo sono stati preparati da un pool di sieri umani che
sono risultati negativi per fa ricerca di HBsAg e di anticorpi anti-HIV-1. Tuttavia non esistono test che offrano I'assotuta certezza che il sangue umano (o suoi
derivati) non sia in grado di trasmettere if virus HIV, quello dell'epatite o altri agenti infettivi. Pertanto i campioni dei pazienti, i controlii e fe card usate devono
essere trattate secondo le norme previste per il Biosafety Level 2 citato net manuale “Biosafety in Microbiology and Biomedicaj Laboratories” edito nei 1988 a cura
del Centers for Disease Control/National Institute of Health.
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. Tuttii reagenti e i campioni dei pazienti devano essere portati a temperatura amhiente (22°C-27°C) prima dell’uso. Inoltre tutti i reagenti dovrebbero essere
tolti dalta spugna contenuta nel kit & mescolati prima dell’uso.

Non scambiare reagenti appartenenti a lotti differenti na utilizzare reagenti scaduti,

. Tenere i flaconcini e le pipette in posizione verticale per assicurare 'erogazione dell'esatta quantita di reagenti e di campione. Evitare di toccare con i contagocce
dei flaconi o con le pipette sia i campioni sia la membrana dei pozzetti di reazione.

. Richiudere ciascun flacone di reagenti con il corrispondente tappo colorato.

1l Substrato pubd essere sensibile alla luce e non dovrebbe essere esposto ad una fonte di illuminazione troppo forte. La soluzione dovrebbe essere incolore: se

€ssa appare colorata in blu deve essere sliminata,
9. Utilizzare una sola pipetta per ciascun campione. NON RIUTILIZZARE LE PIPETTE,

10. Non prendere in considerazione eventuali sviluppi di colore nei pozzetti dei campioni (inferiori). | risultati vengono determinati dall'eventuale sviluppo di colare nei

soli pozzett di reazione (superioti).

ATTENZIONE: Alcuni reagenti contenuti in questo kit contengono sodio azide che & un composto dermoirritante. Evitare il contatto con Ja cute, U'sliminazione dei

reagenti contenenti sodio azide nelte tubazioni di scarico contenenti piombo o rame pud provocare la fermazione di azidi metalliche esplosive. Tale pericoio pud essere

evitato lasciando scorrere notevoli quantitd di acgua durante tale operazione.

STABILITA E CONSERVAZIONE
La data di scadenza & indicata sulf'etichetta esterna, Conservare il kit a 2°-8° G & rimetterlo in frigorifero immediatamente dopo {'utitizzo.

TRATTAMENTO DEI GAMPIONI

1. Con questo test si possono utilizzare campioni di siero, plasma o sangue intero. Come anticoagulanti di possono usare sodio-eparina, litio-eparina, citrato di sodio
ed EDTA. Le prestazioni dei test ImmunoCard #. pylori con campioni ottenuti utilizzands altri tipi di anticoagulante nos sono state valutate, | campioni devono
essere prelevati mediante tecniche standard,

2. T campioni di siero o di plasma posseno essere conservati a 2°-8° ¢ per un massimo di 5 giorni. Se il test non pud essere eseguito entro tale periodo, i campioni
possono esserg congelati. Evitare accuratamente di sottoporre i sieri a cicli ripetuti di congelamento ¢ scongefamento. il campione di siero/plasma deve essere
centrifugato prima di eseguire il test se si presenta torbido oppure contiene materiale corpuscolato.

3. Pud essere utilizzato sangue intero contenente anticoagulanti senza necessita di centrifugazione. | campioni di sangue intero contenente litio-eparina, citrato di
sodio ed EDTA possono essere conservati a 2°-8° G fing a 72 ore.

4. Per il sangue intero ottenuto mediante puntura del dito il test deve essere eseguito inmediatamente dopo aver raccolto il sangue con il capillare.

NOTE PROCEDURALLI
1. Laforma delle Test Card del kit ImmunoCard H. pylori & riportata in figura,
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substrato,

4 laggere i risultati)

2. Si possono eseguire pili test contemporaneamente, avendo Paccortezza di completare ciascun passaggio procedurale per tutti i campioni prima di passare a quello
SUGCESSivD.

3. La parte sinistra (FONTROL) di ciaseuna card fomisce un controllo procedurale per ciascun campione. Tale controllo permette di verificare la corretta migrazione
dei camploni ¢ dei reagenti lungo fa membrana, nonché Fadeguato funzionamento dei reagenti,
PROCEDURA
# test dovrehibe essere eseguito da le gualificata in base alle regolamentazioni locali.
PLASMA, SIERQ E CONTROLLI

1. Estrarre il numero di card necessarie dalle rispettive buste sigitlate. Contrassegnare ciascuna card in modo appropriato; ufilizzare una sola card per ciascun
controflo o campione da esaminare. Le card devono essere mantenute in posizione orizzontale durante tutte le fasi del test.

2. Usando una delle pipette fornite con il kit, distribuire due gocee di siero o plasma in entrambi i pozzetti dei campioni (in bassa).
Controlli Opzionali: | controlli Positivo e Negativo vengono testati aggiungendo 2 gocge di ciascun siero di controflo in entrambi i pozzetti dei campioni (in basso)
di due card separate.

3. Attendere 1 minuto dal momento deil'aggiunta dei campioni.

4. Aggiungere 2 gocce di Coniugato Enzimatico ad entrambi | pozzetti di reazione (in alto).

5. Non appena i coniugato & stato completamente assorbito, distribuire 2 gocee di Tampone di lavaggio in entrambi | pozzetti di reazions {in alto}.

8. Non appena il tampone di lavaggio & stato completaments assorbito, aggiungsre 2 gocce di Substrato ad entrambi | pozzetti di reazione (in alto).

7. Attendere 5 minuti.

8. Leggere ii risuf isi te (presenza o di coloraziene bluj immediatamente allo scadere del tempo stabilito.

SANGUE INTERO E CONTROLLI
1. Estrarre it numero di card necessarie dalle rispttive buste sigillate. Contrassegnare clascuna card in modo appropriato; utifizzare una sola card per clascun
controlio 0 campione da esaminare. Le card devono essere mantenute in posizione orizzontale durante tutte le fasi det test,
Aggiungere quattro gocce di Diluente per sangue intero a clascuna provetta,
Usanda fa pipetta aggiungere due gocee di sangue intero a clascuna provetta,
NOTA: per la procedura di puntura del dito, riempire completamente il capitlare con if sangue intero.
Controlli Opzionaii: { controlli Positivo e Negativo vengono iestati aggiungendo 2 gocce di ciascun siero di controllo in ciascuna di due provestte contenenti 4
gacee di Diluente per sangue intero. '
Utilizzando una nuova pipetta, aggiungere dus gocee di sangue interc o controllo dilulti In entrambi i pozzetti dei campioni (in basse).
Attendere 3 minuti dal momento dell'aggiunta dei camploni.
ATTENZIONE: Alcuni campioni df sangue intero possono intasare fa membrana. Se il campione non migra fino alla zona Test & Control, if test deve essere
considerato non valido.
. Aggiungere 2 gocee di Coniugate Enzimatico ad entrambi i pozzetti di reazione (in alto).
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7. Non appena i coni & stato complet te assorbito, distribuire 2 gocce di Tampone di lavaggio in entrambi | pozzetti di reazione {in alto).
8. Mon appena il tampone di lavaggio & stato completamente assorbito, aggiungere 2 gocce di Substrato ad entrambi | pozzetti di reazione (in alto).
9. Attendere 5 minuti.

10. Leggere ii risuitato visivamente (presenza o assenza di colorazione blu) immediatamente allo scadere del tempo stabilita.

CONTROLLO D! QUALITA
il Cantrollo Positivo e Negativo forniti con it kit dovrebbero essere testati al momento dellarrivo del kit & devono dare | seguent risultati:

1. Controllo Positivo: si deve notare visivamente lo sviluppo di colore biu in entrambi i pozzetti di reazione (in alto) (Figura 1),

2. Controlio Negative: si deve notare visivamente lo sviluppo di colore blu solo nel pozzetto di reazione CONTROL (inalto a sinistra). I pozzetto di reazione TEST (in

alto a destra) dovrebbe rimanere incolore (Figura 2).

il Controtle Procedurale presente nel pozzetta in ailto a sinistra di ciascuna card serve per verificare avvenuta migrazione dei campioni lungo fa membrana ed i corretto
funzionamento dei reagenti. Se nel Controllo Procedurale non si ha sviluppo di colore blu con un campione o con un controllo, il risultato non & valido ed il test
dovrehbe essere ripetuta.
Ogni volta che si usa il kit bisognerebbe esaminare ciascun flacone di reagente per verificare che non presenti segni evidenti di contaminazione microbiologica, di
congelamento o di perdite. i
Si consiglia di trascrivere i risultati di ciascun controilo di qualita in un apposito registro, per mantenere un efevato standard qualitativo e per ottemperare afle norme
degli Enti prepost ai controlll,
Se i Controili Procedurale, Positivo e Negative non danna i risultati attesi, il test non & valido e i risultati del paziente non possono essere riportati.
Quafora si ottengano risultati diversi da quelli previsti ed i reagenti non siano scaduti, si prega di contattare il Servizio Glienti della Meridian.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI
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Fig. 2 Fig. 3 Fig. 4

Risultato Positive Risultato Negative  Risultalo nonvalido  Risultalo nonvalide
Risultato Positive: Si nota sviluppo di colore blu visivamente apprezzabile in ENTRAMBI | pozzetti di reazione. A volte un test positivo pub mostrare diverse tonalita di
colore all'interno del pozzetto di reazione. Un risultato positivo indica la presenza di-1gG anti-H. pylori.
Risultato Negative: Si nota sviluppo di colore biu visivamente apprezzabile solo nel pozzetto di reazione CONTROL (in alto a sinistra). Il pozzetto di reazione TEST (in
alto a destra) dovrebbe rimanere incolore oppure assumere un debols colore grigio. Pud succeders a volte che nel pozzetto di reazions TEST (in aito a destra) si noti
uno sviluppo di colore blu sul lato destro o sinistro, mentre il resto del pozzetto rimane incolore: tale risultato deve essere considerato come negativo. Un risuftato
negativo indica o l'assenza di Y9G anti-H. pyfori oppure la foro presenza a livelli inferiori al limite di sensibilitd del metodo. .
Risultato Non Valido: Non si nota alcuno sviluppo di colore biu nel pozzetto di reazione CONTROL (in alto a sinistra). Un test non valido pud essere causato da

problemi sia con { reagenti che con la card, da un errore nell’esecuzione delia metodica oppure da una ridotta migrazione del campione fungo ta membrana. tn questo
caso si consiglia di ripeters il test.

LIMITAZIONI DEL TEST

. I risultati ottenuti con it test ImmunaCard H. pylori dovrebbero essere valutati alla luce del quadro clinico del paziente & del risultato di tutti gli altri esami eseguiti.
. Questo test deve essere usato solo su pazienti con sintomi riferibili a malattia gastrointestinale, | test ImmunoCard H. pylori non & stato sviluppate per 'uso su
pazienti asintomatici.
. Un risuttato positive non permette di discriminare tra infezione acuta e colonizzazione,
Htest immunoCard H. pylorié solo qualitativo ed indica uni ta presenza dt 1gG anti-H. pylori, ssso non § in grado diindicare la presenza o meng di malattia
gastrointestinale in atto.
. Un risuitato negativo indica o I'assenza di 1gG anti-H. pylori oppure la loro presenza a livelli inferiori al fimite di sensibilita del metodo.

. Itest ImmunoCard H. pylerinon & stato valutato su pazienti in eta pediatrica, quindi non sono note le prestazioni caratteristiche di questo test per tale popolazione.
. Il test ImmunoCard H. pylori & stato valutato per le possibili interferenze causate da aiti fivelii di emoglobina, lipidi, e bilirubina. Non # stata notata alcuna
interferenza in campioni sia positivi che negativi agli anticorpi anti-A, pylori. Tali possibili interferenze non sono state valutate per i campioni di sangue intero.

8. Campioni di sangue intero con valori di ematocrito >61 volume % non sono stati valutati e potrebbera intasare la membrana.

VALORI ATTESI

G studi epidemiologici su A. pyfori hanno dimostrato che quests micrarganismo ha una diffusione mondiale [12,16]. L'incidenza della gastrite causata da H. pylorié
correlata ad etd, razza, numero ¢i componenti e condizione socic-economica della famiglia [6,10). La via di infezione attraverso la quale un soggetto acquisisce H.
pylorinon & ancora nota, anche se gfi studi epidemiologici sull'infezione e/o colanizzazione sono in costante aumento [3,7,11,13,14].

Tali studi indicano che lincidenza di infezione negli Stati Uniti pué aumentare annuatmente deil1-2% {10]. Non & raro riscontrare percentuali di positivita anche del
50% in soggetti con piu di 60 arini. La prevalenza di infezione causata da M. pylori in pazienti a cui & stata diagnosticata un‘ulcera duodenale sale fino all'80%,
indipendentemente dail’eta del soggetto [12]. Chiaramente il tasso di positivita per H. pylori dipend dal tipo di popolazione studiata e dai criteri che hanno determinato
la sceita di tale popolazione.

1t test ImmunaCard H. pylori rileva la presenza di anticorpi della classe IgG anti-H, pylorinet siero, nel plasma o nef sangue intero. Mediante tale test & stata analizzata
una popolazione generica sintomatica ed & stato riseontrata una positivit pari al 43.2%. incitre in una popolazione di individui sintomatici ¢ asintomatici si & ottenuta
una corretazicne del 99.1% tra risultati ottenuti da sangue intero e da siero.

| risultati attesi in un determinato campione di popolaziane variano da un laboratorio all'altro e possono dipendere dalla localizzazione geografica, dal metodo utilizzato
per il prelievo, it trattamento ed il trasporto del campione, dal tipo di test utilizzato, nonchg dalle condizioni general di salute della popolazione esaminata.

PRESTAZION! DEL TEST

! test ImmunaCard H. pylori & stato valutato presso due Ospedali ed un Laboratorio di gastroenterologia [4]. E' stato esaminato un totale di 382 campioni di siero
appartenenti a pazienti con disturbi gastrointestinali. Tutti | pazienti sono stati softoposti ad endoscopia. | risultati ottenutt con il test immunoCard H. pyfori sono stati
paragonati a quelli ottenuti con il test dell'ureasi eseguito sui campioni bioptict.
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e Test dsil'ureas! sucampion‘i bioptic t
immunoGard®
H:: pylari: Positivi Negativi \
Positivi 115 50 .
Negativi l 2 l 215 l
n =382

Sensibilita = 98.2% (94.0 - 99.5)"
Speeificith = 81.1% (76.0 - 85.4)
Concordanza = 86.4% (82.5 - 89.5)
* Tra parentesi sono indicati gl intervalli i confidenza del 95%

Quarantasette campioni positivi con il test ImmunoGard H, pylori e negativi con il test delt'ureasi sono risutati positivi con un test EIA del commercio. Quarantasei di
questi campioni erano positivi all'istologia e/o a diagnosi del patologo era di infezione da H. pylori.

Ulteriori informazioni hanne permesso di verificare che 47 dei 50 campioni apparentemente faisi positivi erano in realts veri positivi per gli anticorpi ma negativi
mediante test dell'ureasi, | due test ureasi positivi/ ImmunoCard H. pyleri negativi erano negativi anche mediante il test EiA det commercio, indicando che questi
risuftati apparentemente falsi negativi erano in realtd veri negativi per gli anticorpi.

| risultati ottenuti con il test ImmunoCard H. pyfori sono stati paragonati a quelii ottenuti con il test EIA dei commercio per la ricerca di anticorpi lg6 anti-H.pylor.

- EIA def commercio
ImmunpCard®
H. pylori Positivi | Negativi |} |
Positivi 161 4 0
Negativi 5 21 1 J
n =382

Sensibilita = 97.0% (93.1 - 88.7)"
Specificita = 98.1% (95.3 - 99.3)

Concordanza = 97.6% {95.6 - 98.7)
Un campione E1A negativo/immunaCard H. pylori positivo era positivo anche mediante i test dell"ureasi,
Tre campioni EJA negativifimmunaCard H. pyleri positivi erano negativi anche mediante il test dell’ureasi.
Tutti & cinque | campioni immunoCard H. pylori negativi/EIA positivi erano negativi anche mediante il test dellureasi. Un campione indeterminato mediante EIA/
ImmunoCard H. pylori negativo era negativo mediante il test delt'ureasi.
In uno studio sono stati valutati 108 campioni di sangue intero raccolto in litio-eparina, EDTA, sodio citrato e campioni di siero tutti prelevati da individui sintomatici e
asintomatici. It confronto tra risuitati da sangue intero e siero non ¢ stato riferito ai risuitati del test dellureasi. Si & ottenuta una concordanza pari 99.1% (Ci
95%=+1,8%) tra risuitati da sangus intero con i coagulanti (30 positivi) e | risultati da siero (31 positivi).
Un confronto dei risultati ottenuti da sangue intere mediante puntura del dito in 77 pazienti ha indicato una concordanza del 100%: 15 positivi 8 62 negativi. Anche in
questo caso il confronto non & stato riferito ai risuitati del test deil'ureasi.
RIPRODUCIBILITA
Due laboratori ospedalieri hanno eseguito il test per 10 volte al giomo ogni tre giorni su tre campioni, rispettivamente un campione negativo, uno positivo a basso titolo
ed uno ad alte titolo. 11 Controlio Pasitivo ¢ Negativo sono stati testati tre voite al giormo durante la valutazions.
Tre laboratori ospedalieri hanno testate il Controlio Positive, il Controllo Negativo, quattro campioni negativi e quattro positivi tre volte al giorno per tre giorni.
n totale, presso i vari laboratori interessati, sono stati esequiti 450 test. La riprogucibilita inter- ed intra-esame de testimmunoGard H. pylorié risultata pari al 100% [4].
SPECIFIGITA
A. Sospensioni hatteriche

Studi di adsorbimento hanno dimostrato che if test tmmunoGard H. gyfarinon risente di reazioni crociate con i sequenti ceppi isolati da campioni biologici (CI) o ceppi
di collezione (ATCC):

Campylobacter coli Cl Kiebsiella pneumoniag ATCC 13883
Campylobacter fetus Gl Proteus vulgarus ATCC 8427
Campylobacter hyointestinalis ATCC 29543 Pssudomonas aeruginosa ATCC 9027
Campylobacter jejuni ATGC 33292 Pseudomonas fluorescence Gi
Campylobacter lari Gl Salmonelfa sp cl
Campylobacter rectus ATCC 35217 Serratia liquefaciens ATCG 3551
Candida albicans ATCC 10231 Shigelia flexneri Cl
Citrobacter freundii ATCC 8090 Shigella sonnei Ct
Enterobacter agrogenss ATCG 13048 Staphylococcus aureus {Cowan ) ATCC 12598
Enterobacter cloacag ATCG 13407 Streptococcus fagealis Gt
Escherichia coli ATCC 8739 Wolinella succinogenes ATGC 29543
Helicobacter cinaedi ATCC 35683 Yersinia enterolitica l

B. Studi sieroiogici
Sieri provenienti da pazienti con positivita colturale o sierologica per ie seguenti malattie non hanno dimostrato alcuna reazione crociata con il test ImmunoCard H. pylori [4]:

Anticorpi anti-nucieo \nfezione da Cytomegalovirus Artrite reumatoide Rosofia
Lupus eritematoso sistemico Toxoplasmosi Influenza A Coocidioidomicosi
Istoplasmaosi tiononucleosi infettiva Herpes Simplex Criptococcosi



ImmunoCard”® H. pylori

TEST IMMUNO-ENZYMATIQUE RAPIDE POUR LA DETECTION DES IGG DIRIGEES CONTRE
HELICOBACTER PYLORI, DANS LE SERUM, LE PLASMA ET LE SANG TOTAL HUMAIN

BUT DE LA METHGDE

Le test immunc-enzymatique (ELISA) immunoCard H. pyfori est une procédure in vitro qualitative pour la détection des IgG dirigées contre H. pylori dans le sérum, le
plasma et fe sang total humain. Les résultats du test sont destinés & aider au diagnostic des infections & H. pylori. Le test immunoCGard H. pyfori peut 8tre réalisé dans
les laboratoires cliniques ou au cabinet du praticien.

INTRODUCTION
Limportance d' Helicobacter pylori dans les atteintes gastro-intestinales a fortement augmenté depuis que Marshall et Warren ont décrit la présence d’organismes de
type Campylobacter dans ia muqueuse le de patients présentant des signes histologigues de gastrite et d'ulcére, en particulier d’ulcdre du duodénum (15, 3).

Bien qu’un lien de causalité n’ait pas été encore pieinement établi, fa forte corrélation entre la présence de H. pyfori et les gastrites confirmées de fagon histofogique,
les uicéres et les carcinomes gastriques ne peut plus étre mise en question (3, 11, 20).

Les niches écologiques chez Vétre humain semblent dtre limitées & Pestomac et au duodénum. Les patients porteurs de cette bactérie se divisent principalement en
deux groupes. Le premier se compose de sujet dits «colonisés». Ces patients sont porteurs de cet organisme, sans cependant manifester de signes d'infection gastro-
intestinale. Les patients porteurs de H. pylori et présentant des symptomes d’infection gastro-intestinale sont considérés comme infectés. Le processus selon iequel
un individu colonisé devient infecté reste mal connu. Le processus par lequel un patient est colonisé fait également toujours I'objet de recherches (3, 7, 11, 13, 14),

1l existe deux types de techniques de diagnostic de la présence de H. pylori. La premiére se fait par détection directe de Porgani at, jusqu'a présent, est une
technique agressive. La deuxidme approche, non agressive, implique la détection des anticorps produits en réaction a la présence de H. pyfori ou par la détection de
furéase de cet arganisme (8, 9, 22).

L.a méthade agressive nécessite une hiopsie de la partie supérieure de I"appareil gastro-intestinal. La présence de H. pyloriest alors confirmée par un examen direct au
microscope ou par la culture de Porganisme & partir des tissus prélevés. Cette technique a 'avantage de permettre la détection des infections actives tout en-conservant
un caractére hautement précis et une trds forte valeur quant & la prédiction d*un résuitat positif, Les difficuités propres & catte approche sont fes risques encourus par
le patient et I'inconfort. De plus, H. pyloritend & former des colonies en plaques et peut ainsi compléterent échapper 4 la biopsie.

La culture de H. pyfori  partir des tissus prélevés est difficile et longue. Ces difficultés technigues peuvent aboutir & des résultats faussement négatifs (1, 2, 3, 19).

Le test de détection respiratoire & Purée marquée {en utilisant de V'urée marquée au 13C (UBT) est une méthode non agressive, qui permst de détecter H. pylori en
s'appuyant sur sa hauts activité uréase (3, 8, 10).

L'apprache non agressive fa plus courante pour fa détection de H. pyloriest Videntification sérologique des anticorps spécifiques chez les patients infectés. L'apprache
indirecte révele Ia trés forte corrélation entre la gastrite histologique, la présence de H. pyloriet la séropositivité. Les Inconvénients de ce test sont qu'ils nécessitent
pour la plupart des instructions permettant de les interpréter et que bon nombre d’entre eux sont moins précis étant.donné les interférences dans les réactions duss &
d'autres organismes. Leur principale avantage est leur rapidité et leur grande sensibifité (5, 18, 21).

Le test immunoCard H. pyloriest un test immuno-enzymatique qui détecte les anticorps |gG dirigés contre H. pylori. Les résultats sont interprétés par une observation
d'un changement visue! de coloration dans les 7 minutes aprés 'addition de 'échantilion.

PRINCIPE DU TEST

Le tast détecte les anticorps IgG dirigés contre H. pyloripar immunoessai enzymatique. Chague carte de test consiste en un support en plastique et une membrane de fibre
qui sert de support salide pour PELISA. 11y a deux farges orifices ECHANTILLON et deux ptits orifices REACTION, L'orifice REACTION de gauche sert de CONTROLE et a
des anticorps 1gG humains immobitisés sur la membrane de fibre. L'orifice REACTION droit est Porifice TEST et contient des antigénes H. pyloriimmobilisés.

Le sérum, plasma ou sang totat du patient est ajouté a chacun des deux orifices ECHANTILLON. Aprés avoir laissé I'échantilion pénétrer dans le systéme, et migrer le
long de la membrane jusqu'aux orifices REACTION, le conjugué anti-lgG humaines-phosphatase aicaline est ajouté aux orifices REACTION et péndtre dans le systeme.
Le tampon de lavage et le substrat sont alors ajoutés a chacun des orifices REACTION, Les orifices REACTION sont ensuite examinés pour détecter le développement
de la coloration bleue.

Le développement de la couleur bleue dans P'orifice réaction TEST indique un résultat positif. L’absence de coloration bleue dans Uorifice réaction TEST suppose un
résuitat de test négatif. L'orifice réaction CONTROLE sert de contrdle de ia procédure. Le développement de la coloration confirme que les réactifs fonctionnent et que
fa procédure est correcte.

MATERIEL FOURNI

. Cartes de test (30). Cartes sous emballage individuel contenant des antigénes H. pyloriimmobitisés (orifice réaction TEST) et des IgG humaines (orifice réaction CONTROL).
. Controle positif (2-ml). Sérum humain contenant des anticorps 19G dirigés contre A. pyfori dans un tampon (pH 7,3) avec 0,1% d'azide de sodium.

. Contrbie négatif {2 mi). Sérum humain non réactif dans un fampon (pH 7.3} avec de ['azide de sodium.

Conjugué enzymatique (5 mi). Anti-lgG humaines monocionales marquées 2 la phosphatase alcaline dans un tampan {(pH 7,5) contenant 0,1% d'azide de sodium.
Tampon de favage (15 mi). Tampon (pH 7,2) cantenant 9,5% (p/v) d’hydrochiorure de guanidine.

Réactit substrat {15 ml). Tampon (pH 9,8) contenant du 5-bromo 4 chloro-3 indolyl phosphate et 0,1% d'azide de sodium.

Difuant échantilfon pour sang totai (7,5 mi). Tampon (pH 7,0) contenant du sodium dodecyl sulfate et 0,1% d'azide de sodium.

Pipettes de transfert (60).

MATERIEL NON FOURN!
1. Minuteur.
2. Tubes & essai {pour le sang total seulement).
3. Tubes capiilaires (pour le sang total seulement).

PRECAUTIONS D’EMPLOI
1. Tous les réactifs sont destinés exclusivement au diagnostic in vitro.

2. Les concentrations des réactifs, les temps d'incub ot les tempé es (22-27°C) ont 616 déterminés pour optimiser la sensibilité et la spécificité. Les
meilleurs résultats sont ob en respectant ces spécificati Lorsque le dosage est lancé, effectuer toutes les étapes suivantes sans interruption.

. Les échantillons de patient et le contrdle positif peuvent contenir des agents infectieux. Le contrfie positif et le contréle négatif contiennent du sérum humain qui
a ét6 testé pour 'HBsAg et les anticorps anti-VIH-1 et anti-VIH-2 et a 6té trouvé négatif. Cependant, aucune méthode de test n’'offre Iassurance totale gue le sang
humain ne transmettra pas fe ViH, Phépatite ou d’autres agents infectieux. Ainsi, les échantilions de patients, le contrGie positit, les cartes de test usagées et tout
autre matériel potentieflement infectieux daivent dtre manipulés avec précaution (Biosafety niveau 2, GDG/NIH manual «Biosafety in Microbiology and Biomedical
Laboratories», 1988).
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. Tous les réactifs et les échantillons de patients doivent étre r és 4 température ambiante (22°-27°C) avant utilisation. De pius, tous les réactifs doivent
Btre tés du support en et mélangés soi t avant utilisation.

g

. Ne pas mélanger les réactifs de coffrets de lots différents et ne pas utiliser de réactifs périmés.

. Tenir les flacons de réactifs et les pipettes de transfert verticalement pour assurer un honne calibration des gouttes. Ne pas faisser I'extrémité du flacon ou de fa
pipette entrer en contact avec 'dchantilion ou les orifices de réactions.

Remetire les bouchons coforés sur les. réactifs correspondants.

L.a solution de substrat est sensible 4 la lumidre et ne doit pas 8tre exposée 4 un éclairage excessif. La solution de substrat doit rester incolore. Si ce réactif

présente une coloration bieue, il doit &tre jeté.

Utiliser une seule pipatte de transfert par contrdle ou par échantillon. Jeter aprés usage. Ne-pas réutiliser.

Ne tenir aucun compte des réactions de coloration dans les orifices échantillons (inférieurs). Les résultats sont déterminés par le développement de la coloration

dans les orifices réactions {supérieurs).

ATTENTION : Certains réactifs de ce coffret contiennent de Pazide de sodium gut est un irritant de la peau. Eviter tout contact avec la peau. L'élimination da réactifs

contenant de 'azide de sodium dans des canalisations en cuivre ou en plomb peut provoquer la formation d’azides métalliques explosifs. Cecl peut 8tre évité en ringant

a grande eau lors d’une tetle &limination.

CONSERVATION
L.a date d'expiration est indiguée sur Iétiquatte du coffret. Conserver & 2-8°C et remettre au réfrigérateur immédiatement aprés utilisation.
PREPARATION DES ECHANTILLONS

1. Le sérum, le plasma et le sang total peuvent étre utilisés dans ce test. Le sodium héparine, lithium héparine, citrate de sodium et EDTA sont des anticoagulants
acceptables. Les performances du test ImmunoCard H. pyloriavec du plasma obtenu en utilisant d’autres anticoagutants ne sont pas connues. Les échantillons
doivent 8tre recusillis en utilisant fes procédures de routine du laboratoire.

2. Le sérum et le plasma peuvent dtre conservés au réfrigérateur a 2-8°C pendant 5 jours. Si le test doit tre effectué plus tard, les échantilions doivent étre congelés, Eviter
fes congélations et décongélations répétées. Les échantillons de plasma/sérum troubles ou contenant des particules de matidre doivent 8tre centrifugés avant le test.

3. Le sang total contenant un anticoagulant peut &tre utilisé sans centrifugation. Le sang total avec du lithium héparine, de 'EDTA ou du citrate de sodium peut 8tre
conservé & 2-8°C pendant 72 heures.

4. Pour le sang total obtenu a partir ¢’une pigre du doigt, remplir complétement un tube capillaire et tester immédiatement,

NOTES SUR LA PROCEDURE
1. La carts de test ImmunoCard se présente comme ci-dessous :

@~ oo
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: {memuneCay
Qf H, pylori-
Control TEST

ORIFICES REACTION

(ajouter conjugué,
ORIFICES . @/1 lavage ef substrat

E()(gg;\l(_;ftlklégl‘l m et lire los résultats)
échantillons) | }

2. IV est possible de traiter autant ¢’échantillons ou de contrdles que 'on souhaite dans ia mesure oll, pour chaque carte de test, les étapes, les séquences daddition
des réactifs et les temps d'incubation sont respectés.

3. Le cité CONTROL (gauche) de chaque carte fournit un contréle de la méthode pour chaque échantillon. Ceci permet de vérifier la dilution de I'échantition et les
performances des réactifs.

PROCEDURE DU TEST

Ce test doit éire réalisé par un personnel qualifié, en fonction des exigences des réglementations locales.

PLASMA, SERUM ET CONTROLES .

. Sortir de leur embaltage e nombre de cartes de test nécessaire. Les identifier de maniére appropriée. Utiliser une carte pour chaque contrdle.ou échantilion &
tester. Les cartes de test doivent dtre maintenues en position horizontale pendant toute la durée du test.

A V'aide d’une pipette de transfert, distribuer 2 gouttes de sérum ou de plasma & chacun des orifices échantilion.

Contréles en option : e contrdle positif est testé en ajoutant directement 2 gouttes & chacun des orifices échantilion de la carte. Le controle négatif peut &tre testé

de la méme maniére sur une carte séparée.

Attendre 1 minute aprés que les-échantillons ou les contrdles aient été ajoutés a chacun des orifices inférieurs.

Ajouter 2 gouttes de conjugué enzymatique 3 chacun des orifices supérieurs.

Dés Fabsorption compléte du conjugué enzymatique, ajouter 2 gouttes de tampon de lavage a chacun des orifices supérieurs.

Dés I'absorption compidte du tampon de favage, ajouter 2 gouttes de solution substrat & chacun des orifices supérisurs.

Attendre § minutes.

Sans attendre, fire visuetlement les orifices supérieurs pour ia présence ou i'absence de colaration bieue, dans ie méme ordre que Paddition du substrat a

§té réalisée.

SANG TOTAL ET CONTROLES
1. Sortir de leur embaliage le nombre de cartes de test nécessaire. Les identifier de maniére appropriée. Utiliser une carte pour chaque contrble ou échantillon &

testar. Les cartes de test doivent &tre maintenues en position horizontale pendant toute la durée du test,

Afouter 4 gouttes de diluant échantiion pour sang total dans des tubes 3 essal marqués.

. ATaide d’une pipette de transfert, distribuer 2 gouttes de sang totaf dans les tubes a essai.
Remarque ; pour e sang prélevé au bout du doigt, remplir complétement un tube capillaire de sang total. Ajouter [a totalité & un tube & essai contenant 4 gouttes
de diluant échantilon pour sang total.
Contrdles en option : lp contrdie positif est testé en ajoutant directement 2 gouttes a chacun des orifices échantillon de la carte. Le contrdle négatif peut étre testé
de la méme maniére sur une carte séparée.

4. AVaide d’une nouvelle pipette de transfert, distribuer 2 gouttes de sang total dilué & chacun des orifices échantillon inférieurs.

5. Attendre 3 minutes apres 'addition des échantitlons et des contrdles.

Attention : certains échantiilons de sang total peuvent obstruer la membrane. Siféchantillon n*hurmidifie pas compiétement les orifices réaction TEST et CONTROL,
le test est invalide.
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8. Ajouter 2 gouttes de conjugué enzymatique & chacun des orifices supérieurs.
7. Dés I'absorption complate du conjugué enzymatique, ajouter 2 gouttes de tampon de lavage a chacun des orifices supérieurs,

8. Das V'absorption complite du tampon de lavage, ajouter 2 gouttes de solution substrat & chacun des orifices supérieurs.
9. Attendre 5 minutes.

10. Sans attendre, lire visuellement les orifices supérieurs pour la présence ou I'absence de coloration bleue, dans le méme ordre que I'addition du substrat a 6t€ réalisée.
CONTROLE DE QUALITE
Les contrdles positif et négatif doivent étre testés fors de ta réception du kit et doivent donner les résultats suivants :

1. Contrdle positif: coloration bleue visible dans les deux orifices réaction (orifices supérieurs) (figure 1).

2. Contrdle néyatif: coloration bleue visible dans 'orifice réaction CONTROL seulement (orifice supérieur gauche). L'orifice réaction TEST doit &tre incolore (figure 2).

Le contrdie interne présent dans le puits supérieur gauche de chaque carte de test, permet de vérifier la dilution de I'échantillon et les performances des réactifs.
{’absence de coloration bleue dit contrBle interne avec un dchantiilon ou fe contréle positif est le signe d’un test ininterprétable qui doit Atre répété.

Lors de chaque utiisation, les composants du kit doivent tre examings visueflement 4 la recherche de signes de contamination, de congélation ou de fuites.

il est recommands de conserver les résultats de chaque vérification des réactifs dans un cahier de laboratoire afin de maintenir une qualité élevée des procédures de test.
Le contrdle de procédure présent dans la portion supérieure gauche de chaque carte de test permet de vérifier fa réactivité des réactifs.

St 1a procédure, le contréte positif ou négatif ne produit pas fes résuitats appropriés et attendus, e test est invalide et les résultats ne doivent pas étre rapportés.

Si les réactions attendues ne sont pas cbservées et si les réactifs n'ont pas dépassé leur date de péremption, veuillez contacter les services technigues de Meridian
pour assistance.

INTERPRETATION DES RESULTATS
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Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3 Fig. 4

Résultat positif Résultat négatif Résuitat invalid Résultat invalid

LIRE SEULEMENT LES ORIFICES REACTIONS SUPERIEURS POUR INTERPRETER LES RESULTATS

Résultat du test positif : Coloration bleus visible a Peeil nu dans les DEUX orifices réactions (Figure 1). Une réaction positive du test pourra parfois apparaitre sous la forme
d'un dégradé bleu du bas de Porifice vers le haut. Un tel résultat devra 8tre interprété comme positif. Un résultat positif indique la présence d'lgG dirigées contre H. pylori.
Résultal du test négatit - Coloration bleue visible & I'eil nu dans Porifice réaction CONTROL (orifice supérieur gauche) seulement. L'arifice réaction TEST (otifice
supérieur droit} doit atre incolore ou gris trés clair (Figure 2). L'orifice réaction TEST (orifice supérieur droity peut parfois présenter un soupgon de coforation bleue
du coté gauche ou droit de I'orifice, le reste de Porifice étant incolore. Un tel résuitat devra étre interprété comme négatif. Un résultat non réactif indigue soif I'absence
d'1gG dirigées contre H. pylori soit un taux inférieur & la limite de détection du test. .

Résuitat du test invalide : Aucune coloration visible dans Vorifice réaction CONTROL (orifice supérieur gauche; Figures 3 et 4). Les résuitats du test invalide peuvent
gtre dus 2 un probléme de réactif ou de carte test, 4 une erreur de procédure, out une obstruction de la membrane par I'échantilion. Le test doit 8tre répété.

LIVITES DU TEST

. Les résultats du test ImmunoCard A, pyloridolvent &tre utilisés conjointement avec les informations clinigues disponibles sur le patient et d'autres procédures diagnostiques.
Ce test dait tre utilisé sur des patients présentant des symptdmes évidents d’une maladie gastro-intestinale. Le test ImmunaCard H. pyforin‘est pas destiné 3 &tre

utitisé sur des patients asymptomatiques.

Un résuitat de test positif ne permat pas de différencier une infection active d'une colonisation par H. pylor

L'lmmunoCard H. pyforiest un test qualitatit qui indique seutement la présence des anticorps 1gG dirigés contre H.'pylori. Ce test ne donne pas d'indication sur la

présence d'une maladie gastro-intestinale.

. Un résuitat de test négatif indigue I'absence d’anticorps 1gG dirigés contre H. pylori ou que le taux d'igG est en-dessous de la limite de détection du test.

. Le test ImmunoCard H. pyiori wa pas 6té testé sur des populations pédiatriques. Ainsi, les performances du test n'ont pas été établies pour ce groupe.

_ Les interférences éventuslles de taux élevé d'hémagiobine, de fipide st de bilirubine ont été évaluées sur le test ImmunoCard H. pylori. Aucune interférence n'a été
observée 3 partir ’échantiflons de patients positifs ou négatifs pour les anticorps dirigés contre A. pylori. Les échantillons de sang total n'ont pas été évalués en ce

qui concerne les interférences avec ces composés.

Les échantiltons de sang total ayant un hématocrite > 61% du volume, m"ont pas 4té évalués et peuvent obstruer la membrane.

VALEURS ATTENDUES

Les éludes épidémiologiques sur 4. pyloriont montré que cet organisme est répandu dans le monde entier (12, 16). it a 66 montré que les gastrites causées par H. pylori
sont en corrélation avec 'age, le groupe ethnigue, Ia taille et la classe socio-économique de fa famille (6, 10). Bien que les &ludes épidémioiogiques sur lnfection et la
colonisation par H. pylori saient en nombre croissant, le processus par lequel ies individus acquigrent cet organisme est, & 'heure actuette, inconnu (3,7, 11,13, 14).
Des études indiquent qua I'incidence de Vinfection aux Etats-Unis pourrait augmenter-de 12 2% chaque année (10). Il w'est pas rare de trouver des taux de positivité
de 50% chez les individus de 60 ans ou plus. |1 a ét6 montré que ta fréquence des infections a H. pylorichez des individus ol un ulcére du duodénum a été diagnostigué,
est approximativement de 80% dans tous les groupes d’age (12), Les taux de positivité trouvés avec H. pylori dépendent clairement de I'échantillon de population et
de la délimitation de la population.

Le test ImmunoCard H. pyiori détecte la présence des anticorps 1gG dirigés contre H. pylori dans le sérum, le plasma et le sang total. 43,2% de sérums provenant d'une
population asymptomatique ont 6t¢ trouvés positifs par VimmunoCard H. pylori. Une corrélation de 89,1% a 6té trouvée dans une population générale d'individus
symptomatiques st asymp fques entre les résultats obtenus sur du sang total et ceux obtenus sur des sérums, Les valeurs attendues pour une population donnée
doivent &tre déterminées par chague faboratoire.

Le taux de positivité peut varier en fonction de la localisation géographigue, des méthodes de collection, de manipulation, et de transport des échantillons, du test
employé et de 'état sanitaire de la population de patients étudiée.
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PERFORMANCES DU TESY

Le test tmmunoCard M. pyloria ét6 évalué dans deux hopitaux et un laboratolre gastro-entérologique {4). 382 dchantifions ont £t6 obtenus & partir de patients ayant des
troubles gastro-intestinaux. Tous les patients ont subl une sndoscopie. Le test ImmunoGard H. pyfori a 616 comparg aux résultats obtenus par le test rapide a l'uréase
2 partir du matériel de biopsie.

. Test:a Furease suf hiopsie
‘immunoGard®
H. pyleri Positif Négatif
Positif 115 50
Négatif 2 215

n =382
sensibilité = 98,2% (94,0-99,5)*
spécificité = 81,1% (76,0-85,4)
corrélation = 86,4% (82,6-89,5)
*{ “intervalie de confiance & 95% a été calculé par fa méthode exacte.

47 échantillons négatifs par Ie test uréase/positifs en ImmunoCard H. pylori, ont 6té trouvés positifs par un test ELISA microplague commercial. 46 de ces échantillons
gtaient positifs par coloration histologique et/ou le diagnostic pathologique était associé avec la matadie & H. pyfori. Des informations complémentaires indiquent ue
47 des échantillons supposés faussement positifs étaient finalement des vrais positifs en anticorps mais qui n'étaient pas paositifs avec fe test a I'uréase. Les deux
échantilions positifs par le test & 'uréase/négatifs en H. pylori étaient négatif avec le test ELISA commercial, indiguant que ces résuitats supposés faussement négatifs
étaient en fait das vrais négatifs en anticorps.

Le test ImmunoCard H. pylori a été comparé a un test ELISA microptague commercial pour fa détection das 1gG contre H. pylori

—— Test ELISA
immunoCard®
H..plori. Positit fégatif i
Positif 161 4 0
Négatif 5 211 1

n=2382 :
sensibilité relative = 97,0% (93,1-88,7)*
spécificité relative = 98,1% {95,3-99,3}
corrélation relative = 97,6% {856-98,7)

Un échantition ELISA négatitimmunoCard H. pylorf positif était positif par le test 3 Furéase. 3 échantilions ELISA négatifs/immunoCard H. pylori positifs étaient
négatifs par le test A Vurdase. Les 5 échantifions ImmunoCard H. pylorinégatifs/ELISA positifs étafent négatifs par le test a l'uréase. L'échantilion indéterminé en ELISA/
immunolard H. pyfori négatif était négatit par le test & P'uréase.

Une tude sur les matrices des échartitlons a évalué des échantillons de sang total recusillis sur lithium héparine, EDTA et citrate de Sedium obtenus & partir de 108
personnes symptomatiques et asymptormatiques. La comparaisen refative entre le sang total et s sérum ng peut &tre reliée aux résultats de biopsie. La corrélation entre
les résultats pour le sang total, quelque soit I'anticoagulant {30 positits) et pour les sérums (31 positifs), est de 99,1% {IC 95% = £ 1,8%).

Une comparaison entre les résultats obtenus pour des échantilions de sang total obtenus au bout du doigt et pour des sérums, sur 77 patients, indique une corrélation
de 100% {15 positifs et 62 négatifs). Les résuitats des échantilions ne peuvent tre reliés aux résultats de la biopsie.

REPRODUCTIBILITE

Deux sites cliniques ont testé un échantillon négatif, un échantilion faiblement positi et un échantillon fortement positif, 10 fois par jour pendant 3 jours. Les contréles
positif et négatif ont été testés 3 fois par jour au cours de la méme période.

Trois sites cliniques ont testé les contrdles négatif et positif ainsi que 4 échantiflons négatifs et 4 échantillons de sérum positifs, 3 fols par jour pendant 3 jours. Au total,
450 tests ont été réalisés sur tous les sites cliniques. La reproductibilité inter et intra-essai de 'tmmunoCard H. pylori, avec tous les échantillons, était de 100% (4).

SPECIFICITE DU TEST
A. Etudes bactériennes

Des &tudes d’adsorption ont montré que le test ImmunoCard H. pyfori ne pose pas de problémes de réactions croisées avec les isolats cliniques (C1) ou les souches
ATCC suivantes (4).

Campylobacter coli Gl Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Campylobacter fetus Cl Proteus vulgarus ATCC 8427
Campylobacter hyointestinalis ATCC 29543 Pseudomonas agruginosa ATCC 9027
Campylobacter jejuni ATCC 33292 Pseudomonas fluorescence G .
Campylobacter lari Cl Saimonsila sp Cl
Campylobacter rectus ATCC 35217 Serratia liquefaciens ATCC 3551
Candida albicans ATCC 10231 Shigella flexneri ]
Gitrobacter freundif ATCC 8090 Shigefla sonnei Gl
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Staphylococcus aureus (Cowan 1} ATCC 12598
Enterobacter cloacae ATCC 13407 Streptococcus faecalis i
Escherichia coli ATCC 8738 Wofinella succinogenes ATCC 29543
Helicobacter cinaedi ATCC 35683 Yersinia enterolifica Gl

B, Etude sur des sérums

Des sérums de patients qui ont &8 trouvés positifs en culture ou avaient des évid srologiques des maladies citées & Ia suite, mont pas réagit lorsqu'ils ont-été

testds avec le test immunoCard H. pyfori.

Anticorps anti-nucléaires Cytomegalovirus Facteur thumataide Rubéole
Lupus érythémateux Toxoplasma Influenza A Coccidioides
Histoplasma Monunuciéose Herpes Simplex Yirus Gryptococeus
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immunoCard® H. pylori

UN TEST DE INMUNOENSAYO ENZIMATICO PARA LA DETECCION DE IgG CONTRA HELICOBACTER PYLORI
EN SUERO HUMANO, PLASMA Y SANGRE TOTAL ‘

USQ INDICADO

£i tast de inmunoensayo enzimético (EIA) immunaCard® Helicobacter pylori es un procedimiento cualitative & in vitro para la deteccion de anticuerpos de tipo 1gG
contra Helicabacter pylori en suero humano, plasma 0 sangre total. Los resuitados de fa prueba tienen como objeto ayudar a diagnosticar la infeccion por H. pylori. El
test ImmuncCard H. pylori puede ser realizado en laboratorios clinicos y en consultorios médicos.

EXPLICACIGN

La importancia del Helicobacter pylorien las enfermedades gastrointestinales ha aumentado considerablemente desde que Marshally Warren describieron la presencia
de organismos semejantes a campylobacter en fa mucosa antral de pacientes con evidencia histologica de gastritis def antro y (lceras pepticas, especialmente
duodenales. 153 A pesar de que 'a causa alin no ha sido completamente establecida, la estrecha correlacion entre la presencia de H. pyloriy la gastritis confirmada por
histologfa, enfermedad de fllcera péptica y carcinoma gdstrico es indiscutible. 31120

El lugar de localizacion en el humano parece estar restringido al estémago v ai duadeno, Los pacientes que son portadores del organismo estan divididos en dos
grupos basicos: fos primeros, son aguetlos que se dice estan “colonizados” por el mismo; estos pacientes tienen el organismo, y sin embargo, no tienen signos de
enfermedad gastrointestinal. Aquéllos con sintomas y H. pylori se considera que estén infectados. £ mecanismo por el cual un individuo colonizado desarrolla
infecci6n ain no se conace. Ademas, & proceso mediante el cual los pacientes son colonizados también se esta investigando. 7111314

Las estrategias diagndsticas para la dsterminacion de infeccion por H. pylorihan sido desarrolladas de dos maneras: la primera involucra la deteccion del organismo, y hasta la
fecha, es una téenica invasiva. La segunda, una técnica no invasiva, involucra la deteccion de anticuerpos contra A. pylori o la deteccion de la ureasa del microorganismo, $92%
El método invasivo requiere gue se tome una biopsia del tracto gastrointestinai superior. Luego, ia presencia de H. pylori es confirmada mediante la determinacion
microscépica o el cuitivo det organismo en el material de la biopsia. Esta estrategia tiene la ventaja de que puede detectar infecciones activas al tiempo que es aitamenta
especifica y tiene un valor predictivo altamente positivo. Las dificultades asociadas con asta determinacion son el riesgo y malestar ocasionados al paciente. Ademas,
H. pyloritiende a colonizar en un patron “en parches” y puede no ser detectado en &l fugar en qus la biopsia es tomada. El cultivo de H, pyforia partir del materiat de
biopsia tiende a ser dificil y demorado. Consecuentements, estas dificuitades técnicas tienden a dar resultados negativos falsos. 123,19~

£1est del aliento con Grea es un método no invasivo que detecta fa presencia de Helicobacter pyloripor su reaccion caracterfstica de gran actividad de fa enzima ureasa 3810
E1 método no invasivo mas comin para 1a deteccion de H. pylori es a identificacién seroldgica de anticuerpos especificas en pacientes infectades. Haciende un
enfoque indirects, fa correlacion que existe entre 12 gastritis diagnosticada histolégicamente, la presencia de H. pylori y 1a seropositividad es bastante fuerte. Las
dssventajas de estas pruebas son que la mayorfa requieren instruccion para ser interpretadas y que muchas tienen una aspacificidad menor, debido ala reactividad
cruzata con otres organismes. Su mayor ventaja consiste en que son répidas y que tienen una sensibilidad alta 51821

£l test Immunccard H. pylori ss una prueba de inmunoensayo enzimatico que esta contenida y es realizada en una tarjeta, en la cual se detectan anticuerpos de tipo
156 contra H. pylori. Los resultados son interpretados observando un cambio ge cofor a los siete minutos de haber afiadido ia muestra.

PRINCIPIOS BIOLOGICOS

£ test detecta anticuerpos de tipa igG contra H. pylor mediante o uso de un inmunoensayo enzimdtico (EIA). Cada Tarjeta del Test consiste de in smpatuse plastico
y tna membrana de fibra que proporciona el saporte sélido para el £1A. Hay dos puertos grandes para Muestra y dos puertos pequefios de Reaccion. £l puerto

{zquierdo de reaccion sirve de CONTROL y contiene anticuerpos de tipa JoG humanos inmovilizados en la membrana de fibra. £t puerto de reaccién derecho es el puerto
de TEST que contiene antigenos inmoviiizados de A, pyiori.

El suero del paciente, plasma o la sangre total es afiadido a cada uno de los dos puertos de Muestra. Después de permitic gue la muestra penetre la Tarjeta y migre a
través de la membrana hacia los puertos de reaccién, et conjugado de 1gG anti-humana ligado a fosfatasa alcalina es afadido a fos puertos de reaccion y se deja que

entre a la Tarjeta. Enseguida, se afaden Tampdn de Lavado y Substrato a cada uno de los puertos de reaccion, y se observan para determinar la aparicion de un cotor
azut en los mismos.

La aparicién de un color azul en el puerto de reacci6n de TEST indica un resuitado positivo de la prueba. De otro modo, la ausencia de un color azui en el puerto de
reaceion de TEST indica un resultado negativo de a prueba. El puerto de reaccion de CONTROL sirve como un controt del procedimiento. E! desarrolio de color
confirma que los reactivos estan funcionando y que e procedimiento fue realizado correctamente.

MATERIALES PROPORCIONADOS
1. Tarjetas de test (30) - Tarjetas individuaimente empacadas que contienen antigenos inmovilizados de H. pylori (puerto de reaccion de TEST) e 196G humana
(puerto de reaccion de CONTROL).
2. Control Positive (2,0 ml} - Suero Humano con anticuerpos de tipo 196 contra H. pylorienuna solucién tampon (pH 7,3) con-azida de sodio al 0,1%.
3. Gontrol Negativo (2,0 ml) ~ Suero Humano No Reactivo en iina solucion tampon (pH 7,3) con 0,1% de azida de sodio.

4. Conjugado enzimatico (5,0 mi) - anticuerpo monoclonal igG anti-humana marcada con fosfatasa alcalina en una solucién tampén (pH 7,5) que contiene 0,1 % de
azida ds sodio.

5. Tampdn de Lavado (15 mi) - Tampon (pH 7,2) que contiene 8,5% (p/v) de hidrocloruro de guanidina.

6. Reactivo de Substrato (15 ml) - Tampon {pH 9,8) que contiene 5-broma-4 cloro-3 indolil fosfato y 0,1% de azida de sodio.

7. Diluente para Muestras de sangre total (7.5 mi) ~Tampén (pH 7,0) gue contiene duodecil sulfato de sodio y 0,1% de azida de sodio.
8. Pipetas de Transferencia (60)

MATERIALES NO PROPORCIONADOS
1, Cronémetre
2. Tubos de ensayo {s6lo para sangre total)
3. Tubos capilares (s6lo para sangre total)

PRECAUCIONES
1. Todos los reactivos son s6io para ser usados i vitro.
2. {a tracion de los reactivos, los tiempos de incubacidn y las temp turas {22 -27°C) tian sido optimizados para garantizara sensibilidad y espesificidad
del procedimiento. Gifiéndose a estas especificac se obti j resultados. Una vez que el ensayo ha comenzado, los pases subsscuentes

deben ser completados sin interrupeién.
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. Las muestras de los pacientes y los controles pueden contener agentes irfecciosos. Los controles positivo y negativo contienen suero humano que fue analizado
para determinar la presencia dei antigeno australiano (HbsAg) de ia hepatitis B, y de anticuerpos contra el virus RV, y los resuitados de estas pruebas fueron
negativos. Sin embargs, como no existe ninglin método que ofrezca cerleza absoluta de que 1a sangre no va a transmitir &l VIH, hepatitis u otros agentes
infecciosos, las Tarjetas de Test usadas y otros materiales potencialmente infecciosos deben ser manejados a un nivel de Bioseguridad 2, tal y como se recormienda
en el manual CDC/NIH (Centro para af Control de Enfermedades Infecciosas, Instituto Nacional de Salud de los EE.UL.) “Seguridad BiolGgica en Laboratorios de
Microbioiogia y Biomedicina,” 1988.

4. Todos los reactivos y muestras de los pacientes deben estar a temperatura ambienie (22°-27°C) antes de ser utilizados. Ademas, todos Ios reactivos deben
ser dos de su Horio de esp y agitados antes de su utilizacién

5. No deben intercambiarse reactivos provenientes de distintos lotes de kits, ni tampoco usarse reactives después de que éstos hayan expirade.

6. Sujete los viales de los reactivos verticalmente, para asegurarse de que éstos dispensen gotas de tamafio adecuado. No permita que fas puntas de los viales 0 de
las pipetas toguen los puertos de Reaccitn o de la Muestra.

7. Asegurese de colocar correctamente las tapas de color en los viales que fes corresponden.

8. £l reactive de Substrato puede ser sensible a a luz v no debe ser expuesto a iluminacion excesiva. Si este reactivo presenta un color azul, debe descartarse.

9. Utilice s6lo una pipeta por cada muestra, y deséchela después de usarla. No intente reutilizar fa pipeta.

10. Ignore cualquier reaccion de color en fos puertos inferiores de fa muestra. Los resultados tan solo deben determinarse basdndose en ef desarrofio de color en los

puertos de reaccion superiores.
ADVERTENCIA: Algunos reactivos presentes en este kit contienen azida de sodio que resuita irritante para la piel. Por favor, evite el contacto con estos reactivos. Al
desechar reactivos gue contienen azida de sodio en tuberfas de plomo o de cobre, pueden formarse compuestos explosives de azidas metdlicas. Esto puede evitarse
enjuagando con cantidades copiosas de agua los desagiles, durante el momento en que se desechan estos reactivos.

VIABILIDAD-Y ALMACENAMIENTO
Lafecha de expiracion estd indicada en el rotulo def kit. Almacene el kit entre 2-8°C y después de usarlo, coldquelo rapidamente en el refrigerador.

MANEJO DE LAS MUESTRAS
1. Suero, plasma, o sangre total pueden usarse en esta prueba. Heparina de sodio, heparina de litio, citrato de sodio y EDTA son anticoagulantes aceptables para la
recoleccion da la muestra. No se conoce el funcionamiento del test ImmunoCard H. pylori con muestras de sangre obtenidas con otros anticoagulantes. Las
muestras deben ser recolectadas mediante procedimientos de laboratorio previamente establecidos

. Las muestras de suero y de plasma pueden ser aimacenadas en la refrigeradora entre 2-8°C por un término de hasta cinco dias. En caso de que las muestras
deban analizarse después de este tiempo, éstas deben congelarse. Evite ciclos repetitivos de congelamiento-descongelamiento. Uia muestra de suero o de
plasma turbia, o Una que contiene particulas puede ser centrifugada antes de ser analizada. ’

3. Puede usarse sangre total anticoaguiada v sin centrifugar. Las muestras de sangre total anticoaguladas con heparina de fitio, EDTA o citrato de sodio pueden

almacenarse entre 2-8°C por un términe hasta de 72 horas.
4. Para sangre total sbtenida por puncion capilar, liene et tubo capilar por compieto v realice la prusba inmediatamente.

NOTAS PARA EL PROCEDIMIENTO
1. El diagrama que se muestra abajo corresponde al formato de la Tarjeta de Test immunoCard H. pylori

[

!Qﬁv‘;mcw‘ |
. pylari .
\ Cowl TS || PUERTOS DE REACCION

: {afiada conjugada,

" :’augé’légﬁ_m @/@/ tampon de lavado,
] substrato y lea
(Afiada la Muestra) oL } fos resultados)

2. Es posible correr una serie de muestras o controles sismpre y cuando se mantenga precision en la secuencia de adicion de los reactivos y los tiempos de
incubacién, v en la lectura de cada tarjeta.
3, E CONTROL (2l lado izquierdo de cada tarjeta) proporciona un control interno para ef funcionamienio de fos reactivos, y también detecta muestras problematicas.

PROCEDIMIENTQ
Este ensayo deberia ser reafizado por personal calificado acorde con las disposiciones de regulacion locales para tal finalidad.
PLASMA, SUERO Y CONTROLES
1. Remueva el nimero apropiado de Tarjetas de Test de los sobres que las contienen. Marque las tarjetas con la identificacion apropiada, y use una farjeta por cada
control 0 muestra que va a analizarse. Las Tarjetas de Test deben mantenerse en posicidn horizontal durante todo el procedimiento,
Utilizando una pipeta de transferencia, afiada dos gotas de suero o plasma a ios Puertos de Muestra inferiores.
Controles Opcionales: el Control Positivo se corre affadiendo dos gotas directamente a los dos Puertos de Muestra inferiores de una tarjeta. £f Control Negativo
puede correrse de la misma manera en otra tarjeta aparte.
Espere un minuto después de gue la muestra ¢ el control haya sido afiadido a ambos puertos inferiores.
Afada dos gotas de Conjugado Enzimatico a ambos puertos superiores
Tan pronto como el Canjugado Enzimdtico se haya absorbide compietamente, afiada dos gotas de Tampén de Lavado a ambos puertos superiores.
Apenas el Tampon de Lavado se haya absorbido completamente, afiada dos gotas de Solucion de Substrato a ambos puertos superiores.
Espere cinco minutos.
Sin demora, observe y lea los puertos superiores y determine la presencia o ausencia de color azul en ef mismo orden en que la Solucion de Substrato fue affadida.
SANGRE TOTAL Y CONTROLES
1. Remueva ef niimero apropiado de Tarjetas de Test de los sobres que las contienen. Marque las tarjetas con fa identificacién apropiada, y use una tarjeta por cada
muestra que va a analizarse. Las Tarjetas de Test deben mantenerse en posicidn horizortal durante todo el procedimiento.
2. Afiada cuatro gotas de Sangre Total o de Diluente para Muestra a un tubo de ensayo marcado
3. Usando una pipeta de transferencia, aflada dos gotas de sangre total al tubo de ensayo.
NOTA: para el procedimiento con sangse obtenida por puncion capilar, llene completamente un tubo capilar con sangre total. Afiada todo el contenido del mismo a
un tubo de erisayo que contenga cuatro gotas de Diluente para Muestra de Sangre Total.
Controies Opsionales: los controles Positiva y Hegativo son probados afiadiendo dos gotas al tubo de ensaye gue contiene cuatrs gotas de Diluente para Muestra
de Sangre Total.
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4. Utilizando una pipeta nueva, afiada dos gotas de la sangre total diluida, o de los controles, a los dos Puertos de Muestra inferiores.
5. Espere tres minutos después de que la muestra o el control ha sido afiadido a ambos puertos inferiores.

ADVERTENCA: algunas muestras de sangre total pueden tapar fa membrana. Si fa muestra no humedece por completo los puertos de reaccion de Test y de Gontrol,
la prueba no se considera vdiida.

6. Aflada dos gotas de Conjugado Enzimético a ambos puertos superiores.

7. Tan pronto como el Conjugado Enzimatico se haya absorbido por completo, afiada dos gotas de Tampon de Lavado a ambos puertos superiores.

8. Tan pronto como el Tampén de Lavado se haya absorbido por completo, afiada dos gotas de Soiucién de Substrato a ambos puertos superiores.

9. Espere cinco minutos.
10. Sin demora, observe y lea los puertos superiores y determine la presencia o ausencia de color azul en el misio orden en que la Sotucidn de Substrato fue ahadida.
CONTROL DE CALIDAD : )
Los controles Positivo y Negativo deben ser ensayados tan pronto como el kit es recibido. Estos deben generar los siguientes resultados:

1. Control Positivo: color azul en ambos puertos de reaccidn superiores (Figura 1),

2. Cont!ro& N(eaFgativo:z ;;oior azul detectable s6lo en el puerto de reaccién de CONTROL. (superior izquierdo). Ei puerto de reaccion de TEST (superior derecho) debe ser

incoloro {Figura 2).

Et control del procadimiento prasante en ! puerto superior izquierdo de cada Tarjeta de Test prueba cada muestra individualmente al igual que ef funcionamiento de
fog reactivos. La ausencia de un color azul en el Control de! Procedimiento con cualguier musstra ¢ reactivo control es indicativa de que a prusha no es vélida, y ésts
debe ser repetida.
En of momento de ser usados, los componentes del kit deben ser examinados para determinar {a presencia de signos obvios de contaminacién, congelamiento o derrame.

£s recomendable que los resultados de cada prueba de control de calidad sean registrados en un lisro apropiade para esto, con el objete de mantener una calidad alta
de los registros de las pruebas.

£} Contro! Positivo resalta el limite de deteccion del ensayo.
EI Control interno del Procedimiento que se encuentra en la porcin superior izquierda de cada tarjeta de Prueba verifica la reactividad de cada reactivo.

En caso de que los controles del procedimiento, positive 0 negativo no generen los resultados apropiados y esperados, la prueba se considerard invalida y los
resultados del paciente no deben ser reportados.

En caso de gue Ias reacciones esperadas no sean observadas, y 108 reactivos todavia no hayan expirado, por favor péngase en contacto con el Centro de Asistencia
Técnica de Meridian Bioscience, lamando al 1-800-343-3858.

INTERPRETACION DE RESULTADOS

& InmsmaCard Q@lm&anj MMW]}
H. pylori H. pylori H. pylari
Controf TEST Control TEST Coptrol TEST |
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e \ i
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Fig. 1 Fig. 2 Fig. 4
Resuitado Reactiva  Resultado No-reactivo  Resultado invélide  Resuitado Invéfid

LEA SOLO LOS PUERTOS SUPERIORES DE REACCION PARA INTERPRETAR LOS RESULTADOS

Resitado Positivo del Test: color azul visible en AMBOS puertos de reaccion, Ocasionalmente, una reaccion positiva en el Test puede presentarse como un gradiente de color
azul desde el fondo hacia la parte superior del puerto, Esta reaccion debe considerarse positiva, Un resultado positivo en la prueba indica la presencia de 19G contra H. pylori.
Resuitado Negativo del test: color azul visible en el puerto de reaccion CONTROL (superior izquierdo) solamente. El puerta de reaccion del TEST (superior derecho)
debe ser incaloro o gris claro. Ocasionalmente, el puerto de reaccion de TEST puede presentar un indicio de color azul en la parte derecha o izquierda del puerto, y el
resto del puerto permanece incoloro. Esta reaccion debe considerarse negativa, Un resultado negativo indica que ta presencia de |gG contra H. pylari estd ausente, o
por debajo del nivel de deteccion del ensayo.
Resultado del test Invalido: no hay color detectabie en el puerto de reaccion CONTROL. Los resultados invalidos pueden deberse a un problema de reactivo/Tarjeta de
test ImmunoCard, a un error en el procedimiento, o al taponamiento de la membrana con muestra; repita el test.
LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO
1. Los rasultados del Test immunaCard H. pylori deben ser usados en conjunto con fa informacion dispenible al respecto de la evaluacion clinica del paciente, y con
fos resultados de otros procedimientos diagndsticos.
. £ste test tan solo debe usarse en pacientes qus presenten sintomas que sugleren enfermedad gastrol inal. Ef Test| Card H. pylori no estd indicado
para usar en pacientes asintomaticos.
Un resultado positivo no distingue una infeccidn activa de una colonizacién por H. pylori.
ImmunaCard H. pylori es un test cualitativo que sdlo indica ta presencia de anticuerpo de tipo lgG contra H. pyfori. Este test no indica que hay anfermedad
gastrointestinat presente.
. Un test negativo en 1a prueba indica la ausencia de anticuerpo de tipo 19G contsa H. Pylori, o que el nivel de la 1gG estd por debajo del limite de deteccion dei test.
_ ImmunoCard . pylorino ha sido estudiado en pacientes pediatricos, y por lo tanto, no se han establecido caracteristicas de funcionamiento para este grupo de pacientes.
. immunaCard H. pylori fue evaluado para determinar la presencia de posibles interferencias por niveles aitos de hemoglobina, Hipidos v bilirrubina, En muestras
de suero que eran positivas o negativas para la presencia de anticuerpos contra H. pylorino se observé interferencia por parte de estos compuestos.
8. Musstras de sangre total con niveles de hematocrito por encima de 61% (volumen) no han sido evaluadas y pueden tapar la membrana.

VALORES ESPERADOS

Los estudios epidemiclgicos de H. pyiori han demostrado gue este organismo estd presente en todo ef mundo.'218 La gastritis por H. pyloriha demostrado estar
correlacionada con la edad, el ancestro étnico, el tamario de la familia y la clase socio-econdmica.0 A medida que los estudios epidemioiégicos de la infeccion o
colonizacion por H. pylori aumentan, la ruta por (a cual los individuos adquieren el organismo fasta el momento sé desconoge. 711314

Los estudios indican que la incidencia de la infeccion en los EE.UU. puede aumentar anualmente entre un 1-2%.10 No es raro ver tasas de positividad det 50% en
pacientes que tienen 60 o mas afios de edad. Sin embargo, la frecuencia de infeceian por H. pylori que ha sido demostrada en pacientes diaghosticados con flceras
duotenales en todos los grupos de edades ha sido aproximadamente de! 80%.'? Los niveles de positividad para H. pyfori que han sido vistos, claramente dependen de
la poblacion de muestra, v de c6mo se define dicha poblacién.

El Test immunoCard H. pylori detecta la presencia de anticuerpos de tipo IgG contra H. pyfori en suero, plasma y sangre total. Los sueros de una poblacion general
sintomatica tuvieron una incidencia de positividad de 43,2% en ef Test ImmunaCard H. pyleri. En una poblacion general de individuos sintomaticos y asintométicos
hubo una correlacion del 99,1% entre los resultados abtenidos en sangre total v en suero. Los valores esperados para una poblacion determinada deben ser determinados
por cada laboratario. La tasa de positividad puede variar, dependiendo de la localizacidn geogréfica, del método de recoleccin, almacenamiento v transparte de ia
muestra, del test empleado, y del entorno de salud general de la poblacion de pacientes que estd siendo estudiada.
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CARACTERISTICAS DE FUNCIONAMIENTO

£ Test immunoCard H. pylori fue evaluado en dos hospitales y en un laboratorio de gastroenteroiogfa. Un total de 382 muestras de suero fueron obtenidas de
pacientes que presentaban quejas gastrointestinales. Todos los pacientes fueron sometidos a endoscopia. Los resultados obtenidos-con el test tmmunoCard H, pylori
fueron comparados con aqueiios obtenidos en ef test de ureasa con materiat de biopsia.

T Test de Ureasa en el materlal de biops(a
ImmunaGard® T
o pylorE Positive ¢ . Negativo
Positivo 116 50
Negativo 2 215
n =382

Sensibifidad = 98,2% (94.0-98,5)°
Especificidad = 81,1% (76,0-85,4)
Concordancia = 86,4% (82,5-89.5)
*[ s intervalos de confianza del 95% que fueron calculados por el método normal estén indicados entre paréntesis.
Cuarentay siete biopsias Ureasa negativa/ ImmunoGard H. pylori positiva dieron resultado positivo en ofra prueba comercial de EIA en micropocilios. Entre éstas, 46
fugron positivas en tincién histaldgica y/o su diagnastico patologico fue asociado con enfermedad por H. pylori. La informacian adicional indica que 47 de las 50
muestras con resultado positivo faiso relativo, en realidad fueron anticuerpos positives verdaderos que no fueron positivos en el test de ureasa en la biopsia. Las dos
muestras con resultado ureasa positivo/ immunoCard . H. pylori negativo dieron un resultado negativo al ser examinadas con otra prueba comercial de EIA en
micropocillos, indicando, por lo tanto, que en realidad estos resultados negativos falsos relativos, fueron anticuerpos negativos verdaderos.
£l test ImmunoCard H. pyfori fue comparado con otra prueba comercial de EIA en micropocilles para la deteccién de 1gG contra H. pylori.

e Test EIA Comercial
tmmunoCard® -
H. pylori:; Positivo Negativa lﬁ ind.
Positivo 161 ¢ fo
Negativo 5 a1
n =382

Sensibilidad Relativa = 97,0% {93,1-98,7)
Especificidad Relativa = 98,1% {95,3-98.3}
Concordancia Relativa = 97,6% {95,6-38,7)
Una muestra EiA negativa / mmunoCard H. pylori positiva dio resultado positivo en la prueba de Ureasa en material de biopsia. Tres muestras con resuitado E!A
negativo/ immunaCard H. pylori positivo dieron resultado negativo en el test de Ureasa en material de biopsia. Todas las cinco muestras immunoCard H. pylori
negativas / EIA positiva dieron resultado negative en ei test de Ureasaen material de biopsia. La iinica muestra EIA indeterminada / ImmunoCard H. pylori negative dio
resultado negativo en el test de Ureasa en material de biopsia.

Un estudio de las matrices de la muestra evalu6 sangre total recolectada en heparina de litio, EDTAy citrato de sodio, y suero recolectado a partir de 108 individuos
sintomaticas y asintomaticos. La comparacion relativa de sangre total a suero no puido trazarse hasta los resultados de biopsia. Hubo una concordancia del 99,1% (1C
de 95% = +1,8%) entre los resultados de sangre total (independiente del tipo de anticoaguiante) (30 positivas) v los de suerc (31 positivos).

La comparacién entre los resultados obtenidos con muestras de sangre capilar obtenida por puncién con tanceta y aquelios obtenidos con suero en 77 indlviduos
indict una concordancia del 100%; 15 positives y 62 negativos. Los resultados de las muesiras no pudieran ser trazados hasta los resultados de las biopsias.
REPRODUCIBILIDAD
Dos sitios de estudio en centros clinicos corrieron una muestra de suero negativa, positiva hajay positiva alta diez veces al dfa, durante tres dias. Los controies Positivo
y Negativo fueron corridos tres veces al dfa durante este perfodo de pruebas. Tres sitios de estudio en centros clinicos corrieron los controles Positivos y Negativos,
y cuatro muestras de suero negativas y cuatro positivas, tres veces al dia, durants tres dfas. Un total de 450 ensayas fueron realizados en todos los sitios de estudio.
La reproducibilidad entre prueba y prueba, y dentro de la misma prueba, del test ImmunoCard H. pylori con todas las muestras fue equivalente al 100% .

ESPECIFICIDAD DEL ENSAYO
A. Estudios Bacterianos:

Los estudios de4adsorcic’>n demostraron que el test immungCard K. pyleri no tiene problemas de reactividad cruzada con las siguientes cepas de aislados clinicos (C1)
o cepas ATCC.

Campylobacter coli Gl Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
Campylobacter fetus Ci Proteus vulgarus ATCC 8427
Campylobacter hyointestinalis ATGC 29543 Psaudomonas aeruginosa ATCC 9027
Campylobacter jejuni ATCC 33292 Pseudomonas fluorescence Cl
Campylobacter lari Gl Salmonetia sp Gl
Campylobacter rectus ATCC 35217 Serratia liguefaciens ATCC 3551
Candida albicans ATCC 10231 Shigella flexneri Gl
Citrobacter freundii . ATCC 80390 Shigeita sonnei Cl
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 Staphylococcus aureus (Cowan 1) ATCC 12598
Enterobacter cloacae ATCC 13407 Streptococeus fagcalis Gl
Escherichia coli ATGC 8739 Wolinella succinogenes ATCC 29543
Helicobacter cinaedi ATCC 35683 Yersinia enterolitica Cl

B. Estudios en Suero

L.0g sueros de pacientes que tenian cultivos positivos o avidencia seroldgica de las siguientes enfermedades no dieron reacciones de reactividad cruzada al ser
analizados con el test ImmunoCard 4. Pylori. *

Anticuerpos anti-nucleares Factor reumatoide Lupus eritematoso influenza A
Histoplasma Virus def Herpes simplex Citomegalovirus Rubelfa {sararmnpién aleman}
Toxoplasma Goceidioides Monanucleosis Cryptococeus
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ImmunoCard® H. pylori

ELISA-SCHNELLTEST ZUM NACHWEIS VON lgG GEGEN HELICOBACTER PYLORI
IN HUMANEM SERUM, PLASMA UND VOLLBLUT

EINSATZGEBIET

Der ImmunoCard® H.pylori Enzymimmunoassay (ELISA) ist ein qualitativer in vitro-Schnelitest zum Nachweis von 1gG gegen Helicobacter pyloriin menschlichem
Serum, Plasma oder Vollblut, Die Testergebnisse sollen die Diagnose der H.pylori-nfektion unterstiitzen. Der tmmunaCard H.pyfori-Test kann in Kliniklabors und
Arztpraxen durchgefiinrt werden.

HINTERGRUND

Die Bedeutung von Heficobacter pylori fiir gastrointestinate Erkrankungen ist stark angestiegen, seit Marshall und Warren das Vorkommen von Campylobacter-artigen
Organismen in der Antrum-Mucosa von Patienten mit histologisch nachgewiesener Antrum-Gastritis oder peptischem Ulcus, insbesondere Ulcus duodeni, beschrieben
(15,3). Obwohi ein Kausaizusammenhang bisher noch nicht vollstéindig hergestellt werden konnte, kann die deutliche Korrelation zwischen dem Vorkommen von
H.pylori und der histologisch gesicherten Gastritis, dem peptischen Utcus und dem Magenkarzinom nicht linger abgestritten werden (3,11,20).

Die dkofogische Nische beim Menschen scheint auf den Magen und das Duodenum beschirinkt zu sein. Patienten, die den Erreger tragen, teilen sich in zwei Gruppen.
Bei den Patienten der ersten Gruppe spricht man van “Besiedlung,” sie tragen den Erreger, zeigen jedoch keine Symptome gastrointestinaler Erkrankungen. Digjenigen
mit Symptomen werden als infiziert hetrachtet. Unklar bleibt, wodurch ein besiedeites zu einem infizierten Individuum wird. Auch der Besiedlungsvargang ist noch
Gegenstand der Forschung (3,7,11,13,14). )

Zur Bestimmung von H.pylori wurden zwei diagnostische Strategien entwickelt: Die erste beinhaitet den direkten Nachweis des Erreger und ist ~ bis heute - invasiv.
Beim zweiten, nichtinvasiven Ansatz, werden die Antikérper gegen H.pyfori oder die Urease des Erreger nachgewiesen (8,9,22).

Der invasive Weg bedarf einer Gewebeentnahme aus dem oberen Gastrointestinal-Trakt. Das Vorkemmen von H.pylori wird dann direkt mikroskopisch oder durch
Kultivierung des Erregers aus dem Biopsiematerial bestitigt. Diese Strategie hat den Vorteil, aktive tnfektionen nachzuweisen und ist dabei hochspezifisch mit einem
sehr hohen positiven pradiktiven Wert. Das Risiko und die Beschwerden fiir den Patienten sind bei dieser Strategie problematisch. Hinzu kommt, daB H.pylorf dazu
neigt, sich nur stellenweise anzusiedeln und so bei der Biopsienahme ganz verfehlt werden kann. Die Kultivierung von H.pylori aus Biopsiematerial ist sher schwierig
und zeitaufwendig. Disse technischen Schwierigkeiten kiinnen zu falsch negativen Ergebnissen fiihren (1,2,3,19).

Der Harnstof!-Atemtest ist eine nicht-invasive Methode, die H.pylori unter Ausnutzung seiner hohen Urease-Aktivitit (3,8,10) nachwaist.

Der am weitesteten verbreitete nicht-invasive Ansatz ist der Nachweis von H.pylori durch serologische Identifikation spezifischer Antikorper bet infizierten Patienten.
Obwaoh! dies ain indirekter Ansatz ist, ist dis Korrelation zwischen histologischer Gastritis, der Anwesenhait von M.pylori und seropositiven Ergebnissen extrem hoch.
Die Nachtsile dieser Tests sind, daB die meisten nur nach genauer Anwelsung interpretiert werden kénnen und daf viele aufgrund von Kreuzreaktionen mit anderen
Erregern eine niedrigere Spezifitit haben. Ihre Hauptvorteile sind die schnelle Durchffibrung und ihre hohe Sensitivitit (5,18,21).

Der tmmunoCard H.pgylori ist ein Enzymimmunoassay, der ohne weiteres Zubehtr IgG-Antikirper gegen H.pylori nachweist. Die Ergebnisse werden durch einen
sichtbaren Farbumschiag innerhalb von 7 Minuten nach der Probenzugabe abgelesen.

TESTPRINZIP

Der Test weist 1gG-Antikorper gegen H.pyfori nach dem Prinzip eines ELISA nach. Jede Testkarte besteht aus einem Plastikmantel und einer Fasermembran, die den
festen Trager des ELISA darsteilt. Es gibt zwei groBe Probenfenster und zwei kieine Reaktionsfenster. Das linke Reaktionsfenster dient als Kontrolle und enthilt auf der
Fasermembran gebundene menschiiche 1gG Antikorper. Das rechte Reaktionsfenster ist das Test-Fenster und enthalt gebundene H.pylor-Antigene.

In jedes der beiden Probenfenster wird Patienten-Serum, -Plasma oder -Voliblut gegeben, Nachdem die Probe in die Karte singezogen ist und entlang der Membran in die
Reaktionsfenster gewandert ist, wird ein Konjugat von anti-humanem igG markiert mit alkalischer Phosphatase in die Reaktionsfenster gegeben, das man in die Karte
ginziehen l4sst. Waschpuffer und Substrat werden dann in jedes der Reaktionsfenster gegeben. Die Entwickiung von blauer Farbe in den Reaktionsfenstern wird beabachtet,
Die Entwickiung von blauer Farbe im TEST-Reaktionsfenster zeigt ein positives Testergebnis an. Wenn sich keine blaue Farbe im TEST-Reaktionsfenster entwickelt, ist
das Testergebais negativ. Das KONTROLL-Reaktionsfenster dient als Verfahrenskontrolle. Ein Farbumschlag bestatigt, dad die Reagenzien in Ordnung sind und die
Testdurchfihrung korrekt war.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN
1. Testkarten (30): einzein in Folie verpackte Karten, die fest gebundene H.pylori-Antigene (TEST-Reaktionsfenster) und menschiiches 1gG (KONTROLL-
Reaktionsfenster) enthalten
Pasitiv-Kontraile (2,0mt): menschliches Serum mit igG-Antikorpern gegen H.pyloriin einem Puffer (pH7,3) mit 0,1% Natriumazid
Negativ-Kontrolle {2,0ml): nichtreaktives humanes Serum in einem Puffer (pH7,3) mit 0,1% Natriumazid
Enzymkonjugat (5,0ml): monokionales anti-humanes igG, markiert mit alkalischer Phosphatase in einem Puffer (pH7,25) mit 0,1% Natriumazid
Waschpuffer (15mi): Puffer (pH 7,2) mit 9,5% (Gew./Vol.) Guanidinhydrochlorid
Substrat-Reagenz (15ml): Putfer (pH9,8) mit 5-Bromo-4-Chloro-3-indotyl-Phosphat und 0,1% Natriumazid
Voilblut-Probenverdiinnungspuffer (7,5ml): Puffer (pH 7,0) mit Natriumdodacylsulfat und 0,1% Natriumazid
Transfer-Pipetten (60)

ZUSATZLICH BENOTIGTE MATERIALIEN
1. Stopp-Uhr
2. Reagenzrihrchen (nur fiir Voliblut)
3. KapillarrShrehen {nur fiir Voliblut)

VORSICHTSMASSNAHMEN

1. Alle Reagenzien sind nur zur in vitro Diagnostik bestimmt.

2. R ien-K i Inkubati iten und Temy (22-27°C) wurden beziiglich Sensitivitdt und Spezifitt optimiert. Die hesten Resulate
werden hei Einhaiten dieser Vorgahen erzieit. Wenn der Test einmal begonnen wurde, soliten alle weiteren Schritte ohne Unterbrechung votiendet werden.

3. Patientenproben und Kontrollen kénnen infekiids sein. Die positiven und negativen Kontrollen enthaiten humanes Serum, das auf HBsAg und Antikérper gegen
HIV untersucht und fiir negativ befunden wurde. Kein Test kann jedoch mit absoluter Sicherheit ausschlieen, daB HIV, Hepatitis- oder andere Erreger mit
menschiichem Blut {ibertragen werden. Daher sollten Patientenproben, Kontrolien, benutzte Testkarten sowie anderes potentiell infektidses Material nach den
Biosafety Leve 2 - Richtlinien - wie in dem GDC/NIH Handbuch “Biosafety in Microbiofogy and Biomedical Laboratories,” 1988 heschrieben - gahandhabt werden.

4. Alle R ien und Pati proben soliten vor Gebrauch auf Raumtemperatur (22-27°C) erwérmt werden. Zusiizlich soliten alle Reagenzien aus der
Kitverpackung genommen und vor Gebrauch gemischt werden.
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. Reagenzien aus Testkits mit unterschiedlicher Chargennummer sollten nicht ausgetauscht werden. Abgelaufene Reagenzien nicht verwenden.
. Reagenzien-Flaschen senkrecht halten, um gine sorgféltige Zugabe von Tropfen der richtigen GroBe zu erzielen. Mit den Spitzen der Flaschen oder Pipetten weder
die Proben- noch die Reaktionsfenster berithren.
Die Flaschchen mit den richtigen Deckein wiederverschiieRen.
Das Substrat-Reagenz kann lichtempfindlich sein und solite nicht einer iiberméaBigen Belichtung ausgesetzt werden. Wenn dieses Reagenz gine Blaufarbung zeigt,
solite es verworfen werden.

9. Pro Probe jeweils eine Transferpipette benuizen. Nach Gebrauch wegwerfen. Auf keinen Fall wiederverwenden.
10. Farbreaktionen in den (unteren) Probenfenstern nicht beachten. Die Ergebnisse werden durch die Farbentwicklung in den (oberen) Reaktionsfenstern bestimmt.
WARNUNG: Einige Reagenzien dieses Testkits enthalten Natriumazid, das hautreizend wirkt, Hautkontakt mit den Reagenzien vermeiden. Das Entsorgen von Natriumazid-
haltigen Reagenzien in Blei- oder Kupferrohren kann zur Bildung explosiver Metallazide fihren. Dies kann durch Splilen mit grofien Wassermengen wihrend des
Entsargens vermieden werden,

HALTBARKEIT UND LAGERUNG
Das Haltbarkeitsdatum ist auf dem Testkit-Ftikett angegeben. Den Kit bei 2-8°C lagern und sofort nach jedem Gebrauch in den Kihischrank zuriickiegen.

HANDHABUNG DER PROBEN

. Serum, Plasma oder Vollblut kann in diesem Test verwendet werden. Natriumheparinat, Lithiumheparinat, Natriumeitrat und EDTA sind geeignete Antikoagulanzien,
Bisher liegen keine Erkenntnisse (ber die Qualitdt der Testergebnisse des tmmunoCard H.pyfori - Tests vor, wenn andere Antikoagulanzien verwendet werden.
Die Proben miissen nach Standard-Labormethoden gewonnen werden.

. Serum und Plasma kann im Kihischrank bei 2-8°C bis zu 5 Tage aufbewahrt werden. Wenn der Test erst spater durchgefihrt werden sofl, sollten die Proben eingefroren
werden. Wiederhoites Einfrieren und Auftauen vermeiden. Eine Serum-/Plasma-Probe, die tribe ist oder Partike! enthélt, kann vor dem Test zentrifugiert werden.

. Vollblut mit Antikoagulanz kann ohne Zentrifugation verwendet werden. Mit Lithiumheparinat, EDTA oder Natriumcitrat konnen Blutproben bei 2-8°C bis zu 72

Stunden aufbewahrt werden.

Bei Vollblut aus der Fingerbeere sollte das Kapillarréhrchen vollstandig gefitht und sofort analysiert werden.

HINWEISE ZUR‘TESTDURCHFUHRUNG
1, Das Format der immunoCard, Testkarte ist unten abgebildet :
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2. Die Analyse von Serien von Proben oder Kontrollen ist méglich, \iorausgesetzr, daB fir jede Testkarte alle Arbeitsschritte und die Inkubationszeiten eingshalten werden.
3. Die (linke) KONTROLL-Seite jeder Karte dient ale Verfahrenskontrolie zur {dentifizierung problematischer Proben und zur Uberpriifung der Reagenzien-Qualitét.

TESTDURCHFUHRUNG
Dieser Test sollte nur von qualitiziertem Personal unter Beriicksichtigung der jeweiligen regulatorischen Bestimmungen durchgefiihrt werden.

PLASMA; SERUM UND KONTROLLEN

. Die bendtigte Anzahl von Testkarten aus ihren Verpackungen nehmen. Zur Identifizierung kennzeichnen. Nur eine Karte tlir jede Kontrolle oder jede zu analysierende
Probe benutzen. Die Testkarten missen wahrend der Testdurchfithrung horizontal gehalten werden.

. Mit einer Transterpipette zwei Tropfen Serum oder Plasma in beide unteren Fenster geben.

Kontrollen (nicht zwingend): die Positiv-Kontrolle kann durch direkis Zugabe von je zwel Tropfen in beide unteren Fenster einer Karte gstestet werden. Die

Negativ-Kontrolie kann in derselben Art auf einer sigenen Karte getestet werden.

Eine Minute, nachdem die Probe oder Kontrolls in die beiden unteren Fenster gegeben wurde, warten.

Zwei Tropten des Enzymkonjugats in die beiden cberen Fenster geben.

Sobald das Enzymkonjugat vollstindig autgesaugt ist, zwei Tropfen Waschputfer in die beiden oberen Fenster geben.

Sobald der Waschpuffer volisténdig aufgesaugt ist, zwei Trapfen der SubstratiGsung in beide oberen Fenster geben.

Fiinf Minuten warten. )

Sofort in den oberen Fenstern nur das Auftreten oder Aushleiben der Blaufirhung ablesen, und zwar in derselben Reihenfoige, in der die Substratlisung

zugegehen worden war.

VOLLBLUT UND KONTROLLEN
1. Die bendtigte Anzahl von Testkarten aus ihren Verpackungen nehmen. Zur Identifizierung kennzeichnen. Nur eine Karte fiir jede Kontrolie oder zu analysierende
Probe benutzen, Die Testkarten miissen wahrend der Testdurchfiihrung horizontal gehatten werden.
. Vier Tropfen Vollblut-Probenverdiinnungspuffer in ein beschriftetes Glas-Reagenzréhrchen geben.
. Mit einer Transferpipette zwei Tropfen Vollblut in das Reagenzrohrchen geben.
Achtung: bei Abnahme aus der Fingerbeere, das Kapillarrohrehen vollstindig mit Vollblut filllen. Den gesamten Inhalt in ein Reagenzréhrchen geben, das vier
Tropfen Voliblut-Probenverdiinnungspuffer enthélt.
Kontrollen (nicht zwingend): die Positiv- und Negativ-Kontrollen werden durch Zugabe von je zwei Tropfen in ein Reagenzréhrchen, das vier Tropfen Vollblut-
Probenverdiinnungspuffer enthalt, getestet.
Wit einer neuen Transfer-Pipstte zwei Tropfen des verdiinnten Volibluts oder der Kontrollen in die beiden unteren Probenfenster geben.
Drei Minuten, nachdem die Proben oder die Kontrollen in die beiden unteren Fenster gegeben wurden, warten.
VORSICHT: manche Voliblutproben kdnnen die Membran verstopfen. Wenn die Probe die Test- und Kontroll-Reaktionsfenster nicht vollsténdig befsuchtet, ist der
Test ungliitig.
Zwet Tragfen des Enzymkonjugats in die beiden oberen Fanster geben.
Sahald das Enzymkonjugat vollstindig aufgesaugt wurde, zwei Tropfen Waschpuffer in die beiden oberen Fenster geben.
Sobald der Waschpuffer vollstindig aufgesaugt ist, zwei Tropfen der Substratidsung in beide cberen Fenster geben.
Fiinf Minuten warten.
Sofort in den oberen Fenstern nur das Auftreten oder Ausbleiben der Biaufarbung ablesen, und zwar in derselben Reihenfolge, in der die Substratidsung zugegeben
worden war.
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QUALITATSKONTROLLE
Die Positiv- und Negativ-Kontrollen sollten bei Erhalt des Testkits getestet werden und miissen folgende Ergebnisse erzielen.

1. Positiv-Kontrolie: sichtbare bfaue Farbe in beiden (oberen) Reaktionsfenstern (Abb.1)

2. Negativ-Kontroile: sichtbare biaue Farbe nur im KONTROLL-Reaktionsfenster (oben links). Das TEST-Reaktionsfenster (aben rechts) sollte farblos sein (Abb.2).
Die Verfahrenskontrotle im finken oberen Fenster jeder Testkarte (berpriift die einzelnen Proben und das Funktionieren der Reagenzien. Wenn die Verfahrenskontrolle
weder mit einer Probe noch mit dem Kontroll-Reagenz eine Blaufirbung aufweist, zeigt dies einen unguitigen Test an, der wiederhoit werden solite.

Bei jedem Gebrauch soflten die Testbestandteile auf offensichtliche Zeichen von mikrobiellem Befall, Vereisungen oder Undichtigkeiten untersucht werden.
Die Ergebnisse jeder Qualitdtskontrolle sollten in ginem geeigneten Laborjournal aufgezeichnet werden, um einen hohen Standard der Testdokumentation aufreeht zu erhatten.
Die Positivkantrolie (berprift den Test am Cut-off-Punkt.

Die Verfahrenskontrolle im oberen linken Teil einer jeden Testkarte (iberprift die Reaktivitit von jedem Reagenz.

Wenn die Verfahrens-, die Positiv- oder Negativ-Kontrolle nicht die richtigen oder erwarteten Ergebnisse bringt, ist der Test ungiiltig und die Ergebnisse der Patienten
saliten nicht weitergegeben werden.

Wenn die erwarteten Reaktionen ausbleiben und die Reagenzien noch nicht abgelaufen sind, wenden Sie sich bitte an den technischen Support von Meridian Bioscience.
INTERPRETATION DER ERGEBNISSE
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Positives Ergebnis  Negatives Ergebnis  Ungiiltiges Ergebnis  Ungiiltiges Ergebnis
NUR DIE OBEREN REAKTIONSFENSTER ZUR INTERPRETATION DER ERGEBNISSE ABLESEN

Positives Testergebnis: deutlich sichtbare Blaufirbung in BEIDEN Reaktio n {Abb.1). Gel lich kann ein positives Ergebnis eing Abstufung der blauen
Farbe vom unteren bis zum oberen Rand des Reaktionsfensters zeigen. Dies soilte als positives Ergsbnis angesehen werden. Eine positives Testergebnis zeigt das
Yorkommen van lgG gegen H.pylori an.

Negatives Testergebnis: Deutlich sichtbare Blaufirbung nur im KONTROLL-Reaktionsfenster {oben links). Das TEST-Reaktionsfenster (oben rechts) sollte farblos
his schwach grau sein (Abb.2). Gelegentiich kann das TEST-Reaktionsfenster (oben rechts) auf der linken oder rechten Seite eine Spur blauer Farbe zeigen, wihrend
der Rest des Fensters farblos bleibt. Dies sollte als negatives Testergebnis angesehen werden. Negative Ergebnisse zeigen entweder an, dafl keine 1gG gegen H.pylori
vorliegen, oder dafl die Konzentration unter der Nachweisgrenze des Tests liegt.

Ungiiltiges Testergebnis: Keine erkennbare Farbe im KONTROLL-Reaktionsfenster {oben links; Abb. 3 und 4). Ungiiltige Testergebnisse kinnen auf ein Problem der
Reagenzien des lmmunoCard,-Tests, auf sinen Verfahrensfehier oder auf das Varstopfen der Membran durch die Probe zuriickzufiihren sein; den Test wiederholen.

EINSCHRANKUNGEN

. Die Ergebnisse von immunoCard H.pylorisoliten in Verbindung mit klinischen Befunden des Patienten und anderen diagnostischen Ergebnissen bewertet werden.

Dieser Test sollte nur bei Patienten angewendet werden, deren Symptomatik eine gastrointestinale Erkrankung nahe legen. Der ImmunoCard H.pylori ~Test ist

nicht zur Anwendung bei asymptomatischen Patienten vorgesehen.

Ein positives Testergebnis unterscheidet nicht zwischen einer aktiven Infektion und einer Kolonisierung mit H.pylori.

ImmunoCard H.pyfori ist ein qualitativer Test, der nur das Vorkommen von 1gG-Antikorpern gegen H.pylori anzeigt. Er weist nicht das Vorkommen einer

gastrointestinalen Erkrankung nach.

. Ein negatives Testergebnis zeigt an, daB keine igG-Antikirper gegen H.pylorivorliegen, oder daf die lgG-Konzentration unter der Nachweisgrenze des Tests liegt.

immunoCard H.pylori wurde bisher nicht in padiatrischen Populationen getestet. Daher wurde kein Leistungsprofil fiir diese Gruppe erstelit.

. ImmunoGard H.pylori wurde auf magliche Storungen durch hohe Hamoglobin-, Lipid- und Bilirubin-Spiegel untersucht. Es wurden keine interferenzen beobachtet in
Serumproben, die entweder positiv oder negativ beziiglich der Antikorper gegen H.pyforiwaren. Yoliblutpraben wurden nicht auf Interferenzen durch diese Stoffe untersucht.

. Voliblutproben mit einem Himatokritwert >61% wurden nicht untersucht und kdnnen die Membran verstepfen.

ERWARTETE WERTE

Epidemiologiestudien iiber H.pyiori haben gezeigt, daB dieser Erreger weltweit vorkommt (12,16). Es konnte gezeigt werden, daB die durch H.pylori ausgeldste
Gastritis mit dem Alter, der ethnischen Zugehbrigkeit, der Familiengréfie und dem soznookonomusohen Umfeld korretiett (8, 10) Wiahrend die Erkenntnisse aus
epidemiologischen Studien Gher H.pylori-infektionen oder die -Besledlung stetig wachsen, ist der inf g zur Zelt unbekannt (3,7,11,13,14).

Studien zeigen, dass die Inzidenz der infektion in den USA mit jedem Lebensjahr um 1-2% steigen kann {10). Posxt vraten von 50% sind nicht ungewdhnlich bei Personen
mit 60 Jahren oder mehr. Die Haufigkelt von H.pyior-infek ‘innpn bei Patienten mit diagnostiziertem Ulcus duodeni Hlegt jedoch in jeder Altersgruppe bei ungefahr 80%
(12). Die Positivrate von H.pyloriist kiar abhdngig von der Population, aus der die Proban genommen wurden, und davon, wie diese Population definfert ist.

Der tmmuncCard H.gylori Test weist das Vorkommen von igG-Antikirpern gegen H.pyiorfim Serury, Plasma und Voliblut nach. 43,2% der Seren einer Popufation mit
allgemaeiner Symptomatik waren mit ImmunoCard H. pyfori Antikorper-nositiv. Es gab eine 39,1%Ige Korrelation zwischen den Ergebnissen mit Voilbiut und mit Serum
bei einer allgemeinen Papulation mit symptomatischen und asymptomatischen Personen. Erwartungswerte flir eine gegebene Population soliten fir jedes Labor
bestimmt werden. Die Rate positiver Ergebnisse kann mit der Region, der Methode der Probenabnahme, -handhabung und des ~transports, mit dem angewendeten
Test und den ailgemeinen Gesundheitshedingungen der untersuchten Population varileren.

LEISTUNGSMERKMALE

Der ImmunoCard H.pylori Test wurde in zwei Krankenhdusern und einem gastroenterologischen Labor bewertet (4). Insgesamt wurden 382 Serum-Proben von
Patienten mit gastrointestinalen Beschwerden getestet. Alie Patienten unterzogen sich einer Endoskopie. Der immunoCard H.pylori Test wurde mit Ergebnissen
verglichen, die aus Biopsiematerial mit Biopsie-Urease-Schnelitests erzielt wurden.
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Biopsie-Urease Test
immunoCard®
H. pylori Positiy Negativ.
Positiv 115 50
Negatly 2 215

n =382
Sensitivitat = 98,2% (94,0-99,5)*
Spezifitdt = 81,1% (76,0-85,4)
Ubereinstimmung = 86,4% (82,5-89,5)
*95% Vertrauensintervalle berechnet mit der Normalmethode in Klammern

47 Proben, die im Biopsie-Urease-Test negativ und im ImmunoCard H.pylori Test positiv waren, waren auch in einem Konkurrenz-Mikrotiter-ELISA positiv. 46 dieser
Proben waren in der histologischen Firbung positiv und/oder die pathologische Diagnose einer H pylori-Erkrankung wurde assoziiert. Disse zusétziichen Informationen
heiegen, dass es sich bei 47 der 50 im Vergleich falsch positiven Ergebnisse tatséchiich um Antikdrper-positive Proben handeite, die im Biopsie-Urease-Test negativ
waren. Die beiden Proben, die im Urease-Test positiv und im ImmunoCard H.ayfori Test negativ waren, waren auch in einem Konkurrenz-Mikrotiter-ELISA negativ,
was belegt, dass diese im Vergleich falsch negativen Ergebnisse tatsachlich Antikdrper-negative Ergebnisse waren.
Der immunoCard H.pylori Test wurde mit einem Konkurrenz-Mikrotiter-ELISA auch beziiglich des Nachweises von lgG gegen H.pyloriverglichen.

Konkurrenz ELISA
immunoCard®
H. pylori Positiv Hegativ i
Positiv 161 4 [t}
Negativ 5 21 1
n =382 '

Relative Sensitivitat = 97,0% (93,1 - 98,7)"
Relative Spezifitat = 98,1% (95,3 - 99,3)
Relative Ubereinstimmung = 97,8% (95,6 - 98,7}

Eine Probe, die im ELISA negativ und im immunoCard H.gylori Test positiv war, war auch im Biapsie-Urease-Test positiv. Drei Proben, dig im ELISA negativ und im
immunoCard H.pylori Test positiv waren, waren im Biopsie-Urease-Test negativ. Alle filnf Proben, die im ELISA positiv und im- ImmunoCard H.pylori Test negativ
waren, waren im Biopsie-Urease-Test negativ. Die eine Probe, die im ELISA unklar und im ImmunoCard 4. pyfori Test negativ war, war im Biopsie-Urease-Test negativ.
In siner Proben-Matrix-Studie wurde Voliblut, das in Lithium-Heparin, EDTA und Natriumcitrat abgenommen wurde, und Serum, das von 108 symptomatischen und
asymptomatischen Personen stammie, untersucht. Der refative Vergisich von Volibiut zu Serum konnte nicht durch Biopsie-Resultate bewertet werden. Es wurde eine 98,1%
{95% Cl =+ 1,8%) Ubereinsti zwdschen den Vollbhut-Resultaten erzislt, wenn man die Antikoagulans- (30 positive) und die Serum-Resulate {31 positive) auller
Acht lasst.
Ein Vergleich zwischen den Ergebrissen von Kapillarblut, weiches aus dem Finger sntnommen wurde, und dem Serum van 77 Personen zeigte eine 100%
Ubereinstimmung: 15 positive und 62 negative. Die Probenergebnisse konnten nicht durch Biopsie-Resultate bewertet werden.

REPRODUZIERBARKEIT

Zwei klinischen Zentren analysierten eine negative, eine schwach positive und eine stark positive Serum-Probe jeweils 10mal an drei Tagen. Die Positiv- und die Negativ-
Kontroile wurden wihrend dieser Testperiode dreimal am Tag getestet. Drai Klinische Zentren analysierten die Positiv- und die Negativ-Kontrollen sowie vier negative
und vier positive Serumproben dreimal am Tag an drei Tagen. Insgesamt wurden 450 Tests in all diesen Testzentren durchgefihrt. Die Reproduzierbarkeit desimmunoCard
H.pylori Tests innerhalb eines Testlaufs (intra-assay} und zwischen den Testiufen (inter-assay) mit allen Proben betrug 100% (4).

TESTSPEZIFITAT
A. Studien mit Bakterien

Adsorptionsstudien zeigten, dass beim tmmunoCard H.pylori Test keine Kreuzreaktivitats-Probleme mit den folgenden klinischen Isolaten (Cl) oder ATCC-Stammen
auftreten (4).

Campylobacter coli Cl Klebsielia pneumoniae ATCC 13883
Campylobacter fetus Cl Proteus vilgarus ATCC 8427
GCampylobacter hyointestinalis ATCC 29543 Pseudomonas asruginosa ATCC 9027
Campylobacter jejuni ATCC 33292 Pseudomonas fluorescence Ct
Campylobacter lari Gl Salmonelia sp cl
Campylobacter rectus ATCC 35217 Serratia fiquefaciens ATCC 3551
Candida albicans ATCC 10231 Shigella flexneri Gl
Citrobacter freundii ATCC 8090 Shigella sonnef Cl
Entgrobacter agrogenas ATCC 13048 Staphylococous aureus {Cowan 1) ATCC 12598
Enterobacter cioacae ATGC 13467 Streptococcus faecalis Gt
Escherichia coli ATCC 8739 Wolinella succinogenes ATCC 29543
Helicobacter cinaedi ATCC 35683 Yersinia enterolitica Cl

8. Studien mit Serum
Seren von Patienten, deren Kulturen positiv waren oder einen serologischen Nachweis fiir folgende Erkrankungen zeigten, reagierten nicht bei einer Testung mit dem
immunoCard #.pylori Test (4): .

Anti-nukiedre Antikdrper Zytomegalie-Virus Rheumatfaktor Rubeffa-Virus
Lupus erythematodes Toxoplasmaose Influenza A Coccidioides
Histoplasma Mononukleose Herpes-simplex-Virus Cryptococeus
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