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DEUTSCH

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test ist ein schneller
chromatographischer Immunoassay zum  gleichzeitigen
Nachweis und zur Differenzierung des Dengue-NS1-Antigens
und anti-Dengue-Virus-IgG und -IgM in humanem Vollblut,
Serum oder Plasma. Der Test ist als Hilfsmittel bei der
Diagnose von Dengue-Infektionen bestimmt und nur fir den
professionellen Gebrauch ausgelegt.

2. Einleitung und Diagnostische Bedeutung

Das Dengue-Virus ist ein Flavivirus, das durch die Tigermucken
Aedes aegypti und Aedes albopictus ubertragen wird. Es ist in
den tropischen und subtropischen Gebieten der Welt weit
verbreitet' und verursacht jahrlich bis zu 100 Millionen
Infektionen.”  Klassische Dengue-Infektionen sind durch
plotzliches Einsetzen von Fieber, starke Kopfschmerzen,
Myalgie, Arthralgie und Hautausschlag gekennzeichnet.

Dengue-Primdrinfektionen verursachen eine Steigerung von
1gM bis zu nachweisbaren Konzentrationen in 3 bis 5 Tagen
nach dem Einsetzen von Fieber. IgM bleiben normalerweise 30
bis 90 Tage bestehen.® Die meisten Dengue-Patienten in
endemischen Gebieten haben Sekundéirinfektionen,4 die zu
hohen Konzentrationen spezifischer 1gG vor oder gleichzeitig
mit einer IgM-Reaktion flhren kénnen.” Daher kann der
Nachweis von spezifischen anti-Dengue-IgM und -IgG auch
dazu beitragen, zwischen Priméar- und Sekundarinfektionen zu
unterscheiden.

NS1 ist eines von 7 Nichtstrukturproteinen des Dengue-Virus,
die vermutlich alle an der viralen Replikation beteiligt sind.
NS1 existiert als Monomer in seiner unreifen Form, wird aber
im endoplasmatischen Retikulum verarbeitet, um ein stabiles
Dimer zu bilden. Eine kleine Menge an NS1 bleibt mit
intrazellularen Organellen assoziiert, wo sie an der viralen
Replikation beteiligt ist. Der Rest des NS1-Proteins bindet
entweder an die Plasmamembran oder wird als ein l6sliches
Hexadimer abgesondert. NS1 ist essenziell fur die virale
Lebensfahigkeit, jedoch ist seine genaue biologische Funktion
unbekannt. Antikorper, die als Reaktion auf NS1 bei Virus-
infektionen gebildet werden, kénnen mit Zelloberflachen-
antigenen auf Epithelzellen und Blutplattchen kreuzreagieren.
Dies hat Auswirkungen auf die Entwicklung von Dengue-
hamorrhagischem Fieber.

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test ist ein Schnelltest,
der eine Kombination von beschichteten und an farbige
Partikel gekoppelte Dengue-Antikorpern zum Nachweis von
Dengue NS1-Antigenen und an farbige Partikel gekoppelte
Dengue-Antigene zum Nachweis von anti-Dengue-IgG und
anti-Dengue-IgM in menschlichem Vollblut, Serum oder
Plasma verwendet.

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test ist ein qualitativer
membran-basierter Immunoassay zum Nachweis von anti-
Dengue-Antikérpern und Dengue NS1-Antigenen im Vollblut,
Serum und Plasma.

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test enthilt zwei
Teststreifen (linke Seite: der Dengue NS1 Ag Test, rechte Seite:
der kombinierte Dengue IgG/IgM Test).
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Der Dengue 1gG/IgM Test auf der rechten Seite besteht aus
zwei Bestandteilen. Im 1gG-Bestandteil sind anti-human 1gG-
Antikoérper im  Testlinienbereich ,1gG“ vorbeschichtet.
Wéhrend der Testung reagiert die Probe mit Dengue-
Antigenen-beschichteten Partikeln in der Testkassette. Das
Gemisch wandert dann chromatographisch durch Kapillarkraft
die Membran entlang und reagiert mit anti-human 1gG-
Antikérper im Testlinienbereich ,,I1gG“. Wenn in der Probe anti-
Dengue IgG vorhanden sind, erscheint eine farbige Linie im
Testlinienbereich ,,1gG“.

Im 1gM-Bestandteil sind anti-human IgM-Antikérper im
Testlinienbereich ,1gM“ vorbeschichtet. Wenn in der Probe
anti-Dengue 1gM vorhanden sind, reagieren sie ebenfalls mit
den Dengue-Antigen-beschichteten Partikeln in der Test-
kassette. Der Komplex wird dann durch anti-human IgM-
Antikorper abgefangen und dadurch entsteht eine farbige
Linie im Testlinienbereich ,,IgM*“.

Wenn die Probe keine Dengue-Antikorper enthalt, entstehen
keine farbigen Linien in den Testlinienbereichen, was auf ein
negatives Ergebnis hindeutet.

Dengue NS1 Ag Test auf der linken Seite:

Wéhrend der Testung reagiert die Probe mit Dengue-
Antikdrper-Konjugaten auf dem internen Teststreifen. Gold-
Antikérper-Konjugate binden Dengue-Antigene in der Probe,
welche wiederum von den auf der Membran vorbeschichteten
anti-Dengue NS1-Antikérpern gebunden werden. Wenn das
Gemisch dann durch Kapillarkraft die Membran entlang
wandert, binden anti-Dengue NS1-Antikorper den Antikorper-
Antigen-Komplex, dadurch wird eine hellrosa oder dunkelrosa
Linie im Testlinienbereich (T) der Membran gebildet. Die
Farbintensitat der Linien kann abhangig von der
Antigenmenge, die in der Probe vorhanden ist, variieren. Das
Erscheinen der rosa Linie im Testlinienbereich (T) ist als ein
positives Ergebnis zu betrachten.

Das Erscheinen der beiden farbigen Linie in den
Kontrolllinienbereichen (C) dient als Verfahrenskontrolle und
weist darauf hin, dass jeweils geniigend Probenvolumen
hinzugegeben wurde und dass die Membranen ausreichend
durchnésst sind.

e 25 Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Testkassetten

e 25 Einwegpipetten (5 ul)

e 25 Einwegpipetten (25 pl)
(die mitgelieferten 5pl- und 25 pl-Pipetten Ubertragen
jeweils ca. 5 pl und 25 pl in einem Tropfen, auch wenn mehr
Blut in die Pipette aufgenommen wird)

e 1 Puffer ,Buffer” (3 ml)

e 1 Gebrauchsanweisung

5. Zusatzlich benoétigte Materialien

e Probensammelbehalter

Zentrifuge (nur fir Serum/Plasma)
Timer

Lanzette (fur Vollblut aus Fingereinstich)
o ggf. 75 pl-Kapillare

o ggf. Mikropipette

v.nal-vonminden.com 2
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NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test-Kits sollten bei 2-30°C
gelagert und bis zum auf der Verpackung angegebenen
Verfallsdatum benutzt werden. Testkassetten sind bis zum auf
den Folienbeuteln angegebenen Verfallsdatum stabil. Test-
kassetten sollten bis zur Verwendung in versiegelten
Folienbeuteln verbleiben. Frieren Sie Tests nicht ein.
Verwenden Sie die Tests nicht nach dem Verfallsdatum.

e Nur fir den professionellen in-vitro-diagnostischen
Gebrauch.

Lesen Sie die komplette Gebrauchsanweisung vor der Test-
durchfuihrung sorgfaltig durch.

Den Test nicht nach dem auf der Verpackung angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

Test nicht verwenden, wenn der Folienbeutel beschadigt ist.
Tests nicht wiederverwenden.

Proben nicht in das Reaktionsfeld (Ergebnisfeld) geben.

Das Reaktionsfeld (Ergebnisfeld) nicht berthren, um
Kontaminierung zu vermeiden.

Zur Vermeidung von Kreuzkontaminationen sollte fur jede
Probe ein eigener Probensammelbehdlter verwendet
werden.

Essen, trinken oder rauchen Sie nicht in dem Bereich, in
dem mit Proben und Testkits umgegangen wird.

Tragen Sie beim Umgang mit Proben Schutzkleidung wie
Laborkittel, Einmalhandschuhe und Schutzbrille.

Behandeln Sie alle Proben so, als ob sie infektiose
Reagenzien enthielten. Beachten Sie bestehende Vorsichts-
maBnahmen fiir mikrobiologische Risiken wahrend aller
Verfahren sowie Standardrichtlinien fir die korrekte
Probenentsorgung.

Dieser Test enthdlt Erzeugnisse tierischen Ursprungs.
Zertifizierte Kenntnisse der Herkunft und/oder des Sanitéar-
zustands der Tiere gewahrleisten nicht vollig die Abwesen-
heit Ubertragbarer Pathogene. Es wird daher empfohlen,
diese Produkte als potentiell infektios zu betrachten und sie
gemaR den Ublichen Sicherheitsvorkehrungen zu behandeln
(z.B. Verschlucken oder Einatmen vermeiden).

Feuchtigkeit und Temperaturen kénnen Testergebnisse
beeintrachtigen.

Benutzte Testmaterialien sollten gemal lokalen Vorgaben
entsorgt werden.

8. Probennahme, -vorbereitung und -lagerung
Der NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test kann mit Vollblut,
Serum oder Plasma durchgefihrt werden.

Vollblutprobenentnahme aus Fingerpunktion

Waschen Sie die Hand des Patienten mit Seife und warmem
Wasser oder sdubern Sie sie mit einem Alkoholtupfer.
Lassen Sie sie trocknen.

Massieren Sie die Hand ohne dabei die Einstichstelle zu
berthren, indem Sie die Hand abwarts in Richtung der
Kuppe des Mittel- oder Ringfingers reiben.

Stechen Sie die Haut mit einer sterilen Lanzette. Wischen
Sie den ersten Blutstropfen ab.

Reiben Sie vorsichtig die Hand vom Handgelenk zur
Handflache und zum Finger, damit sich auf dem Einstich-
punkt ein runder Tropfen bildet.
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Vollblut aus Venenpunktion

Fur eine Serum- oder Plasma-Testung trennen Sie Serum oder
Plasma vom Blut so schnell wie méglich, um eine Hamolyse zu
vermeiden. Verwenden Sie nur klare, nicht hdmolysierte
Proben.

Die Testung sollte unmittelbar nach der Probenentnahme
durchgefihrt werden. Bewahren Sie Proben nicht bei
Raumtemperatur Uber einen langeren Zeitraum auf. Serum-
und Plasmaproben kénnen bei 2-8°C bis zu 3 Tage gelagert
werden. Fir eine langere Lagerung sollten die Proben bei -
20°C gelagert werden. Vendses Vollblut sollte bei 2-8°C
aufbewahrt werden, wenn der Test innerhalb von 2 Tagen
nach Probenentnahme durchgefiihrt wird. Frieren Sie die
Vollblutproben nicht ein. Vollblutproben aus Fingerpunktion
sollten unverzlglich getestet werden. Bringen Sie Proben vor
der Testdurchfilhrung auf Raumtemperatur. Eingefrorene
Proben sollten vor Testdurchfiihrung vollstandig aufgetaut
und gut gemischt werden. Proben sollten nicht wiederholt
eingefroren und aufgetaut werden. Wenn Proben versendet
werden sollen, sollten diese gemdR Bundesverordnungen flr
dtiologische Mittel verpackt werden.

9. Testdurchfiihrung

Bringen Sie alle Tests, Proben, Puffer und/oder Kontrollen
vor der Testdurchfiihrung auf Raumtemperatur (15-30°C).

1. Entnehmen Sie die Testkassette dem verschlossenen
Folienbeutel und legen Sie sie auf eine saubere und ebene
Oberflache. Die Testkassette muss unverziiglich nach der
Offnung des Folienbeutels verwendet werden. Kenn-
zeichnen Sie die Testkassette mit der Patienten- oder
Kontrollidentifikation.

2. a) Fur Serum- oder Plasmaproben:

Fiir Dengue NS1 Ag:

Halten Sie die mitgelieferte 25 pl-Pipette
senkrecht und geben Sie 3 Tropfen (ca.
75uL) Serum oder Plasma in die
Probenvertiefung (S) der Testkassette.

Fiir anti-Dengue 1gG/IgM:

I. Mittels einer Pipette:
Halten Sie die mitgelieferte 5 pl-Pipette
senkrecht, saugen Sie damit die Serum-
oder Plasmaprobe bis zur ersten Ver-
breiterung (ca. 5 pl) auf und geben Sie sie
in die Probenvertiefung (S) der Test-
kassette.  AnschlieRend geben Sie
1 Tropfen (ca. 40 uL) Puffer hinzu. Ver-
meiden Sie Luftblasen in der Proben-

vertiefung. g
oder

1l. Mittels einer Mikropipette:
Geben Sie mit der Mikropipette 5 pl
Serum oder Plasma in die Proben-
vertiefung (S) der Testkassette. Anschlie-
Rend geben Sie 1 Tropfen (ca. 40 plL)
Puffer hinzu.
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b) Fiir Vollblutproben aus Finger-
[Venenpunktion

Fiir Dengue NS1 Ag:

I. Mittels einer Pipette:
Halten Sie die mitgelieferte 25 pl-
Pipette senkrecht und geben Sie
3 Tropfen (ca. 75uL) Vollblut in die
Probenvertiefung (S) der Testkassette.
AnschlieRend geben Sie 1 Tropfen (ca.
40 pL) Puffer hinzu.

1l. Mittels Kapillarréhrchen
Fiullen Sie die Kapillare mit einer
Blutprobe und geben Sie ca. 75 plL aus
in die Probenvertiefung (S) der
Testkassette. AnschlieRend geben Sie
1 Tropfen (ca. 40 uL) Puffer hinzu.

11l. Mittels hdngender Tropfen
Lassen sie 3 hangende Tropfen (ca.
75 uL) Vollblut aus Fingerpunktion in
die Probenvertiefung (S) der Test-
kassette fallen. AnschlieRend geben Sie
1 Tropfen (ca. 40 uL) Puffer hinzu.

Fiir anti-Dengue 1gG/IgM:

I. Mittels einer Pipette:
Halten Sie die mitgelieferte 5 pl-Pipette
senkrecht, saugen Sie damit die
Vollblutprobe 1 cm Uber der ersten
Verbreiterung (ca. 10 pl) auf und geben
Sie sie in die Probenvertiefung (S) der
Testkassette. AnschlieBend geben Sie
1 Tropfen (ca. 40 uL) Puffer hinzu.

1l. Mittels einer Mikropipette:
Geben Sie mit der Mikropipette 10 pl
Vollblut in die Probenvertiefung (S) der
Testkassette. AnschlieBend geben Sie
1 Tropfen (ca. 40 pL) Puffer hinzu.

3. Starten Sie den Timer.

4. Werten Sie das Ergebnis nach 10
Minuten aus. Nach mehr als 20
Minuten keine Ergebnisse mehr
auswerten.

v c—

oder

oder

@

oder

- —

10. Testauswertung

Positiv fiir Dengue NS1 Ag:

Eine farbige Linie erscheint in jedem
Kontrolllinienbereich ,C* und eine
farbige Linie erscheint im Testlinien-
bereich ,NS1“. Das Ergebnis kann auf
eine aktuelle Infektion hindeuten.

Positiv fiir anti-Dengue IgG:

Eine farbige Linie erscheint in jedem
Kontrolllinienbereich  ,C* und eine
farbige Linie erscheint im Testlinien-
bereich ,1gG".
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Das Ergebnis kann auf eine Dengue-
Virus-Sekundarinfektion hindeuten.

Positiv fiir anti-Dengue IgM:

Eine farbige Linie erscheint in jedem
Kontrolllinienbereich ,C* und eine far- B
bige Linie erscheint im Testlinienbereich
,1gM“. Das Ergebnis kann auf eine
Dengue-Virus-Primarinfektion  hindeu-
ten.

Positive fiir anti-Dengue 1gG/IgM:

Jeweils eine farbige Linie erscheint in

jedem Kontrolllinienbereich ,,C* und [r—
jeweils eine farbige Linie erscheint im
Testlinienbereich ,1gG” und ,,IgM“. Das

Ergebnis kann auf eine Dengue-Virus-
Sekunddrinfektion hindeuten. Die Farb-
intensitdten der Linien mussen nicht
Ubereinstimmen.

Hinweis: Eine Kombination positiver Ergebnisse fur
verschiedene Parameter ist moglich.

Negativ:

Es erscheint jeweils eine farbige Linie —
in jedem Kontrolllinienbereich ,,C“. Es

erscheinen keine farbigen Linien in —

den Testlinienbereichen ,NS1“, ,1gG*

und ,IgM*“.

Ungiiltig:

Mindestens eine Kontrolllinie ,C“

erscheint nicht. Ergebnisse von den ==

Tests, die nach der festgelegten
Auswertezeit nicht alle Kontrolllinien
gebildet haben, missen verworfen
werden.

Ungenligendes Probenvolumen, ab-
gelaufene Tests oder fehlerhafte
Vorgehensweise sind die wahrschein-
lichsten Ursachen dafiir, dass die
Kontrolllinie nicht erscheint. Uberprii-
fen Sie den Verfahrensablauf und
wiederholen Sie die Testung mit einer
neuen  Testkassette. Falls das
Problem weiterbesteht, verwenden
Sie das Test-Kit bitte nicht weiter und
setzen Sie sich mit ihrem Distributor
in Verbindung.

Hinweis: Die Farbintensitdit im Testlinienbereich ,NS1“
und/oder ,IgG“ und/oder ,IgM“ kann abhingig von der
Konzentration der Dengue NS1-Antigene und/oder ,IgG“
und/oder ,IgM*“, die in der Probe vorhanden sind, variieren.
Daher sollte jede Farbtonung im Testlinienbereich als positives
Ergebnis betrachtet werden.

11. Qualitétskontrolle

Die Testkassette beinhaltet eine interne Verfahrenskontrolle:

Jeweils eine in Kontrolllinienbereichen (C) erscheinende
farbige Linie wird als interne Verfahrenskontrolle betrachtet.
Sie bestdtigt ausreichendes Probenvolumen, eine korrekte
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Verfahrenstechnik und dass die Membran ausreichend
durchnésst ist.

Die Gute Laborpraxis (GLP) empfiehlt den Einsatz von Kontroll-
materialien zum Nachweis der einwandfreien Leistung des
Test-Kits.

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test weist nur die
Anwesenheit von Dengue-NS1-Antigenen und anti-Dengue-
Antikérpern in der Probe nach und sollte nicht als einziges
Kriterium fir die Diagnose von Dengue verwendet werden.
Die Abschnitte ,Testdurchfiihrung” und ,Testauswertung”
sollten bei der Testung auf die Anwesenheit von Dengue-
Antigenen und anti-Dengue-Antikdrpern im Vollblut, Serum
und Plasma genau befolgt werden. Die Nichtbeachtung des
Verfahrens kann zu falschen Ergebnissen fihren.

Ein negatives Testergebnis fir Dengue NS1 Ag schlieRt eine
mogliche Exposition gegenliber einer Infektion oder eine
Infektion mit Dengue-Viren nicht aus.

Ein negatives Testergebnis fur Dengue NS1 Ag kann
auftreten, wenn die Menge an Dengue-Antigenen in der
Probe unter der Nachweisgrenze des Tests liegt oder wenn
die nachgewiesenen Dengue-Antigene wahrend des
Krankheitsstadiums, in dem die Probe entnommen wurde,
nicht vorhanden waren.

Proben, die unlblich hohe Titer von heterophilen Antikor-
pern oder rheumatoiden Faktoren enthalten, konnen die
erwarteten Testergebnisse beeintrachtigen.

Wenn die Symptome weiterbestehen, wdhrend das mit
dem NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test erhaltene
Ergebnis negativ oder nicht-reaktiv ist, empfiehlt es sich,
einige Tage spater eine wiederholte Testung des Patienten
oder zusatzliche Tests, basierend auf alternativen
Testmethoden, wie z.B. PCR oder ELISA, durchzufiihren.

Die mit dem NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test
erzielten Ergebnisse sollten nur in Verbindung mit anderen
diagnostischen Verfahren und klinischen Befunden
interpretiert werden.

Nach frihem Einsetzen des Fiebers kdnnen anti-Dengue
IgM-Konzentrationen  unterhalb  von  nachweisbaren
Konzentrationen liegen. Flr Primarinfektionen zeigte ein
Antibody-Capture-IgM-Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (MAC-ELISA), dass 80% aller getesteten Dengue-
Patienten nachweisbare IgM-Konzentrationen am flinften
Tag nach der Infektion aufwiesen und 99% aller Patienten
am Tag 10 IgM-positiv getestet wurden. Daher empfiehlt es
sich, dass die Patienten innerhalb dieses Zeitraums getestet
werden. Was Sekundarinfektionen betrifft, kennzeichnen
ein niedriger Stoffmengenanteil der anti-Dengue-IgM und
ein hoher Stoffmengenanteil der anti-Dengue-IgG, welche
weitgehend reaktiv zu Flaviviren sind, die Antikérper.5 Die
Testlinie ,IgM“ kann schwach sein und eine Kreuzreaktion
kann im Testlinienbereich ,1gG* auftreten.

Serologische Kreuzreaktivitaten durch die Flavivirus-Gruppe
(Dengue 1, 2, 3 & 4, St. Louis-Enzephalitis, West-Nil-Virus,
Japanische Enzephalitis und Gelbfieberviren) ist tiblich.*”®
Positive Ergebnisse sollten unter Verwendung anderer
Methoden bestatigt werden.
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e Die andauernde An- oder Abwesenheit von Antikdrpern
kann nicht dazu verwendet werden, um den Erfolg oder
Misserfolg der Behandlung zu bestimmen.

e Ergebnisse von immunsupprimierten Patienten sollten mit
Vorsicht ausgewertet werden.

13. Erwartete Werte

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test wurde mit einem
fihrenden, kommerziell erhédltlichen Dengue Ag EIA
verglichen. Die Korrelation zwischen beiden Systemen betragt
96%.

Eine Dengue-Primarinfektion wird durch die Anwesenheit von
nachweisbaren 1gM 3-5 Tage nach dem Beginn der Infektion
gekennzeichnet. Eine Dengue-Sekundarinfektion wird mit
einer Steigerung von Dengue-spezifischen 1gG in Verbindung
gebracht. In den meisten Fallen geht dies mit erhéhten IgM-
Werten einher.

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test wurde mit einem
fihrenden, kommerziell erhédltlichen Dengue ELISA verglichen
und zeigte eine Sensitivitdit von 83,3% fur IgM bei
Primarinfektionen und >99,9% fiur 1gG bei Sekundar-
infektionen.

14. Leistungsmerkmale des Tests

Sensitivitat und Spezifitat

Ein Serokonversionspanel, das klinische Proben von einer
Gruppe mit symptomatischen und einer mit asympto-
matischen Personen umfasste, wurde mit dem NADAL®
Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test auf Dengue-NS1-Antigene und
anti-Dengue-1gG/IgM getestet. Die Ergebnisse fur Dengue NS1
Ag wurden mit einem fiihrenden, kommerziell erhiltlichen
Dengue Ag EIA bestatigt, wohingegen die Ergebnisse fur anti-
Dengue-IgG/IgM  mit einem fihrenden, kommerziell
erhaltlichen Dengue ELISA bestatigt wurden.

Die Ergebnisse fiir anti-Dengue-IgG/IgM zeigen, dass die
gesamte relative Sensitivitdt fir Primdr- und Sekundar-
infektionen des NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Tests
95,7% betrégt, die relative Spezifitat >99,9% betragt und die
gesamte relative Genauigkeit 99,3% betragt.

Dengue-Primérinfektion fiir IgG/IgM Testergebnisse

Dengue ELISA

0

Dengue NS1 m 15
Ag +1gG/1gM

(55/15) o
Relative Sensitivitat (IgM): 83,3%
Dengue-Sekundirinfektion fiir 1IgG/IgM Testergebnisse

Dengue ELISA

Nega
NADAL® Ergebnisse | _IgV | -

Dengue NS1 37 0
:5;; 1£G/lgM 15 52 0
(1gG/1gM) Negativ 0 0 0
Relative Sensitivitat (IgM): 71,2%
Relative Sensitivitat (1gG): >99,9%
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Nicht-Dengue Infektion fiir IgG/IgM Testergebnisse

Dengue ELISA

Dengue NS1 1]

N -
Ag +1gG/igM

Relative Sensitivitat (Negativ): >99,9%
(15+52)/(18+52) = 95,7% (95%CI*:

Negativ

) °l

(1gG/1gM)

Relative Sensitivitat:
88%~99,1%)

Relative Spezifitat: 338/338 >99,9% (95%CI*: 99,1%~100%)
Genauigkeit: (15+52+338)/(18+52+338) = 99,3% = (95%CI*:
97,9%~99,8%)

*Konfidenzintervalle

Die Ergebnisse fur Dengue NS1 Ag zeigen, dass die relative

Sensitivitdt des NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Tests 95,8%
betragt und die relative Spezifitat 96,1% betragt.

Dengue NS1 Ag Testergebnisse:

I I BT

NADAL® - 137 8 145
Dengue NS1
Ag +1gG/IgM [3 200 206
=it ] 143 208 351
Relative Sensitivitat: 137/143*100% = 95,8% (95%CI*:
91,1%~98,4%)
Relative Spezifitdit: 200/208*100% = 96,1% (95%CI*:

92,6%~98,4%)

Genauigkeit: (137+208)/(137+6+8+200)*100% = 96% (95%CI*:
93,4%~97,8%)

* Konfidenzintervalle

Prézision

Intra-Assay

Die Prézision innerhalb eines Durchlaufs wurde anhand von 15
Replikaten von vier Proben ermittelt: einer negativen, einer
niedrig-positiven, einer mittel-positiven und einer hoch-
positiven. Die Proben wurden in >99% der Félle korrekt
identifiziert.

Inter-Assay

Die Prézision zwischen verschiedenen Durchldufen wurde
anhand von 15 unabhéngigen Tests derselben vier Proben
ermittelt: einer negativen, einer niedrig-positiven, einer
mittel-positiven und einer hoch-positiven. Drei verschiedene
Chargen der NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Tests wurden
mit diesen Proben getestet. Die Proben wurden in >99% der
Falle korrekt identifiziert.

Kreuzreaktivitat

Der NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test wurde mit Proben
getestet, die positiv fur HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg,
HBeAb, HBcAb, Syphilis, HIV, HCV, H.pylori, MONO, CMV,
Rételn und TOXO sind. Die Ergebnisse zeigten keine Kreuz-
reaktivitaten.
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Interferierende Substanzen
Die folgenden potenziell interferierenden Substanzen wurden
Dengue-negativen und -positiven Proben zugegeben:

Coffein: 20 mg/dL
Gentisins3ure: 20 mg/dL
Albumin: 2 g/dL
Hamoglobin 1000 mg/dL
Oxalsdure: 60 mg/dL

Acetaminophen: 20 mg/dl

Acetylsalicylsdure: 20 mg/dL

Ascorbinsaure: 2 g/dL
Kreatin: 200 mg/dL
Bilirubin: 1 g/dL

Keine dieser Substanzen interferierte mit dem Test bei
getesteten Konzentrationen.
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The NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test is a rapid
chromatographic immunoassay for the simultaneous
qualitative detection and differentiation of the dengue NS1
antigen and anti-dengue virus 1gG and IgM in human whole
blood, serum or plasma. The test is intended for use as an aid
in the diagnosis of dengue infections and designed for
professional use only.

2. Introduction and Clinical Significance

Dengue virus is a flavivirus, transmitted by tiger mosquitos
Aedes aegypti and Aedes albopictus. It is widely distributed
throughout the tropical and subtropical areas of the world®
and causes up to 100 million infections annually.Z Classic
Dengue infection is characterised by a sudden onset of fever,
intense headache, myalgia, arthralgia and a rash.

Primary dengue infection causes IgM to increase to a
detectable level in 3 to 5 days after the onset of fever. IgM
generally persist for 30 to 90 days.3 Most dengue patients in
endemic regions have secondary infections,” resulting in high
levels of specific IgG prior to or simultaneous with IgM
response.5 Therefore, the detection of specific anti-dengue
1gM and IgG can also help to distinguish between primary and
secondary infections.

NS1 is one of 7 Dengue virus non-structural proteins which are
thought to be involved in viral replication. NS1 exists as a
monomer in its immature form, but is rapidly processed in the
endoplasmic reticulum to form a stable dimer. A small amount
of NS1 remains associated with intracellular organelles where
it is thought to be involved in viral replication. The rest of NS1
is found either to be associated with the plasma membrane or
to be secreted as a soluble hexadimer. NS1 is essential for viral
viability but its precise biological function is unknown.
Antibodies produced in response to NS1 in viral infection can
cross-react with cell surface antigens on epithelial cells and
platelets. This has implications in the development of dengue
hemorrhagic fever.

The NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test is a rapid test that
utilises a combination of coated dengue antibodies bound to
coloured particles for the detection of dengue NS1 antigens
and dengue antigens bound to coloured particles for the
detection of anti-dengue 1gG and anti-dengue 1gM in human
whole blood, serum or plasma.

The NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test is a qualitative
membrane-based immunoassay for the detection of anti-
dengue antibodies and dengue NS1 antigens in human whole
blood, serum or plasma.

The NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM Test contains two test
strips (left side: Dengue NS1 Ag Test; right side: Dengue
18G/IgM Test).

The Dengue 1gG/IgM Test on the right side consists of two
components. In the 1gG component anti-human-IgG are
precoated in the testline region ‘IgG’. During testing, the
specimen reacts with dengue antigen-coated particles in the
test cassette. The mixture then migrates along the membrane
chromatographically by capillary action and reacts with the
anti-human 1gG antibodies in the test line region ‘IgG’. If the
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specimen contains anti-dengue 1gG, a coloured line appears in
the test line region ‘I1gG’.

In the IgM component, anti-human IgM antibodies are
precoated in the test line region ‘IgM’. If anti-dengue IgM are
present in the specimen, they react with the dengue antigen-
coated particles in the test cassette. The complex is then
captured by the anti-human IgM antibodies, forming a
coloured line in the test line region ‘IgM’.

If the specimen does not contain dengue antibodies, no
coloured line appears in either of the test line regions,
indicating a negative result.

The Dengue NS1 Ag Test on the left side:

During testing, the specimen reacts with dengue antibody-
conjugates on the membrane of the internal test strip. The
gold-antibody conjugates bind to dengue antigens in the
specimen, which in turn are bound by anti-dengue NS1
antibodies precoated on the membrane. As the mixture
moves along the membrane, the anti-dengue NS1 antibodies
bind to the antibody-antigen complex, causing pale or dark
pink line to form in the test line region ‘NS1’ of the
membrane. The colour intensity of the lines may vary
depending upon the amount of antigens present in the
sample. The appearance of a pink line in the test line region
‘NS1’ should be considered as a positive result.

If the specimen does not contain dengue antigens, no
coloured line appears in the test line region, indicating a
negative result.

The appearance of both coloured lines in the control line
regions (C) serve as a procedural control, indicating that
proper volume of specimen has been added and membrane
wicking has occurred.

e 25 NADAL® Dengue NS1 Ag +1gG/IgM test cassettes

e 25 disposable pipettes (5 pl)

e 25 disposable pipettes (25 pl)
(the provided 5ul and 25 ul pipettes dispense approxi-
mately 5 pl and 25 pl respectively in one drop even if more
blood is aspirated into the pipette)

e 1 Buffer (3 ml)

e 1 package insert

5. Additional Materials Required

e Specimen collection containers
Centrifuge (for serum/plasma)

e Timer

e Lancet (for fingerstick whole blood only)
e Capillary tube (75 pl, if needed)

e Micropipette (if needed)

NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test kits should be stored
at 2-30°C and used before the expiry date printed on the
packaging. Test cassettes are stable until the expiration date
printed on the foil pouches. Test cassettes should remain in
sealed pouches until use. Do not freeze tests. Do not use tests
beyond the expiration date.

7. Warnings and Precautions

e For professional in-vitro diagnostic use only.
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Carefully read through the test procedure prior to testing.
Do not use the test beyond the expiration date indicated on
the package.

Do not use the test if the foil pouch is damaged.

Do not reuse tests.

Do not add samples to the reaction area (result area).

In order to avoid contamination, do not touch the reaction
area (result area).

Avoid cross-contamination of specimens by using a new
specimen collection container for each specimen obtained.
Do not eat, drink or smoke in the area where specimens
and test kits are handled.

Wear protective clothing such as laboratory coats,
disposable gloves and eye protection when specimens are
being assayed.

Handle all specimens as if they contain infectious agents.
Observe established precautions for microbiological risks
throughout all procedures and standard guidelines for the
appropriate disposal of specimens.

The test kit contains products of animal origin. Certified
knowledge of the origin and/or sanitary state of the animals
does not completely guarantee the absence of transmissible
pathogenic agents. It is therefore recommended that these
products be treated as potentially infectious, and handled
in accordance with usual safety precautions (e.g., do not
ingest or inhale).

Humidity and temperature can adversely affect test results.
Used testing materials should be discarded according to
local regulations.

8. Specimen Collection and Preparation
The NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test can be performed
using whole blood, serum or plasma.

To collect fingerstick whole blood specimens:

e Wash the patient’s hand with soap and warm water or
clean it with an alcohol swab. Allow it to dry.

Massage the hand without touching the puncture site by
rubbing down the hand towards the fingertip of the middle
or ring finger.

Puncture the skin with a sterile lancet. Wipe away the first
drop of blood.

Gently rub the hand from wrist to palm to finger to form a
rounded drop of blood over the puncture site.

Venipuncture whole blood specimens

For serum or plasma testing, separate serum or plasma from
blood as soon as possible to avoid hemolysis. Use only clear,
non-hemolysed specimens.

Testing should be performed immediately after specimen
collection. Do not leave specimens at room temperature for
prolonged periods of time. Serum and plasma specimens can
be stored at 2-8°C for up to 3 days. For long-term storage,
specimens should be kept below -20°C. Whole blood collected
by venipuncture should be stored at 2-8°C if the test is to be
run within 2 days of collection. Do not freeze whole blood
specimens. Fingerstick whole blood should be tested
immediately. Bring specimens to room temperature prior to
testing. Frozen specimens should be completely thawed and
mixed well prior to testing. Specimens should not be frozen
and thawed repeatedly. If specimens are to be shipped, they
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should be packed in compliance with federal regulations for
transportation of etiologic agents.

9. Test Procedure

Bring tests, specimens, buffer and/or controls to room

temperature (15-30°C) prior to testing.

1. Remove the test cassette from the sealed foil pouch and
place it on a clean and level surface. The test cassette
should be used immediately after opening the foil pouch.
Label the test cassette with the patient or control
identification.

2. a) For serum or plasma specimen:

For Dengue NS1 Ag:

Holding the provided 25 ul dropper
vertically, add 3 drops (approximately
75 uL) of serum or plasma to the
sample well (S) of the test cassette.

For anti-Dengue 1gG/IgM:
I. To use a pipette:

Holding the provided 5pl pipette
vertically, draw serum or plasma
specimen up to the first widening
(approximately 5 pl) and add it to the
specimen well (S) of the test cassette.
Then add 1 drop (approximately
40 uL) of buffer to the sample well
(S). Avoid trapping air bubbles in the
specimen well. or

Il. To use a micropipette:
Using a micropipette, dispense 5 pl of
serum or plasma into the specimen
well (S) of the test cassette. Then add
1 drop (approximately 40uL) of
buffer to the sample well (S).

b) For fingerstick/venipuncture
whole blood specimen:
For Dengue NS1 Ag:

I. To use a pipette:
Holding the provided 25 ul dropper
vertically, add 3 drops (approximately
75 pL) of whole blood to the sample
well (S) of the test cassette. Then add
1 drop (approximately 40uL) of
buffer to the sample well (S).

o em—

Il. To use a capillary tube: o

Fill the capillary tube and transfer
approximately 75pL of fingerstick
whole blood specimen into the
sample well (S). Then add 1 drop
(approximately 40 pL) of buffer to the
sample well (S).

11l. To use hanging drops: o

Allow 3 hanging drops (approximately
75 uL) of fingerstick whole blood to
fall into the sample well (S) of the h
test cassette. Then add 1 drop H
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(approximately 40 pL) of buffer to the
sample well (S).

For anti-Dengue 1gG/IgM:
I. To use a pipette:

Holding the provided 5pl pipette
vertically, draw whole blood speci-
men 1 cm above the first widening
(approximately 10 pl) and add it to
the specimen well (S) of the test
cassette. Then add 1 drop
(approximately 40 pL) of buffer to the
sample well (S).

@

or

Il. To use a micropipette:

Using a micropipette, dispense 10 pl
of whole blood into the specimen
well (S) of the test cassette. Then add
1 drop (approximately 40uL) of
buffer to the sample well (S).

3. Start the timer.

4. Read the result after 10 minutes. Do
not interpret the result after more
than 20 minutes.

10. Result Interpretation

Positive for Dengue NS1 Ag:

One coloured line develops in each
control line region ‘C’ and one coloured
line develops in the test line region
’NS1’. The result may be indicative of
current infection.

-

Positive for anti-Dengue IgG:

One coloured line develops in each
control line region ‘C’ and one coloured
line develops in the test line region ’IgG’.
The result may be indicative of
secondary dengue virus infection.

I
|
B |
||
Positive for anti-Dengue IgM:
One coI.oured.Imel ,develops in each —
control line region ‘C’ and one coloured
line develops in the test line region
‘IgM’. The result may be indicative of ||
primary dengue virus infection.

LB |
||
|
]

Positive for anti-Dengue 1gG/IgM:

One coloured line develops in each
control line region ‘C’ and one coloured
line develops in the test line region ’IgG’
and ’IgM’ respectively. The result may be
indicative of secondary dengue virus
infection. The color intensities of the
lines do not have to match.

Note: A combination of positive results
for various parameters is possible.

Negative:

One coloured line appears in each
control line region ‘C’. No
coloured lines appear in the test
line regions ‘NS1’, ’IgG’ and 'IgM’.
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Invalid:

At least one control line ‘C’ fails to
appear. Results from any test
which has not produced all control
lines at the specified reading time
must be discarded.

Insufficient specimen  volume,
incorrect operating procedure or
expired tests are the most likely
reasons for control line failure.
Please review the procedure and
repeat the test with a new test
cassette. If the problem persists,
discontinue using the test kit
immediately and contact your
distributor.

Note: The colour intensity in the test line region '"NS1” and/or
’1gG’ and/or 'IgM’ may vary depending on the concentration of
the Dengue NS1 antigens and/or 1gG and/or IgM present in
the specimen. Therefore, any shade of colour in the test line
region should be considered positive.

11. Quality Control

An internal procedural control is included in the test cassette:

A coloured line appearing in each control line region (C) is
considered an internal procedural control. It confirms
sufficient specimen volume, adequate membrane wicking and
correct procedural technique.

Good laboratory practice (GLP) recommends the use of
control materials to ensure proper test kit performance.

12, Limitations |

e The NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test only detects
the presence of dengue NS1 antigens and anti-dengue
antibodies in the specimen and should not be used as the
sole criterion for the diagnosis of dengue.

e The sections ‘Test Procedure’ and ‘Result Interpretation’
should be followed closely when testing for the presence of
dengue antigen and anti-dengue antibody in whole blood,
serum or plasma from individual subjects. Failure to follow
the procedure may give inaccurate results.

e A negative test result for dengue NS1 antigens does not
preclude the possibility of exposure to or infection with
Dengue viruses.

e A negative test result for dengue NS1 antigens can occur if
the quantity of dengue antigens present in the specimen is
below the detection limit of the test or if the detected
dengue antigens were not present during the stage of
disease in which the sample was collected.

e Specimens containing unusually high titer of heterophile
antibodies or rheumatoid factor may affect expected
results.

e If symptoms persist, while the result obtained with the
NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test is negative or non-
reactive, it is recommended to re-sample the patient a few
days later or test with an alternative testing method, such
as PCR or ELISA.
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e The results obtained with the NADAL® Dengue NS1 Ag +
18G/1gM Test should only be interpreted in conjunction with
other diagnostic procedures and clinical findings.
After the early onset of fever, anti-dengue IgM
concentrations may be below detectable levels. For primary
infection, an IgM antibody-capture enzyme-linked
immunosorbent assay (MAC-ELISA) showed that 80% of the
tested dengue patients exhibited detectable levels of IgM
by the fifth day after infection and 99% of the patients
tested IgM positive by day 10. Therefore, it is
recommended that patients be tested within this period of
time. As for the secondary infection, a low molar fraction of
anti-dengue 1gM and a high molar fraction of anti-dengue-
1gG that are broadly reactive to flaviviruses, characterise the
antibodies.’ The test line ‘IgM’ may be faint, and a cross-
reaction in the test line region ‘IgG’ may occur.

e Serological cross-reactivity across the flavivirus group
(Dengue 1, 2, 3 & 4, St. Louis encephalitis, West Nile virus,
Japanese encephalitis and vyellow fever viruses) is
common.*’® Positive results should be confirmed using
other methods.

e The continued presence or absence of antibodies cannot be
used to determine the success or failure of therapy.

e Results from immunosuppressed patients should be
interpreted with caution.

The NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test has been
compared with a leading commercially available Dengue Ag
EIA. The correlation between the two systems is 96%.

Primary dengue infection is characterised by the presence of
detectable I1gM 3-5 days after the onset of infection.
Secondary dengue infection is characterised by the elevation
of dengue-specific 1gG. In the majority of cases, this is
accompanied by elevated levels of IgM.

The NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test has been
compared with a leading commercially available Dengue
ELISA, demonstrating sensitivity of 83.3% for IgM in primary
infection and >99.9% for 1gG in secondary infection.

14. Performance Characteristics

Sensitivity and Specificity

A seroconversion panel comprising clinical samples obtained
from a population of symptomatic and asymptomatic
individuals was tested for dengue NS1 antigens and anti-
Dengue IgG/IgM, using the NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM
Test. The results for Dengue NS1 Ag were confirmed by a
leading, commercially available Dengue Ag EIA, whereas the
results for anti-Dengue IgG/IgM were confirmed by a leading,
commercially available Dengue ELISA.

The results for anti-Dengue 1gG/IgM show that the overall
relative sensitivity for the primary and secondary infection of
the NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test is 95.7%, the
relative specificity is >99.9% and the relative accuracy is
99.3%.

C€ o]

NADAL® Dengue NS1 Ag+lgG/IgM Test (Ref. 532016N-25)

D
von minden

Dengue primary infection for IgG/IgM test results
Dengue ELISA

eS|
0
0
0

Neg:
NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/lgM
Test
(1gG/1gM)

Negative

Relative sensitivity (IgM): 83.3%
Dengue secondary infection for IgG/IgM test results
Dengue ELISA

Negative

NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/igM
Test
(1gG/1gM)

Negative
Relative sensitivity (IgM): 71.2%
Relative sensitivity (IgG): >99.9%
Non-dengue infection for IgG/IgM test results

mm Negative
0
0
0

NADAL®

Dengue NS1 0
Ag +1gG/lgM
Test
(1gG/1gM)

Relative sensitivity (negative): >99.9%

Relative sensitivity: (15+52)/(18+52) = 95.7% (95%CI*:
88%~99.1%)

Relative specificity: 338/338 >99.9% (95%CI*: 99.1%~100%)

Accuracy: (15+52+338)/(18+52+338) = 99.3% = (95%CI*:
97.9%~99.8%)

*Confidence Intervals

The results for Dengue NS1 Ag show that the relative
sensitivity of the NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test is
95.8% and the relative specificity is 96.1%.

Dengue NS1 Ag test results:
I

I

— + 137 8 145
Dengue NS1 Ag
+1gG/1gM Test 6 200 206
(NS1 antigens)
143 208 351
Relative sensitivity: 137/143*100% = 95.8% (95%CI*:
91.1%~98.4%)
Relative specificity: 200/208*100% = 96.1% (95%CI*:

92.6%~98.4%)

Accuracy: (137+208)/(137+6+8+200)*100% =
93.4%~97.8%)

*Confidence Intervals

96% (95%CI*:
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Precision

Intra-Assay

Within-run precision has been determined by using 15
replicates of four specimens: a negative, a low positive, a
middle positive and a high positive. The specimens were
correctly identified >99% of the time.

Inter-Assay

Between-run precision has been determined by 15
independent assays on the same four specimens: a negative, a
low positive, a middle positive and a high positive. Three
different lots of the NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test
were tested using these specimens. The specimens were
correctly identified >99% of the time.

Cross-reactivity

The NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test has been tested
with HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcADb,
Syphilis, HIV, HCV, H. pylori, MONO, CMV, Rubella and TOXO
positive specimens. The results showed no cross-reactivity.
Interfering substances

The following potentially interfering substances were added to
dengue negative and positive specimens.

Acetaminophen: 20 mg/dl Caffeine: 20 mg/dL
Acetylsalicylic acid: 20 mg/dL Gentisic acid: 20 mg/dL
Ascorbic acid: 2 g/dL Albumin: 2 g/dL
Creatine: 200 mg/dL Hemoglobin 1000 mg/dL
Bilirubin: 1 g/dL Oxalic acid: 60 mg/dL
None of the substances at the concentration tested interfered
in the assay.
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Le test rapide NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM est un
immunodosage chromatographique pour la détection
qualitative simultanée et pour la différentiation des antigénes
de la dengue NS1 et des anticorps IgG et IgM anti-dengue dans
les échantillons de sang total, de sérum et de plasma. Le test
est une aide au diagnostic d’une infection a la dengue. Il est
réservé a un usage professionnel.

2. Introduction et signification clinique

Le virus de la dengue fait partie de la famille des flavivirus. Il
est transmis par les moustiques tigres Aedes aegypti et Aedes
albopictus. Ce moustique est largement présent dans les
régions tropicales et subtropicales du globe. Il est a l'origine
de 100 millions d’infections par an. Les symptomes classiques
des infections par la dengue sont une apparition soudaine de
la fievre, de forts maux de tétes, une myalgie, une arthralgie
et des réactions cutanées.

Une infection primaire a la dengue provoque une
augmentation des IgM jusqu’a atteindre une concentration
détectable dans les 3 a 5 jours aprés apparition de la maladie.
De maniére générale, les IgM sont détectables de 30 a 90
jours.3 La plupart des patients touchés par la dengue résidents
dans des régions endémiques sont atteints d’une infection
secondaire. Ceci provoque une augmentation de la
concentration en 1gG spécifiques pouvant étre accompagnée
d’une réaction aux IgM.5 Ainsi, la détection des IgM anti-
dengue spécifiques peut également permettre de différencier
une infection primaire d’une infection secondaire.

L’antigene NS1 est une des sept protéines non structurales du
virus de la dengue probablement responsables des répliques
virales. Le NS1 existe en tant que monomere dans sa forme
impure. Il est transformé dans le réticulum endoplasmique
pour ainsi former un dimeére stable. Une faible quantité de
NS1 reste associée a des organelles intracellulaires ou elle
joue un role lors de la réplique virale. Le reste des protéines
NS1 se lie soit a la membrane plasmatique ou a un hexadimer
soluble. Le NS1 est donc essentiel pour la viabilité du virus,
cependant sa fonction biologique exacte n’est, a ce jour, pas
connue. Les anticorps formés lors de la réaction a I'infection
virale peuvent provoquer des réactions croisées avec les
antigeénes de surface des cellules épithéliales et les plaquettes
sanguines. Ceci a un impact direct sur le développement des
fievres hémorragiques de la dengue.

Le test rapide NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM utilise une
combinaison spéciale d’anticorps de la dengue liés a des
particules d’or immobilisés sur la bandelette pour la détection
des antigenes NS1 de la dengue pour la détection des IgG et
1gM anti-dengue dans les échantillons de sang total humain,
de sérum et de plasma.

Le test NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM est un
immunodosage qualitatif a membrane pour la détection des
anticorps anti-dengue et des antigénes NS1 du virus de la
dengue dans le sang total, le sérum et le plasma.

Le test NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM est composé de
deux bandelettes (a gauche : test dengue NS1 Ag, c6té droit :
test combiné dengue 1gG/IgM).

C€ o]
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Le test dengue 1gM/IgM est composé de deux éléments. Des
anticorps anti-IgG humains sont immobilisés a hauteur de la
ligne de test "IgG". Pendant le test, I’échantillon réagit avec les
antigénes de la dengue-particules d’or immobilisés sur la
cassette. Le mélange migre le long de la membrane par
capillarité et réagit avec les anticorps anti-IgG humains
immobilisés a hauteur de la zone de test "IgG". Si des
anticorps IgG anti-dengue sont présents dans I'échantillon,
une ligne colorée apparait a hauteur de la zone de test "IgG".

Des anticorps anti-I|gM humains sont immobilisés a hauteur de
la zone de test "IgM". Si des anticorps IgM anti-dengue sont
présents dans I'échantillon, ceux-ci réagissent aux antigénes
de la dengue couplés a des particules d’or dans la cassette. Le
complexe est saisi par les anticorps anti-IgM humains
générant une ligne colorée a hauteur de la ligne de test "IgM".

Si I'échantillon ne contient aucun anticorps anti-dengue,
aucune ligne de couleur n’apparait a hauteur des lignes de
test. Ceci indique un résultat négatif.

Test dengue NS1 Ag cote gauche :

Pendant la réalisation du test, I'échantillon réagit avec le
conjugué anticorps-dengue sur la bandelette interne de la
cassette. Les conjugués anticorps-particules d’or lient les
antigénes de la dengue dans I'échantillon. Ceux-ci se lient a
leur tour aux anticorps anti-dengue NS1 présents sur la
membrane du test. Au moment ou le mélange migre le long
de la membrane par force capillaire, les anticorps anti-dengue
NS1 se lient au complexe anticorps-antigénes générant une
ligne de test rose clair a rose foncé sur la membrane.
L'intensité de la couleur de la ligne de test dépend de la
concentration en antigénes de I'échantillon. L'apparition de
cette ligne rosée a hauteur de la zone de test est considérée
comme un résultat positif.

Les deux lignes colorées qui apparaissent a hauteur des zones
de contréle (C) sont une procédure de contrdle interne. Ces
lignes confirment que le volume d’échantillon était suffisant,
que la manipulation a été correctement effectuée et que la
membrane a été suffisamment imbibée.

e 25 cassettes dengue NS1 Ag + 1gG/IgM

e 25 pipettes a usage unique (5 pl)

e 25 pipettes a usage unique (25 pl)
Les gouttes déposées par les pipettes livrées sont d’une
quantité précise de 5pl et 25ul méme si les pipettes
peuvent contenir une quantité plus élevée de sang.

e 1 solution tampon "Buffer" (3 ml)

e 1 notice d’utilisation

5. Matériel supplémentaire nécessaire

e Récipient collecteur

e Centrifugeuse (sérum/plasma)

e Chronometre

Lancettes (pour sang total recueilli sur le bout du doigt)
Eventuellement, tube capillaire 75 pl

Eventuellement, micropipette

6. Péremption et conservation des réactifs

Conserver le test a une température comprise entre 1 et 30°C
dans son emballage d’origine jusqu’a la date de péremption.

.nal-vonminden.com 12




NADAL® Dengue NS1 Ag+lgG/IgM (Réf. 532016N-25) nal

Les cassettes restent stables jusqu’a la date de péremption
indiquée sur I'emballage. Les cassettes devraient rester dans
leur emballage fermé jusqu’a leur utilisation. Ne pas congeler
les tests. Ne pas utiliser le test au-dela de la date de
péremption.

7. Avertissement et précautions

Test réservé au diagnostic in-vitro professionnel.

Lire attentivement la note d’utilisation avant de réaliser le
test.

Ne pas utiliser le test apres la date de péremption indiquée
sur 'emballage.

Ne pas utiliser le test si 'emballage est endommagé.

Test a usage unique.

Ne pas déposer de prélevement sur la zone réactive
(fenétre de résultats).

Ne pas toucher la zone réactive afin d’éviter toute
contamination.

Pour chaque prélevement, utiliser un collecteur différent
afin d’éviter tous risques de contaminations croisées.

Ne pas manger, boire ou fumer a proximité de la zone de
manipulation des tests.

Utiliser des vétements de protection tels qu’une blouse de
laboratoire, des gants a usage unique et des lunettes de
protection.

Manipuler les échantillons en les considérant comme de
potentiels réactifs infectieux. Respecter les précautions
relatives aux risques microbiologiques pendant les
manipulations ainsi que les directives locales en vigueur
concernant I’élimination des déchets.

Ce test contient des produits d’origine animale. La
certification concernant |‘origine et I'état sanitaire des
animaux ne certifie pas I'absence totale d’agents
pathogenes transmissibles. Tous les prélevements et
matériaux utilisés pour ce test doivent étre considérés
comme des matiéres infectieuses. Il est recommandé
d’appliquer les mesures de précaution nécessaires (ne pas
avaler ou inhaler.)

L’humidité et les fortes températures peuvent altérer les
résultats du test.

Les composants du test doivent étre éliminés selon les
directives locales en vigueur.

Le test NADAL® NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM peut étre
réalisé avec des échantillons de sang total, de sérum ou de
plasma.

Recueil des échantillons de sang total sur le bout du doigt

e lLaver les mains du patient avec du savon et de I'eau chaude
ou nettoyer soigneusement la zone de piqlre avec un
tampon alcoolisé. Laisser sécher.

Masser la main en direction du bout du majeur ou de
I'annulaire sans toucher la zone de piqdre.

Piquer dans le bout du doigt a I'aide d’une lancette stérile.
Essuyer la premiere goutte de sang.

Frotter la main du poignet a la paume et au doigt jusqu’a
former une goutte de sang au niveau de la zone de piq(re.

C€ o]
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Sang total pour ponction veineuse

Pour une analyse sur un échantillon sérum ou de plasma,
séparer le sérum ou le plasma du sang dés que possible pour
éviter une hémolyse. Utiliser exclusivement des échantillons
clairs et non-hémolysés.

L’analyse devrait étre réalisée juste apres le recueil des
échantillons. Ne pas conserver les échantillons a température
ambiante pendant une période trop longue. Les échantillons
de sérum et de plasma peuvent étre conservés jusqu’a 3 jours
a une température comprise entre 2 et 8°C. Lors d’'une
conservation plus longue, conserver les échantillons a -20°C.
Le sang total veineux devrait étre conservé a une température
comprise entre 2 et 8°C si le test est réalisé dans les 2 jours qui
suivent le recueil des échantillons. Ne pas congeler les
échantillons de sang total. Les échantillons de sang total
recueillis au bout du doigt devraient étre testés dés que
possible. Amener tous les échantillons a température
ambiante avant la réalisation du test. Les échantillons
congelés devraient étre décongelés avant la réalisation du test
et bien mélangés. Ne pas répéter les cycles de congélation-
décongélation. Dans les cas ou les échantillons doivent étre
expédiés, s’assurer que ceux-ci soient emballés selon les
normes relatives au transport de matiéres éthologiques.

9. Procédure du test

Amener les tests, les échantillons et/ou les contrdles a
température ambiante (15-30°C) avant la réalisation du test.
1. Retirer la cassette de son emballage d’origine et déposer la
cassette sur une surface plane et propre. Utiliser la cassette
immédiatement aprés |‘ouverture de son emballage.
Indiquer les identifiants du patient et du contréle sur la
cassette.
2. a) Echantillons de sérum ou de
plasma
Pour dengue NS1 Ag :
Tenir la pipette a la verticale et déposer
3 gouttes (env. 75 pl) de I'échantillon de
sérum et de plasma dans le puits de
dépot (S) de la cassette.

Pour anti-dengue IgG/IgM : et

1. Al'aide de la pipette

Tenir la pipette de 5ul a la verticale,
recueillir les échantillons de sérum et de
plasma jusqu’a atteindre I’élargissement
de la pipette (env. 5ul) puis déposer
dans le puits de dépdt de la cassette.
Pour finir, ajouter 1 goutte (env. 40 pl)
de la solution tampon "Buffer". Eviter la
formation de bulles d’air dans le puits de
dépot.

ou

II. A Paide d’une micro-pipette
Déposer 5 pl de sérum ou de plasma dans
le puits de dépdt de la cassette (S) a
I'aide de la micropipette. Pour finir,
ajouter 1 goutte (env. 40uL) de la
solution tampon "Buffer".
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b) Echantillons de sang total par
ponction veineuse
Pour dengue NS1 Ag :

1. ATaide de la pipette
Tenir la pipette de 25 ul a la verticale
et déposer 3 gouttes (env. 75 pulL) de
sang total dans le puits de dépot (S) de
la cassette. Pour finir, ajouter 1 goutte
(env. 40 uL) de la solution tampon
"Buffer". ou

s —

Il. Tubes capillaires
Recueillir un échantillon de sang avec
le tube capillaire et déposer environ
75 uL dans le puits de dépot (S) de la
cassette. Pour finir, ajouter 1 goutte
(env. 40puL) de la solution tampon
"Buffer".

ou

11l. Gouttes suspendues
Laisser tomber 3 gouttes suspendues
(env. 75 puL de sang total dans le puits
de dépét (S) de la cassette. Pour finir,
ajouter 1 goutte (env. 40puL) de la é
solution tampon "Buffer".

et

Pour anti-dengue IgG/IgM

1. A laide de la pipette

Tenir la pipette de 5l a la verticale,
recueillir les échantillons de sang total
jusqu’a 1 cm au dessus du premier
élargissement de la pipette (env. 10 pl)
puis déposer dans le puits de dépot de
la cassette. Pour finir, ajouter 1 goutte
(env. 40 uL) de la solution tampon
"Buffer".

@ e

ou

1l. A I'aide d’une micro-pipette
Déposer 10 pul de sang total dans le
puits de dépdt de la cassette (S) a
'aide de la micropipette. Pour finir,
ajouter 1 goutte (env. 40uL) de la
solution tampon "Buffer".

3. Démarrer le chronometre.

4. Interpréter les résultats aprés 10
minutes. Ne plus interpréter les
résultats aprés 20 minutes.

10. Interprétation des résultats

Positif a dengue NS1 Ag :
Une ligne colorée apparait a hauteur de
chaque zone de controdle (C) et une ligne

colorée apparait a hauteur de la zone de
test "NS1". Le résultat indique une
possible infection.
Positif a IgG anti-dengue : I
Une ligne colorée apparait a hauteur de
€ PP -

chaque zone de controdle (C) et une ligne
colorée apparait a hauteur de la zone de
test "IgG".
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Le résultat indique une possible infection
secondaire au virus de la dengue.

Positif a IgM anti-dengue :

Une ligne colorée apparait a hauteur de
chaque zone de controle (C) et une ligne
colorée apparait a hauteur de la zone de
test "IgM". Le résultat indique une
possible infection primaire au virus de la
dengue.

Positif a 1IgG/IgM anti-dengue :

Une ligne colorée apparait a hauteur de
chaque zone de controle (C) et une ligne
colorée apparait a hauteur de la zone de
test "IgG". Le résultat indique une
possible infection secondaire au virus de
la dengue. Lintensité de la couleur des
lignes ne correspondent pas forcément
aux résultats.

Remarque : Une combinaison de plusieurs résultats positifs
pour plusieurs parameétres est possible.

Négatif :

Une ligne colorée apparait a hauteur
de chaque zone de contréle "C".
Aucune ligne colorée n’apparait a
hauteur des zones de test "NS1",
"IgG" et "IgM".

Non-valide :

Au moins une ligne de contréle "C"
n’apparait pas. Les tests sur lesquels
aucune ligne de contréle n’est
apparue dans le temps d’évaluation
fixé doivent étre jetés.

Un volume d’échantillon insuffisant,
une mauvaise manipulation ou des
tests périmés sont les principales
causes d’absence de ligne de
controle. Contréler la procédure
d’exécution du test et répéter le test
avec une nouvelle cassette. Dans le
cas ou le probleme persiste, ne plus
utiliser le kit du test et contacter le
distributeur.

Remarque : L'intensité de la couleur des lignes test "NS1"
et/ou "IgG" et/ou "IgM" peut dépendre de la concentration en
antigénes dengue NS1 et/ou en "IgG" et/ou "IgM"de
I'échantillon. La moindre apparition d’une ligne colorée a
hauteur de la zone de test doit étre considérée comme un
résultat positif.

11. Controéle qualité

La cassette contient une procédure de contréle interne.

La ligne colorée apparaissant au niveau de la zone de contréle
(C) est considérée comme un contrdle interne. Cette ligne
confirme que le volume d’échantillon était suffisant, que la
manipulation a été correctement effectuée et que la
membrane a été suffisamment imbibée.
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Les Bonnes Pratiques de Laboratoire (BPL) recommandent
I'utilisation de matériel de contrdles afin de confirmer la
fiabilité du test.

Le test NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM est réservé a la
détection des antigénes NS1 de la dengue et des anticorps
anti-dengue dans les échantillons et ne devrait pas étre le
seul critere lors du diagnostic de la dengue.

Les paragraphes "Exécution du test" et "Interprétation des
résultats" devraient étre scrupuleusement respectés lors de
la détection des antigénes dengue et des anticorps anti-
dengue dans les échantillons de sang total, de sérum et de
plasma. Le non-respect du procédé peut mener a de faux
résultats.

Un résultat négatif du test dengue NS1 Ag n’exclut pas la
possibilité d’une exposition a une infection ou d’une
infection au virus de la dengue.

Un résultat négatif du test dengue NS1 Ag peut survenir si la
quantité des antigénes dengue contenue dans I'échantillon
se situe en dega du seuil de détection du test ou si les
antigénes ne sont pas présents au stade de la maladie lors
de laquelle le test est réalisé.

Les échantillons qui contiennent une concentration
anormalement élevée en anticorps hétérophiles ou en
facteurs rhumatoides peuvent influencer les résultats
attendus.

Dans le cas ou les symptdmes persistent et que les résultats
du test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM sont négatifs ou
non-réactifs, il est conseillé de recommencer le test aprés
quelques jours ou de réaliser de plus amples analyses avec
un test basé sur une autre méthode comme par exemple :
PCR ou ELISA.

Les résultats obtenus avec le test NADAL® Dengue NS1 Ag +
18G/IgM doivent étre interprétés en association avec une
méthode de test alternative ou des données cliniques.

Dans le cas d’'une apparition précoce de la fievre, la
concentration en IgM anti-dengue peut se trouver en decga
du seuil de détection du test. Lors d’une infection primaire,
la méthode de dosage immunoenzymatique des IgM
spécifiques (MAC-ELISA) a montré que 80 % des patients
testés a la dengue ont démontré des concentrations en IgM
détectables au bout du cinquiéme jour aprés I'apparition de
I'infection et que 99% des patients ont été testés positifs au
bout du dixieme jour. Il est donc conseillé de tester les
patients dans cet intervalle de temps. Lors d’une infection
secondaire, une faible fraction molaire d’IgM anti-dengue et
une forte fraction molaire d’IgG anti-dengue réagissant
contre de nombreux flavivirus caractérisent les anticorps.5 1l
est possible que la ligne de test "IgM" soit de faible
intensité et une réaction croisée est envisageable a hauteur
de la zone de test "IgG".

Les réactions croisées sérologiques engendrées par le
groupe Flavivirus (Dengue 1, 2, 3 et 4, encéphalite de Saint-
Louis, Virus du Nil occidental, Encéphalite japonaise et les
virus de la fievre jaune).w’B Les résultats positifs devraient
toujours étre confirmés a 'aide de méthodes alternatives.
La présence ou I'absence d’anticorps ne permettent pas de
prouver le succeés ou I'échec d’un traitement.
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e Les résultats des patients immunodépressifs sont a
interpréter avec prudence.

13. Résultats attendus

Le test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM a été testé en
comparaison avec un test disponible dans le commerce de
type dengue Ag EIA. La corrélation entre les deux systéemes est
de 96%.

Une infection primaire a la dengue est définie par la présence
d’IgM détectable dans les trois a cing jours aprés le début de
I'infection. Une infection secondaire a la dengue est liée a une
augmentation des IgG spécifiques de la dengue. Dans la
plupart de cas, les valeurs en IgM augmentent également.

Le test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test a été testé
avec un test dengue ELISA disponible dans le commerce. Le
test NADAL® a montré une sensibilité de 83,3% pour IgM et de
99,9% pour IgG dans le cas d’une infection secondaire.

Sensibilité et spécificité

Un panel de séroconversion composé d'un groupe de
personnes avec et sans symptomes a été testé avec le test
NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM a la recherche d’antigénes
dengue NS1 et d'IgG et d’IgM anti-dengue. Les résultats
obtenus avec le test dengue NS1 Ag ont été confirmés avec un
test de type dengue Ag EIA disponible dans le commerce. Les
résultats obtenus avec le test anti-dengue-IgG/IgM ont été
confirmés avec un test disponible dans le commerce de type
ELISA.

Les résultats pour anti-dengue-lgG/IgM ont montré que la
sensibilité relative du test NADAL® Dengue 1gG/IgM pour les
infections primaires et secondaires est de 95,7 % et que la
spécificité relative est de >99,9%. La concordance générale est
de 99,3%.

Infection primaire au virus de la dengue pour IgG et IgM.

Dengue ELISA

| Résultats | 1gm |

NADAL®
Dengue
NS1Ag +
1gG/IgM
(1gG/1gM)

Positif

Sensibilité relative (IgM): 83,3%
Infection secondaire au virus de la dengue pour IgG et IgM.

NADAL®

Dengue

NS1Ag +

1gG/IgM

(1gG/1gM)
Sensibilité relative (IgM): 71,2%
Sensibilité relative (1gG): >99,9%
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Résultats des tests pour IgG/IgM lors d’une infection non-

Dengue ELISA
]

dengue

Dengue
NS1Ag +
1gG/IgM
(1gG/1gM)

Sensibilité relative (Négatif): >99,9%

Sensibilité relative: (15+52)/(18+52) = 95,7%* (95%CI*:
88%~99,1%)

Spécificité relative: 338+338)/(99,9+52) = 95,7%* (95%CI*:
99,1%~100%)

Précision: (15+52)/(52+95,7) = 95%* (95%CI*: 97,9%~99,8%)
*Intervalle de confiance

Les résultats pour dengue NS1 Ag ont montré que la sensibilité
relative du test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM est de
95,8% et que la spécificité relative est de 96,1%.

Dengue NS1 Ag
I N T

Test 137 8 145
NADAL®

Dengue 6 200 206

NS1Ag +
1gG/IgM 143 208 351

Sensibilité relative: 137+143)/(95+100) = 95,8%* (95%CI*:
91,1%~98,4%)

Spécificité relative: 200+208)/(95+100) = 96,1%* (95%CI*:
92,6%~98,4%)

Précision: (137+208)/(8+137) = 6%* (95%CI*: 93,4%~97,8%)
Intervalle de confiance

Précision

Intra - essai

La précision intra-lot a été calculée sur 4 échantillons testés 15
fois : un négatif, un faible-positif, un moyen-positif et un fort-
positif. Les échantillons ont été correctement identifiés a
>99%.

Inter - essai

La précision entre plusieurs sessions a été déterminée en
testant 15 fois 4 échantillons de maniére indépendante : un
négatif, un faible-positif, un moyen-positif et un fort-positif.
Trois lots différents du test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM
ont été testés sur ces échantillons. Les échantillons ont été
correctement identifiés a > 99%.

Réactions croisées

Le test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM a été testé avec des
échantillons positifs a HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg,
HBeAb, HBcAb, Syphilis, HIV, HCV, H. pylori, MONO, CMV, a la
rubéole et a la toxoplasmose. Aucune réaction croisée n’a été
observée.

Substances interférentes

Les substances suivantes potentiellement interférentes ont
été ajoutées a des échantillons positifs et négatifs a la dengue:
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Acétaminophéne : 20 mg/dL Cofféine : 20 mg/dL

Acide gentisique : 20 mg/dL

Acide acétylsalicylique :
20 mg/dL

Acide ascorbique : 2 g/dL
Créatine : 200mg/dL
Bilirubine 1 g/dL

Albumine : 2 g/dL
Hémoglobine, 1000 mg/dL
Acide oxalique : 60mg/dL

Aucune de ces substances n’interférent avec le test aux
concentrations testées.
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El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM es un inmunoensayo
cromatografico rapido para la deteccion cualitativa vy
diferenciacion simultanea del antigeno NS1 del dengue y de
1gG e IgM anti-virus del dengue en sangre completa, suero o
plasma humanos. Este test sirve de ayuda en el diagndstico de
infecciones por dengue y solo estd indicado para el uso
profesional.

El virus del dengue es un flavivirus transmitido por mosquitos
tigre Aedes aegypti y Aedes albopictus. Estda ampliamente
distribuido a nivel mundial en las zonas tropicales y
subtropicalesl, causando hasta 100 millones de infecciones
cada afio.” La infeccién clasica por dengue se caracteriza por
una aparicién repentina de fiebre, intenso dolor de cabeza,
mialgia, artralgia y erupcidn cutanea.

La infeccion primaria por dengue provoca un aumento de IgM
hasta un nivel detectable entre 3 y 5 dias después de la
aparicion de la fiebre. El IgM persiste generalmente de 30 a 90
dias.?La mayoria de los pacientes con dengue en las regiones
endémicas tienen infecciones secundarias,4 provocando
niveles altos de IgG especifico previa o simultdneamente a la
respuesta de IgM.5 Por esta razon, la deteccion de IgM e IgG
anti-dengue especificos también puede ayudar a distinguir
entre infecciones primarias y secundarias.

La NS1 es una de las 7 proteinas no estructurales del virus del
dengue, que se cree que participan en la replicacion del virus.
La NS1 existe como un mondémero en su forma inmadura, pero
se procesa rapidamente en el reticulo endoplasmatico hasta
formar un dimero estable. Una pequefia cantidad de NS1
permanece asociada con organelos intracelulares, donde se
cree que participan en la replicacidn viral. El resto de NS1 se
encuentra asociado a la membrana plasmética o es secretado
como hexadimero soluble. La NS1 es esencial para la viabilidad
viral pero se desconoce su funcién bioldgica precisa. Los
anticuerpos producidos en respuesta a la NS1 en la infeccidon
viral pueden provocar reacciones cruzadas con antigenos de
superficie celular en las células epiteliales y plaquetas. Esto
tiene implicaciones en el desarrollo de la fiebre hemorragica
del dengue.

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM es una prueba
rapida que utiliza una combinacién de anticuerpos contra el
dengue unidos a particulas coloreadas para la detecciéon de
antigenos NS1 del dengue, y antigenos de dengue unidos a
particulas coloreadas para la deteccion de 1gG e IgM anti-
dengue en sangre completa, suero o plasma humanos.

del test

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM es un inmunoensayo
cualitativo basado en una membrana para la deteccion de
anticuerpos anti-dengue y antigenos NS1 del dengue en
sangre completa, suero o plasma humanos.

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM contiene dos tiras
reactivas (lado izquierdo: test de dengue NS1 Ag; lado
derecho: test de dengue IgG/IgM).

El test de dengue 1gG/IgM del lado derecho consta de dos
componentes. En el componente IgG, los anticuerpos IgG anti-
humanos estan recubiertos en la region “IgG” del test.
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Durante la prueba, la muestra reacciona con particulas
recubiertas de antigenos del dengue en el casete de test. La
mezcla migra entonces cromatograficamente a lo largo de la
membrana, por accién capilar y reacciona con los anticuerpos
1gG anti-humanos en la regién de la linea de test "IgG". Si la
muestra contiene anti-dengue IgG, aparecera una linea
coloreada en la region de test "IgG".

En el componente IgM, los anticuerpos IgM anti-humanos
estan recubiertos en la regidon de test "IgM". Si hay anti-
dengue IgM en la muestra, reaccionard con las particulas
recubiertas de antigenos de dengue en el test. El complejo es
capturado por los anticuerpos I1gM anti-humanos, formando
una linea coloreada en la region "IgM" del test.

Si la muestra no contiene anticuerpos contra el dengue, no
aparecerd ninguna linea coloreada en las regiones de test,
indicando un resultado negativo.

El test Dengue NS1 Ag en el lado izquierdo:

Durante la prueba, la muestra reacciona con conjugados de
anticuerpos contra el dengue en la membrana de la tira
reactiva interna. Los conjugados de anticuerpos y oro se unen
a los antigenos del dengue en la muestra que, a su vez, se
unen a los anticuerpos NS1 anti-dengue que recubren la
membrana. Cuando la mezcla migra a lo largo de la
membrana, los anticuerpos NS1 anti-dengue se unen al
complejo antigeno-anticuerpo, produciendo una linea de color
rosa palido u oscuro en la regidn de test NS1 de la membrana.
La intensidad del color de las lineas puede variar dependiendo
de la cantidad de antigenos presentes en la muestra. La
aparicion de una linea rosa en la regidn de test 'NS1' se debe
considerar como resultado positivo.

Si la muestra no contiene antigenos de dengue, no aparecera
ninguna linea coloreada en la regién de test, indicando un
resultado negativo.

La aparicién de ambas lineas coloreadas en las regiones de
control (C) sirve como control del procedimiento, indicando
que el volumen de muestra afiadido ha sido adecuado y que la
membrana se ha empapado suficientemente.

e 25 test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM en formato
casete

25 pipetas desechables (5 pL)

25 pipetas desechables (25 pL)

(las pipetas suministradas de 5 uL y 25 pL dispensan
respectivamente aproximadamente 5 pL y 25 pL en una
gota, incluso si se aspira mas sangre en la pipeta)

e 1 bufer (3 mL)

e 1 manual de instrucciones

5. Materiales adicionales

Recipiente para recolectar la muestra

Centrifugadora (para suero/plasma)

Cronémetro

Lanceta (solo para sangre completa obtenida por puncién
digital)

Tubo capilar (75 pL, si fuera necesario)

Micropipeta (si fuera necesaria)
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Almacene los kits de test NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM a
2-30 °C, y utilicelos antes de la fecha de caducidad impresa en
el envase. El test se mantiene estable hasta la fecha de
caducidad impresa en el envase de aluminio. Los casetes
deben permanecer en sus envases sellados hasta el momento
de uso. No congele los test. No utilice los kits después de su
fecha de caducidad.

7. Advertencias y precauciones

Solo apto para uso profesional de diagnostico in-vitro.

Lea atentamente todo el procedimiento del test antes de
comenzar la prueba.

No utilice el test después de la fecha de caducidad indicada
en el envase.

No utilice el dispositivo de test si el envase de aluminio esta
dafiado.

No reutilice los test.

No afiada muestras en el drea de reacciéon (region de
resultados).

Evite tocar el drea de reaccion (regién de resultados), a fin
de evitar posibles contaminaciones.

Evite la contaminacion cruzada de las muestras utilizando
un nuevo recipiente recolector para cada una.

No coma, beba o fume en la zona durante la manipulaciéon
de las muestras y la realizacion del test.

Utilice ropa protectora como batas de laboratorio, guantes
desechables y gafas de protecciéon, mientras manipule las
muestras.

Manipule las muestras como si contuviesen agentes
infecciosos. Siga durante todo el procedimiento las
precauciones establecidas para riesgos microbioldgicos, y
las directrices estandar para la correcta eliminacién de las
muestras.

El kit de test contiene productos de origen animal. El
conocimiento certificado del origen y/o estado sanitario de
los animales no garantiza completamente la ausencia de
agentes patogénicos transmisibles. Por eso, se recomienda
tratar estos productos como potencialmente infecciosos y
seguir las medidas de seguridad habituales durante su
manipulacion (p.ej. no ingerir ni inhalar).

La humedad y la temperatura pueden afectar negativa-
mente a los resultados del test.

La eliminacién de los materiales utilizados debe realizarse
de acuerdo con las regulaciones locales.

8. Recoleccion de muestras y preparacion
El test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM se puede realizar
con sangre completa, suero o plasma.

Para recolectar muestras de sangre completa obtenida por
puncion digital:

e lLave la mano del paciente con jabdn y agua templada o
limpiela con un hisopo con alcohol. Déjela secar.

Realice un masaje en la mano, sin tocar el lugar de puncion,
frotandola hacia la punta del dedo medio o anular.

Pinche la piel con una lanceta estéril y limpie la primera
gota de sangre.

Presione la mano desde la mufieca hasta la palma, y de ahi
hasta el dedo para producir una gota redonda de sangre en
la zona de puncidn.
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Muestras de sangre completa obtenida por puncion venosa
Para el analisis de suero o plasma, separe el suero o el plasma
de la sangre lo antes posible para evitar hemdlisis. Utilice solo
muestras claras no hemolizadas.

Realice el test inmediatamente después de la recoleccion de la
muestra. No deje las muestras a temperatura ambiente
durante periodos de tiempo prolongados. Las muestras de
suero o plasma se pueden almacenar a 2-8°C hasta 3 dias. Si
desea almacenarlas durante mas tiempo, debe congelarlas por
debajo de -20°C. La sangre completa recolectada por puncién
venosa se debe almacenar a 2-8°C siempre que el test se
realice en los 2 dias siguientes a la recoleccidn. No congele las
muestras de sangre completa. Realice la prueba
inmediatamente si la sangre completa se ha obtenido por
puncién digital. Lleve las muestras a temperatura ambiente
antes de realizar la prueba. Si se han congelado las muestras,
debe descongelarlas y mezclarlas bien antes de realizar la
prueba. Evite los ciclos repetidos de congelado vy
descongelado. Si las muestras se van a transportar, se deben
empaquetar de acuerdo con las regulaciones vigentes para el
transporte de agentes etioldgicos.

9. Procedimiento del test

Lleve los test, muestras, bufer y/o controles a temperatura

ambiente (15-30°C) antes de realizar la prueba.

1. Retire el casete de test de su envase sellado y coléquelo
sobre una superficie limpia y plana. Utilice el casete de test
inmediatamente después de abrir el envase sellado.
Etiquete el casete de test con la identificacion del paciente
o de control.

2. a) Para muestras de suero o plasma:

Para dengue NS1 Ag:

Sujetando verticalmente la pipeta de
25 pL, afiada 3 gotas (aprox. 75 pL) de
suero o plasma al pocillo para la
muestra (S) del casete de test.

Para anti-dengue IgG/IgM:

I.  Si utiliza una pipeta:

Sujetando verticalmente la pipeta de
5 pL, recolecte la muestra de suero o
plasma hasta el primer ensancha-
miento (aprox. 5puL) y afiddala al
pocillo para la muestra (S) del casete
de test. A continuacion, afiada 1 gota
de bufer (aprox. 40 pL) al pocillo para
la muestra (S). Evite la formacién de
burbujas de aire en el pocillo para la o bien
muestra.

1l. Si utiliza una micropipeta:
Utilizando una micropipeta, dispense
5 plL de la muestra de suero o plasma
en el pocillo (S) del casete de test. A
continuacion, afiada 1 gota de bufer
(aprox. 40pL) al pocillo para la
muestra (S).
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b) Para muestras de sangre
completa obtenidas por puncién
digital o venosa:
Para Dengue NS1 Ag:

1. Si utiliza una pipeta:
Sujetando verticalmente la pipeta de
25 uL suministrada, afiada 3 gotas
(aprox. 75 uL) de sangre completa al
pocillo para la muestra (S) del casete
de test. A continuacion, afiada 1 gota
de bufer (aprox. 40 pL) al mismo
pocillo para la muestra (S).

11. Si utiliza un tubo capilar:

Llene el tubo capilar y transfiera
aproximadamente 75 pL de muestra
de sangre completa obtenida por
puncién digital al pocillo para la
muestra (S). A continuacién, afiada
1 gota de bufer (aprox. 40uL) al
mismo pocillo.

11l. Mediante gotas colgantes:

Deje caer tres gotas (aprox. 75 pl) de
sangre completa obtenida por
puncién digital en el pocillo para la
muestra (S) del casete. A conti-
nuacién, afiada 1 gota de bufer
(aprox. 40puL) al pocillo para la
muestra (S).

Para anti-dengue IgG/IgM:

I.  Si utiliza una pipeta:
Sosteniendo verticalmente la pipeta
suministrada de 5 pL, recolecte una
muestra de sangre completa hasta
1 cm por encima del primer
ensanchamiento (aprox. 10puL) y
afiadalas al pocillo de la muestra (S)
del casete. A continuacién, afiada
1 gota de bufer (aprox. 40 puL) al
pocillo para la muestra (S).

Il. Si utiliza una micropipeta:
Utilizando una micropipeta, dispense
10 uL de sangre completa en el
pocillo para la muestra (S) del casete
de test. A continuacion, afiada 1 gota
de bufer (aprox. 40 uL) al pocillo para
la muestra (S).

3. Active el cronémetro.

4. Lea los resultados del test después de
10 minutos. No interprete los
resultados después de mds de 20
minutos.

10. Interpretacion del resultado

Positivo para dengue NS1 Ag:

Aparece una linea coloreada en cada
region de control "C" y una linea
coloreada en la regién de test "NS1". El
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resultado puede ser indicativo de una
infeccién actual.

Positivo para anti-dengue IgG:

Aparece una linea coloreada en cada

region de control "C' y una linea | NN
coloreada en la region de test "IgG". El _—
resultado puede ser indicativo de una

infeccion secundaria por el virus del

dengue.

Positivo para anti-dengue IgM:

Aparece una linea coloreada en cada

region de control "C" y una linea mmm N
coloreada en la region de test "IgM". El
resultado puede ser indicativo de
infeccion primaria por el virus del
dengue.

Positivo para anti-dengue IgG/IgM:

Aparece una linea coloreada en cada

region de control "C" y una linea

coloreada en la region de test “IgG” e I
"IgM" respectivamente. El resultado [
puede ser indicativo de una infeccion

secundaria por el virus del dengue. Las _—
intensidades de color de las lineas no

tienen que coincidir.

Nota: es posible una combinacién de
resultados  positivos  para  varios

parametros.

Negativo:

Aparece una linea coloreada en

cada regién de control "C". No —
aparecen lineas coloreadas en las ||
regiones de test “NS1”, “IgG” e

“Igh”.

No valido:

Al menos una de las lineas de
control "C" no aparece. Si no
aparecen todas las lineas de control
dentro del tiempo de lectura
especificado, los resultados del test
deben descartarse.

Las causas mas frecuentes de que
no aparezca la linea de control son
un volumen de muestra insu- 0
ficiente, un procedimiento in-
correcto o que el dispositivo esté
caducado. Revise el procedimiento
y repita la prueba con un nuevo
casete de test. Si el problema
persiste, deje de wusar el kit
inmediatamente y contacte con su
distribuidor.

Nota: la intensidad de color en la region de la linea de test
"NS1" y/o "IgG" y/o "IgM" puede variar dependiendo de la
concentracion de los antigenos NS1 de dengue y/o IgG y/o
IgM presentes en la muestra. Por eso, cualquier sombra
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coloreada en la regién de la linea de test se debe considerar
positiva.

11. Control de calidad

El casete de test contiene un control interno del
procedimiento.

La linea coloreada que aparece en cada region de control (C)
se considera un control interno del procedimiento. Esta linea
confirma que el volumen de muestra ha sido adecuado, que la
membrana se ha empapado suficientemente y que la técnica
del procedimiento ha sido correcta.

Las Buenas Prdcticas de Laboratorio (BPL) recomiendan el uso
de materiales de control para asegurar que el funcionamiento
del test es correcto.

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM solo detecta la
presencia de antigenos del dengue NS1 y anticuerpos anti-
dengue en la muestra, y no se debe utilizar como Unico
criterio para el diagndstico del dengue.

Siga atentamente las indicaciones de las secciones
"Procedimiento del test” e “Interpretacion del resultado”
durante la realizacion del test para detectar la presencia de
antigenos del dengue y anticuerpos anti-dengue en sangre
completa, suero o plasma de sujetos individuales. En caso
contrario, se pueden producir resultados incorrectos.

Un resultado negativo de test para antigenos de dengue
NS1 no excluye la posibilidad de exposicidon o infeccién por
el virus del dengue.

Puede producirse un resultado negativo en el test para los
antigenos NS1 del dengue si la cantidad de antigenos
presente en la muestra estd por debajo del punto de corte
del test o si los antigenos de dengue detectados no
estuvieron presentes durante la etapa de la enfermedad en
la que se recolectd la muestra.

Las muestras que contienen titulos inusualmente altos de
anticuerpos heterdfilos o factor reumatoide pueden afectar
a los resultados esperados.

Si el resultado obtenido con el test NADAL® Dengue NS1
Ag + 1gG/IgM es negativo o no reactivo pero los sintomas
persisten, se recomienda repetir el test unos dias mas tarde
0 con métodos alternativos, como PCR o ELISA.

Los resultados obtenidos con este test solo se deben
interpretar junto con otros procedimientos de diagndstico y
hallazgos clinicos.

Tras la aparicion temprana de fiebre, las concentraciones de
IgM anti-dengue pueden estar por debajo de los niveles
detectables. Para una infeccion primaria, un ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzimas de captura de
anticuerpos 1gM (MAC-ELISA) mostré que el 80% de los
pacientes con dengue examinados mostraron niveles
detectables de IgM al quinto dia de la infeccidn, y que el
99% de ellos mostraron IgM positivo el dia 10. Por esta
razon, se recomienda realizar el test a los pacientes dentro
de este periodo de tiempo. Al igual que en la infeccion
secundaria, los anticuerpos estan caracterizados por una
fracciéon molar baja de IgM anti-dengue y una fraccion
molar alta de I1gG anti-dengue ampliamente reactiva con los
flavivirus.® La linea de test “IgM” puede ser débil, y puede
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producirse una reaccion cruzada en la region de la linea de
test “IgG”.

Son comunes las reacciones cruzadas seroldgicas con el
grupo de flavivirus (Dengue 1, 2, 2 & 4, encefalitis de San
Luis, virus del Nilo Occidental, encefalitis japonesa y virus de
la fiebre amarilla).w'8 Se deben confirmar los resultados
positivos utilizando otros métodos.

La presencia o ausencia continuada de anticuerpos no se
puede utilizar para determinar el éxito o fracaso de la
terapia.

Los resultados en pacientes inmunodeprimidos se deben
interpretar con cautela.

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM ha sido comparado
con un EIA de dengue Ag lider en el mercado. La correlacion
entre los dos sistemas es del 96%.

La infecciéon primaria por dengue se caracteriza por la
presencia de IgM detectable 3-5 dias después de la aparicion
de la infeccion. La infeccion secundaria por dengue se
caracteriza por el aumento de IgG especifica de dengue. En la
mayoria de los casos, esto se acompafia de niveles elevados
de IgM.

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM ha sido comparado
con un ELISA de dengue lider en el mercado, demostrando una
sensibilidad del 83,3% para la IgM en la infeccién primaria y
>99,9% para IgG en la infeccion secundaria.

14. Caracteristicas del rendimiento

Sensibilidad y especificidad

Se analizé un panel de seroconversion que comprende
muestras clinicas obtenidas de una poblacién de individuos
sintomaticos y asintomaticos para antigenos NS1 de dengue e
1gG/IgM anti-dengue, usando el test NADAL® Dengue NS1 Ag +
1gG/IgM. Los resultados para dengue NS1 Ag fueron
confirmados por un EIA de dengue Ag disponible y lider en el
mercado, mientras que los resultados para IgG/IgM anti-
dengue fueron confirmados por un ELISA de dengue también
disponible comercialmente y lider de mercado.

Los resultados de IgG/IgM anti-dengue muestran que la
sensibilidad relativa general para la infeccion primaria y
secundaria del test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM es del
95,7%, la especificidad relativa es >99,9% vy la precision
relativa es del 99,3%.

Resultados del test de IgG/IgM para una infeccién primaria

por dengue
Dengue ELISA
D
T e L

Test NADAL®

Dengue NS1 m 0
Ag +1gG/lgM Iy
(1gG/1gM)

Negatlvo 0

Sensibilidad relativa (IgM). 83,3%
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Resultados del test de IgG/IgM para una infeccién secundaria

por dengue
Dengue ELISA
N
[ v e

Nega vo

Test NADAL®

Dengue NS1
Ag +1gG/lgM
(1gG/1gM)

Sensibilidad relativa (IgM): 71,2%
Sensibilidad relativa (1gG): >99,9%

Resultados del test de IgG/IgM para una no-infeccién por
dengue

Dengue ELISA
0

0

- N
Sensibilidad relativa (negativo): >99,9%
Sensibilidad (15+452)/(18+52) =
88%~99,1%)

Especificidad relativa: 338/338 >99,9% (95%CI*: 99,1%~100%)

Precision: (15+52+338)/(18+52+338) = 99,3% = (95%CI*:
97,9%~99,8%)

*Intervalos de confianza

Test NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/lgM

(1gG/1gM)

relativa: 95,7% (95%CI*:

Los resultados para Dengue NS1 Ag muestran que la
sensibilidad relativa del test NADAL® Dengue NS1 Ag +
1gG/I1gM es del 95,8% vy la especificidad relativa es del 96,1%.

Resultados del test Dengue NS1 Ag:

Dengue Ag ELISA
T

145

Test NADAL®
Dengue NS1 Ag +

1gG/1gM
(antigenos NS1)

Total 143 208 351
Sensibilidad relativa: 137/143*100% = 95,8% (95%ClI*:
91,1%~98,4%)
Especificidad relativa: 200/208*100% = 96,1% (95%CI*:

92,6%~98,4%)

Precisién: (137+208)/(137+6+8+200)*100% =
93,4%~97,8%)

*Intervalos de confianza

96% (95%ClI*:

Precision

Intraensayo

Se ha determinado la precision de la prueba utilizando 15
repeticiones de cuatro muestras: una negativa, una
débilmente positiva, una medianamente positiva y una
altamente positiva. Las muestras fueron identificadas
correctamente en mas del 99% de los casos.
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Interensayo

Se determind la precision interensayo mediante 15 ensayos
independientes de las mismas cuatro muestras: una negativa,
una débilmente positiva, una medianamente positiva y una
altamente positiva. Se analizaron tres lotes diferentes de test
NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM utilizando esas muestras.
Las muestras fueron identificadas correctamente en >99% de
los casos.

Reacciones cruzadas

El test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM ha sido probado con
muestras positivas para HAMA, FR, HBsAg, HBeAg, HBeAb,
HBcADb, Sifilis, VIH, VHC, H. pylori, MONO, Citomegalovirus
(CMV), Rubéola y Toxo. Los resultados no mostraron
reactividad cruzada.

Sustancias interferentes

Se afadieron las siguientes sustancias potencialmente
interferentes a muestras de dengue positivas y negativas.

Acetaminofeno: 20 mg/dL

Cafeina: 20 mg/dL

Acido acetilsalicilico: 20 mg/dL

Acido gentisico: 20 mg/dL

Acido ascérbico: 2 g/dL

Albumina: 2 g/dL

Creatina: 200 mg/dL

Hemoglobina 1000 mg/dL

Bilirrubina: 1 g/dL

Acido oxélico: 60 mg/dL

nal von minden GmbH e Carl-Zeiss-Strasse 12 ¢ 47445 Moers

No se produjo interferencia de las sustancias con el test a la
concentracién analizada.
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I Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM & un
immunodosaggio cromatografico rapido per la rilevazione
simultanea qualitativa e la differenziazione dell’antigene
dengue NS1 e degli anti-IgG ed IgM del virus dengue in sangue
intero umano, siero oppure plasma. Il test & concepito come
supporto nella diagnosi di infezioni da dengue e solo per uso
professionale.

2. Introduzione e Significato Clinico

Il virus Dengue & un flavivirus, trasmesso dalle zanzare tigre
Aedes aegypti e Aedes albopictus. E molto diffuso nelle aree
tropicali e subtropicali del mondo’ e causa fino a 100 milioni di
infezioni all'anno.? L'infezione Dengue classica é caratterizzata
da febbre improvvisa, intenso mal di testa, mialgia, artralgia e
rash.

L’infezione primaria porta all'aumento degli IgM fino ad un
livello rilevabile in 3-5 giorni dalla comparsa della febbre.
L'IgM persiste generalmente tra 30 e 90 giorni.3 La maggior
parte dei pazienti affetti da dengue nelle regioni endemiche
hanno infezioni secondarie® che risultano in un innalzamento
dei livelli di 1gG prima o simultaneamente alla risposta IgMS.
Pertanto, la rilevazione di IgM ed IgG anti-dengue pu0 aiutare
anche a distinguere tra infezioni primarie e secondarie.

L'NS1 e uno dei 7 virus Dengue a proteine non-strutturali che
si pensa siano coinvolti nella ripetizione virale. L'NS1 in forma
immatura esiste come monomero ma €& processato
rapidamente nel reticolo endoplasmatico per formare un
dimero stabile. Una piccola quantita di NS1 rimane associata
agli organelli intracellulari dove si pensa sia coinvolto nella
ripetizione virale. Il resto di NS1 si pensa sia associato o alla
membrana del plasma oppure secreto come hexadimer
solubile. L'NS1 & fondamentale per la sopravvivenza virale ma
la sua precisa funzione biologica & sconosciuta. Gli anticorpi
prodotti in risposta all'infezione virale da NS1 possono portare
ad una reazione incrociata con gli antigeni di superficie delle
cellule epiteliali e delle piastrine. Questo pud contribuire allo
sviluppo della febbre emorragica dengue.

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM & un test rapido che
utilizza una combinazione di anticorpi rivestiti dengue legati a
particelle colorate per la rilevazione degli 1gG ed IgM anti-
dengue in campioni di sangue intero, siero oppure plasma.

I Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IlgM Test & un
immunodosaggio qualitativo basato su membrana per la
rilevazione degli anticorpi anti-dengue e degli antigeni dengue
NS1 in campioni di sangue intero, siero oppure plasma.

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM contiene due linee
del test (lato sinistro: Test Dengue NS1 Ag; lato destro: Test
Dengue 1gG/IgM).

Il Test Dengue IgG/IgM sul lato destro consiste di due
componenti. Nel componente IgG, gli 1gG anti-umani sono
prerivestiti nella regione della linea del test ‘IgG’. Durante il
test, il campione reagisce con le particelle prerivestite da
antigeni-dengue nel test a cassetta. Il composto migra poi
cromatograficamente lungo la membrana per azione capillare
e reagisce con gli anticorpi anti-IgG umani nella regione della
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linea del test ‘IgG’. Se il campione contiene IgG anti-dengue,
compare una linea nella regione della linea del test ‘IgG’.

Nel componente IgM, gli anticorpi anti-IgM umani sono
prerivestiti sulla regione della linea del test 'lgM'. Se nel
campione sono presenti IgM anti-dengue, questi reagiscono
con le particelle dengue rivestite di antigeni presenti nel test a
cassetta. Il complesso viene poi catturato dagli anticorpi IgM
anti-umani formando una linea colorata nella regione della
linea del test 'IgM’.

Se il campione non contiene gli anticorpi dengue, non
compare alcuna linea colorata in nessuna delle regioni delle
linee del test, indicando un risultato negativo.

Il test Dengue NS1 Ag sul lato sinistro:

Durante il test, il campione reagisce con gli anticorpi dengue-
coniugati sulla membrana del test a striscia interno. Gli
anticorpi coniugati oro si legano agli antigeni dengue presenti
nel campione che sono legati a turno dagli anticorpi anti-
dengue NS1 di cui la membrana e prerivestita. Quando il
composto migra lungo la membrana, gli anticorpi anti-dengue
NS1 si legano al complesso anticorpo-antigene portando alla
comparsa di una linea rosa chiaro o rosa scuro nella regione
della linea del test "NS1" della membrana. L'intensita del
colore delle linee varia in base alla quantita di antigeni
presenti nel campione. La comparsa della linea rosa nella
regione della linea del test ‘NS1' va considerata come
indicativa di un risultato positivo.

Se il campione non contiene antigeni dengue, non compare
alcuna linea nella regione della linea del test, indicando un
risultato negativo.

La presenza di entrambe le linee colorate nelle regioni delle
linee di controllo (C) funge da controllo procedurale interno
indicando che é stato utilizzato il corretto volume di campione
e che la migrazione lungo la membrana & avvenuta
correttamente.

25 Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM, test a cassetta
25 pipette monouso (5 pl)

25 pipette monouso (25 ul)

(Le pipette fornite da 5 pl e 25 pl versano rispettivamente
circa 5 ul e 25 pl in una goccia anche se viene aspirato piu
sangue nella pipetta)

e 1 Soluzione (3 ml)

e 1istruzioni per I'uso

5. Altri materiali richiesti

Contenitore di raccolta del campione
Centrifuga (per siero/plasma)

Timer

Bisturi (solo per il prelievo di sangue intero)
Tubo capillare (75 pl, se necessario)
Micropipette (se necessario)

| kit di Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM vanno
conservati a 2-30°C ed utilizzati prima della data di scadenza
riportata sulla confezione. | test a cassetta rimangono stabili
fino alla data di scadenza riportata sulla confezione. | test a
cassetta vanno conservati nella loro confezione fino al loro
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utilizzo. Non congelare. Non utilizzare i test oltre la data di
scadenza.

7. Avvertenze e Precauzioni

Esclusivamente per uso diagnostico professionale in-vitro.
Leggere attentamente la procedura del test prima di
eseguirlo.

Non utilizzare il test oltre la data di scadenza riportata sulla
confezione.

Non utilizzare il test se la confezione dovesse risultare
danneggiata.

Non riutilizzare i test.

e Non aggiungere i campioni all*area di risultato (result area).
Al fine di evitare la contaminazione non toccare I'area di
risultato (result area).

Evitare il rischio di contaminazione incrociata utilizzando
sempre un nuovo contenitore di raccolta per ogni
campione.

Non mangiare, bere o fumare nei luoghi in cui vengono
trattati i campioni ed i test.

Indossare abiti protettivi quali camici da laboratorio, guanti
monouso ed occhiali protettivi quando vengono trattati i
campioni.

Considerare tutti i campioni come potenzialmente infettivi.
Osservare le  normali  precauzioni contro rischi
microbiologici e seguire le procedure standard per il
corretto smaltimento dei campioni.

Il kit fornito contiene prodotti di origine animale. La
conoscenza certificata della provenienza e/o condizione
sanitaria degli animali non esclude del tutto I'assenza di
agenti patogeni trasmissibili. Si raccomanda, pertanto, che
questi prodotti vengano trattati come potenzialmente
infettivi ed utilizzati nel rispetto delle normali pratiche di
sicurezza (ad esempio, non ingerire o inalare).

Umiditd o temperature elevate possono influenzare in
maniera negativa i risultati del test.

| materiali utilizzati nello svolgimento del test vanno smaltiti
nel rispetto delle regolamentazioni locali.

8. Preparazione e Raccolta del Campione

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM pud essere eseguito
utilizzando sangue intero, siero oppure plasma.

Campioni di sangue intero, prelievo venoso o puntura del
polpastrello:

Lavare la mano del paziente con sapone ed acqua calda o
pulire con alcol la zona da incidere. Fare asciugare.
Massaggiare la mano del paziente senza toccare la zona del
prelievo sfregando la mano verso il basso in direzione del
dito medio o dell’anulare.

Incidere la punta del dito utilizzando un bisturi sterile.
Asciugare la prima goccia di sangue.

Sfregare leggermente la mano del paziente dal polso al
palmo fino al dito inciso affinche si formi una nuova goccia
di sangue.

Campioni di sangue intero, prelievo venoso

Per I'analisi di siero oppure plasma separare siero e plasma
immediatamente al fine di evitare emolisi. Utilizzare solo
campioni chiari non emolizzati.
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Eseguire il test immediatamente dopo la raccolta del
campione. Non lasciare il test a temperatura ambiente per
lunghi periodi di tempo. Campioni di siero e plasma possono
essere conservati tra 2-8°C per un massimo di 3 giorni. Per
conservazioni prolungate, i campioni vanno conservati a -20°C.
| campioni di sangue intero raccolti attraverso prelievo venoso
vanno conservati a 2-8°C nel caso in cui il test venga svolto
entro 2 giorni dalla raccolta del campione. Non congelare i
campioni di sangue intero. | campioni di sangue intero raccolti
attraverso puntura del polpastrello, andrebbero testati
immediatamente. Portare i campioni a temperatura ambiente
prima di eseguire il test. | campioni congelati vanno fatti
scongelare completamente e mescolati adeguatamente prima
di eseguire il test. Evitare episodi ripetuti di congelamento e
scongelamento dei campioni. Nel caso in cui si intenda spedire
i campioni, questi andrebbero imballati seguendo le
regolamentazioni locali in materia di trasporto di agenti
eziologici.

9. Procedura del Test

Portare i test, i campioni, soluzioni e/o controlli a

temperatura ambiente (15-30°) prima di eseguire il test.

1. Rimuovere il test a cassetta dalla confezione ed utilizzarlo
nel pil breve tempo possibile. Il test a cassetta andrebbe
utilizzato  immediatamente  dopo I'apertura della
confezione. Etichettare il test a cassetta con I'identificativo
del paziente o controllo.

2. a) Per i campioni di siero o plasma:

Per Dengue Ag NS1:

Mantenendo verticalmente il conta-
gocce da 25upl fornito, aggiungere
3 gocce (circa 75 pL) di siero oppure
plasma nel pozzetto di raccolta del
campione (S) del test a cassetta.

Per anti-Dengue IgG/IgM:

I. Utilizzare una pipetta:
Mantenendo verticalmente la pipetta
da 5 pl fornita, aspirare il campione di
siero oppure plasma fino al primo
allargamento (circa Sul) e
aggiungerlo nel pozzetto di raccolta
del campione (S) del test a cassetta.
Poi, mantenendo il flacone vertical-
mente, aggiungere 1 goccia (circa
40 uL) di soluzione nel pozzetto di
raccolta del campione (S). Evitare la
formazione di bolle d‘aria nel

pozzetto di raccolta del campione. oppure

Il. Usare una micropipetta:

Utilizzando una micropipetta versare
Sul di siero oppure plasma nel
pozzetto di raccolta del campione (S)
del test a cassetta. Poi, mantenendo
il flacone verticalmente, aggiungere
1 goccia (circa 40 pL) di soluzione nel
pozzetto di raccolta del campione (S).
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b) Per campioni di sangue intero
raccolti tramite prelievo venoso,
puntura del polpastrello:
Per Dengue Ag NS1:

I. Usare una pipetta:
Mantenendo verticalmente il conta-
gocce da 25 pl, aggiungere 3 gocce
(circa 75uL) di sangue intero nel
pozzetto di raccolta del campione (S)
del test a cassetta. Poi, mantenendo
il flacone verticalmente, aggiungere
1 goccia (circa 40 pL) di soluzione nel
pozzetto di raccolta del campione (S).

1. Utilizzare il tubo capillare:
Riempire il tubo capillare e trasferire
circa 75 pL di sangue intero prelevato
tramite puntura del polpastrello nel
pozzetto di raccolta (S). Poi, mante-
nendo il flacone verticalmente,
aggiungere 1 goccia (circa 40 L) di
soluzione nel pozzetto di raccolta del
campione (S).

11l. Trasferire direttamente le gocce

di sangue:
Aggiungere 3 gocce di sangue (circa
75uL) di sangue intero tramite
puntura del polpastrello facendole
cadere direttamente nel pozzetto di
raccolta del campione (S) del test a
cassetta. Poi, mantenendo il flacone
verticalmente, aggiungere 1 goccia
(circa 40 pL) di soluzione nel pozzetto
di raccolta del campione (S).

Per anti-Dengue IgG/IgM:
I. Usare una pipetta:

Mantenendo verticalmente la pipetta
da 5 pl, aspirare il sangue intero 1 cm
al di sopra del primo ingrandimento
(circa 10 pl) e aggiungerlo al pozzetto
di raccolta del campione (S) del test a
cassetta. Poi, mantenendo il flacone
verticalmente, aggiungere 1 goccia
(circa 40 pL) di soluzione nel pozzetto
di raccolta del campione (S).

Il. Usare una micropipetta:
Utilizzando una micropipetta, versare
10 pl di sangue intero nel pozzetto di
raccolta del campione (S) del test a
cassetta. Poi, mantenendo il flacone
verticalmente, aggiungere 1 goccia
(circa 40 pL) di soluzione nel pozzetto
di raccolta del campione (S).

3. Awviare il timer.

4. Leggere il risultato del test entro 10
minuti. Non interpretare i risultati
dopo pili di 20 minuti.
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10. Interpretazione dei risultati

Positivo a Dengue Ag NS1:

Compare una linea colorata in
corrispondenza di ogni regione della
linea di controllo (C) ed una linea
colorata si sviluppa nella regione della
linea del test "NS1". Il risultato &
indicativo di una infezione in corso.

Positivo a IgG anti-Dengue:

Compare una linea colorata in
corrispondenza di ogni regione della
linea di controllo (C) ed una linea
colorata si sviluppa nella regione della
linea del test (T) per "IgG". Il risultato
puo essere indicativo di infezione
secondaria da virus dengue.

Positivo per IgM anti-Dengue:

Compare una linea colorata in
corrispondenza di ogni regione della
linea di controllo (C) ed una linea
colorata si sviluppa nella regione della
linea del test (T) per "IgM". Il risultato
pud essere indicativo di infezione
primaria da virus Dengue.

Positivo per anti-Dengue 1gG/IgM:
Compare una linea colorata in
corrispondenza di ogni regione della
linea di controllo (C) ed una linea
colorata si sviluppa rispettivamente nella
regione della linea del test "IgG" ed
"IgM". Il risultato pud essere indicativo
di infezione secondaria da virus dengue.
L'intensita di colore delle linee non deve
essere la stessa.

Nota bene: E possibile una combina-
zione di risultati positivi per vari
parametri.

Negativo:

Si sviluppa una linea colorata nella
regione della linea di controllo (C).
Non compare nessuna linea
colorata nelle regioni delle linee
del test 'NS1’, 'IgG’ e ’IgM’.

Non valido:

Almeno una delle linee di
controllo ‘C' non compare. |
risultati di qualsiasi test che non
abbia prodotto alcuna linea di
controllo entro i tempi di lettura
indicati, non vanno presi in
considerazione.

Un volume insufficiente di
campione, procedure operative
scorrette o test scaduti sono tra le
principali cause che potrebbero
impedire la comparsa della linea di
controllo. In tal caso si consiglia di
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rivedere la procedura e ripetere il
test utilizzando un nuovo test a
cassetta. Se il problema persiste,
si  consiglia di interrompere
immediatamente ['utilizzo dello
stesso lotto di test e contattare il
proprio distributore.

Nota bene: l'intensita di colore della linea del test nella
regione "NS1" e/o ’'IgG’ e/o "IgM’ puo variare in base alla
concentrazione degli antigeni Dengue NS1 e/o 1gG e/o IgM
presenti nel campione. Pertanto, qualsiasi sfumatura di colore
nell’area della linea del test (T) va considerata come indicativa
di risultato positivo.

11. Controllo Qualita

Un controllo procedurale interno € inserito nel test a cassetta:

La linea colorata che compare in corrispondenza della regione
della linea di controllo (C) & da considerarsi un controllo
procedurale interno. Cido conferma che é stato aggiunto il
giusto volume di campione, che la migrazione lungo la
membrana € avvenuta correttamente e che sono state
applicate le corrette tecniche procedurali.

La Buona Pratica di Laboratorio (GLP) raccomanda I'impiego di
metodi di controllo al fine di confermare la corretta
performance del kit di test.

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM rileva solo la
presenza degli antigeni dengue NS1 e degli anticorpi anti-
dengue nel campione e non dovrebbe essere utilizzata
come unico criterio per la diagnosi di dengue.

Le sezioni 'Procedura del Test’ e 'Interpretazione dei
risultati’ dovrebbero essere seguite attentamente quando si
utilizza il test per la presenza di antigeni dengue e anticorpi
anti-dengue in campioni di sangue intero, siero oppure
plasma prelevati da soggetti singoli. La mancata
osservazione delle procedure consigliate potrebbe portare a
risultati imprecisi.

Un risultato negativo del test per gli antigeni dengue NS1
non preclude la possibilita di esposizione ai virus o infezione
da virus Dengue.

Un risultato negativo potrebbe verifiicarsi se la quantita di
antigeni dengue NS1 presenti nel campione e al di sotto dei
limiti di rilevazione del test, oppure se gli antigeni dengue
rilevati non erano presenti allo stadio della malattia durante
il quale il campione é stato raccolto.

Alcuni campioni contenenti concentrazioni stranamente
elevate di anticorpi eterofili o fattore reumatoide
potrebbero influenzare i risultati attesi.

Se i sintomi persistono, ma il risultato del Test NADAL®
Dengue NS1 Ag + IgG/IgM & negativo oppure non reattivo &
raccomandabile raccogliere un nuovo campione dallo stesso
paziente pochi giorni dopo oppure utilizzare un metodo di
analisi alternativo quale PCR oppure ELISA.

Si consiglia di interpretare i risultati ottenuti con il test
NADAL® Dengue NS1 Ag-1 1gG/IgM, solo in congiunzione
con altre procedure diagnostiche ed indagini cliniche.

In seguito alla comparsa di febbre, la concentrazione di IgM
potrebbe essere al di sotto dei livelli rilevabili. Per le
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infezioni primarie, il saggio immunoassorbente anticorpo di
cattura legato ad un enzima (MAC-ELISA) ha mostrato che
1'80% dei pazienti testati per la dengue hanno riportato
livelli rilevabili di IgM dal quinto giorno dopo I'infezione e il
99% dei pazienti testati era positivo agli IgM a partire dal
giorno 10. Pertanto, & raccomandabile che i pazienti
vengano testati in questo periodo di tempo. Come per
I'infezione secondaria, un basso titolo anticorpale di IgM ed
un titolo anticorpale alto di IgG anti-dengue che sono
ampiamente reattivi ai flavivirus caratterizza l'infezione.® La
linea del test "IgM" pu0 essere debole e potrebbe verificarsi
una reazione incrociata nella regione della linea del test
"IgG".

e Reazioni incrociate serologiche tra il gruppo dei flavivirus
(Dengue 1, 2, 3 & 4, encefalite di St. Louis, virus del Nilo
occidentale, encefalite giapponese e virus della febbre
gialla) sono comuni.®® | risultati positivi potrebbero essere
confermati utilizzando altri metodi.

e La presenza continua oppure I'assenza degli anticorpi non
pud essere uilizzata per determinare il successo o il
fallimento della terapia.

e | risultati provenienti da pazienti immunodepressi vanno
interpretati con cura.

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgMé stato comparato
con uno dei test comunemente reperibili in commercio,
Dengue Ag EIA. La correlazione tra i due sistemi & del 96%.
L'infezione primaria da dengue é caratterizzata dalla presenza
di 1gM rilevabili 3-5 giorni dopo la comparsa dell'infezione.
L'infezione secondaria invece & caratterizzata dall'aumento
degli IgG-dengue specifici. Nella maggior parte dei casi questa
& accompagnata da livelli elevati di IgM.

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM & stato comparato
con un ELISA Dengue comunemente reperibile in commercio
dimostrando una sensibilita 1gM dell’83,3% per l'infezione
primaria e >99% per I1gG nell'nfezione secondaria.

Sensibilita e specificita

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM ¢ stato utilizzato per
analizzare un panel di sieroconversione per la rilevazione di
antigeni dengue NS1 ed IgG/IgM anti-Dengue comprendente
campioni clinici ottenuti da una popolazione di individui
sintomatici ed asintomatici. | risultati per Dengue NS1 Ag sono
stati confermati con un test comunemente reperibile in
commercio Dengue Ag EIA. Mentre i risultati per anti-Dengue
1gG/IgM sono stati confermati con un altro test comunemente
reperibile in commercio Dengue ELISA.

| risultati anti-Dengue 1gG/IgM mostrano che la sensibilita
relativa generale del Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM
per l'infezione primaria e secondaria e 95,7%, la specificita
relativa € >99,9% e la precisione relativa e del 99,3%.
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Risultati del test per I'infezione primaria Dengue 1gG/IgM

Dengue ELISA

Test NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/igM
Test
(1gG/1gM)

°
Sensibilita Relativa (IgM): 83,3%
Risultati del test per I'infezione secondaria Dengue 1gG/IgM

Dengue ELISA

Test NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/lgM
Test
(1gG/1gM)

o
Sensibilita Relativa (IgM): 71,2%
Sensibilita Relativa (1gG): >99,9%
Risultati del test per I'infezione Non-dengue IgG/IgM

Dengue ELISA

mm
0
0

Test NADAL®

Dengue NS1 0

Ag +1gG/igM 0
(1gG/1gM)
0 338
Sensibilita Relativa (negativo): >99,9%
Sensibilita Relativa: (15+52)/(18+52) = 95.7% (95%CI*:

88%™~99,1%)

Specificita Relativa: 338+338)/(99,9+52) = 95.7% (95%CI*:
99,1%~100%)

Precisione: (15+52)/(52+95.7) = 95% (95%Cl*: 97,9%~99,8%)

* Intervalli di confidenza

| risultati per Dengue NS1 Ag mostrano che la sensibilita
relativa del Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM & 95,8% e
la specificita relativa & 96,1%.

Risultati del test Dengue Ag NS1 Ag:

D Ag ELISA
I

Test NADAL® 15
Dengue NS1 Ag
+1gG/lgM
(antigeni NS1)

200 206

Sensibilita Relativa: 137+143)/(95+100) = 95,8% (95%CI*:
91,1%~98,4%)

Specificita Relativa: 200+208)/(95+100) = 96,1% (95%CI*:
92,6%~98,4%)

Precisione: (137+208)/(8+137) = 6% (95%CI*: 93,4%~97,8%)
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* Intervalli di confidenza
Precisione

Intra-lotto

La precisione intra-lotto & stata determinata utilizzando 15
ripetizioni di quattro campioni: uno negativo, uno basso
positivo, uno medio positivo ed uno alto positivo. | campioni
sono stati identificati correttamente in pit del 99% dei casi
(>99%).

Inter-lotto

La precisione inter-lotto & stata determinata utilizzando 15
saggi indipendenti sugli stessi quattro campioni: uno negativo,
uno basso positivo, uno medio positivo ed uno alto positivo.
Sono stati analizzati tre lotti differenti del Test NADAL®
Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM utilizzando questi campioni. |
campioni sono stati identificati correttamente in piu del 99%
dei casi (>99%).

Reattivita incrociata

Il Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM & stato analizzato
con campioni positivi a HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg,
HBeAb, HBcAb, HBcAb, Sifilide, HIV, HCV, H. pylori, MONO,
CMV, Rosolia e TOXO. | risultati non hanno mostrato alcuna
reattivita incrociata.

Sostanze interferenti

Le seguenti sostanze potenzialmente interferenti sono state
aggiunte a campioni positivi e negativi.

Caffeina: 20 mg/dL

Acido Gentisico: 20 mg/dL

Acetaminofene: 20 mg/d|
Acido Acetilsalicilico: 20 mg/dL
Acido Ascorbico: 2 g
Creatina: 200 mg/dL
Bilirubina: 1 g/dL
Nessuna delle sostanze alla concentrazione testata ha
interferito con I'analisi.
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POLSKI Test NADAL® Dengue NS1 Ag+lgG/IgM (Nr prod. 532016N-25)

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM jest szybkim testem
immunochromatograficznym do réwnoczesnego oznaczania
i rozrézniania antygenéw Dengue-NS1 oraz IgG i IgM wirusa
przeciw Dengue w ludzkiej krwi petnej, surowicy lub osoczu.
Test ten stuzy jako srodek pomocniczy przy diagnozie infekcji
dengi i przeznaczony jest wytacznie do profesjonalnego
uzytku.

2. Wprowadzenie i znaczenie diagnostyczne

Denga jest flawiwirusem, przenoszonym przez komary tygrysie
Aedes aegypti i Aedes albopictus. Jest on rozpowszechniony
w tropikalnych i subtropikalnych regionach $wiata'i wywotuje
kazdego roku do 100 milionéw infekcji.Z Klasyczne infekcje
dengi charakteryzujg sie nagta goraczka, silnymi bélami gtowy,
bdlami miesni i stawdw oraz wysypka.

Infekcje pierwotne dengi powodujg wzrost IgM do
wykrywalnych stezeri w okresie od 3 do 5 dni po pojawieniu
sie goraczki. 1gM obecne s3 zwykle od 30 do 90 dni?
Wiekszos$¢ pacjentéw Dengue w obszarach endemicznych ma
infekcje wtérne,®  ktére mogg prowadzi¢ do wysokich
koncentracji specyficznych 1gG, przed lub jednoczesnie
z reakcja IgM.5 Dlatego oznaczenie specyficznych przeciwciat
IgM i 1gG przeciw Dengue moze prowadzi¢ do rozrézniania
pomiedzy infekcjami pierwotnymi a wtérnymi.

NS1 jest jedng z siedmiu niestrukturalnych protein wirusa
dengi, ktére biorg udziat przy wirusowych replikacjach. NS1
wystepuje jako monomer w jego niedojrzatej formie, zostaje
za to przetworzony w retikulum endoplazmatycznym, aby
wytworzy¢ stabilny dimer. Niewielka ilo$¢ NS1 zwigzana jest
z wewnatrzkomdrkowymi organellami, gdzie bierze udziat przy
wirusowej replikacji. Reszta proteiny NS1 wigze sie
z membrang plazmowa lub wydziela sie w postaci
rozpuszczalnego heksadimeru. NS1 jest niezbedna dla
wirusowej zywotnosci, jednak jego doktadna funkcja
biologiczna nie jest znana. Przeciwciata, ktdére zostajg
utworzone jako reakcja na NS1 przy infekcjach wirusowych,
moga wchodzi¢ w reakcje krzyzowe z antygenami na
powierzchni komdrek nabtonkowych i ptytek krwi. Ma to
znaczenie na rozwoj goraczki krwotocznej dengi.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM jest szybkim testem,
ktéry stosuje kombinacje powleczonych i potaczonych
z kolorowymi czasteczkami przeciwciat Dengue, do oznaczania
antygenéw Dengue NS1 oraz potaczonych z kolorowymi
czasteczkami antygenami przeciw Dengue 1gG i przeciw
Dengue IgM w ludzkich prébkach krwi petnej, surowicy lub
osocza.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM jest jakosciowym
membranowym testem immunologicznym do oznaczania
przeciwciat przeciw Dengue oraz antygenéw Dengue NS1
w probkach krwi petnej, surowicy i osoczu.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM zawiera dwa paski
testowe (lewa strona: test Dengue NS1 Ag, prawa strona:
kombinowany test Dengue I1gG/IgM).

Test Dengue 1gG/IgM po prawej stronie sktada sie z dwdch
elementéw. W czesci sktadowej IgG powleczone sg anty-
ludzkie przeciwciata w obszarze linii testowej ,18G“. Podczas
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badania prébka reaguje z powleczonymi czasteczkami
antygenow dengi na ptytce testowej. Nastepnie mieszanina
wedruje chromatograficznie przy pomocy sit kapilarnych
wzdtuz membrany i reaguje z anty-ludzkimi przeciwciatami 1gG
w obszarze linii testowej ,1gG“. Jezeli w prébce zawarte jest
1gG przeciw Dengue, to w obszarze linii testowej ,,1gG" pojawi
sie kolorowa linia.

W czesci sktadowej IgM powleczone sg anty-ludzkie
przeciwciata IgM w obszarze linii testowej. Jezeli w prébce
znajduje sie IgM, to reaguja one réwniez z powleczonymi
czasteczkami  antygenéw Dengue w kasecie testowej.
Kompleks zostaje wowczas wytapany przez anty-ludzkie
przeciwciata IgM i dzigki temu powstaje kolorowa linia
w obszarze linii testowej ,IgM*“.

Jezeli prébka nie zawiera przeciwciat Dengue, nie pojawig sie
kolorowe linie w obszarze linii testowej, co wskazuje na wynik
negatywny.

Test Dengue NS1 Ag po lewej stronie:

Podczas badania prébka reaguje z koniugatami przeciwciat
dengi na wewnetrznym pasku testowym. Zitote koniugaty
przeciwciata wigzg antygeny Dengue w prébce, ktére wigzane
s3 z powleczonymi na membranie przeciwciatami przeciw
Dengue NS1. Gdy mieszanina wedruje wzdtuz membrany,
przeciwciata przeciw Dengue NS1 wigzg kompleks
przeciwciato-antygen, przez co wytworzona zostaje jasno-
rézowa lub ciemnorézowa linia w obszarze linii testowej (T) na
membranie. Intensywno$¢ koloru linii w obszarze linii testowe;j
(T) moze rézni¢ sie w zaleznosci od ilosci antygenu w prébce.
Pojawienie sie r6zowej linii w obszarze linii testowej (T) nalezy
traktowac jako wyniki pozytywny.

Pojawienie sie obydwdch kolorowych linii w obszarze linii
kontrolnej (C) stuzy jako kontrola procesowa i wskazuje na to,
ze dodana zostata wystarczajaca ilos¢ probki oraz ze
membrana jest wystarczajgco nasgczona.

4. Materiaty zawarte w zestawie

o 25 testow kasetowych Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM

e 25 pipet jednorazowych (5 pl)

e 25 pipet jednorazowych (25 pl)
(dostarczone pipety o pojemnosci 5pul i 25 pl przenosza
kazdorazowo ok 5pul i 25pul w jednej kropli nawet jezeli
pobrano wiecej krwi).

e 1 bufor ,Buffer (3 ml)

e 1instrukcja obstugi

5. Dodatkowo potrzebne materiaty

e Pojemniki na probke

Wiréwka (tylko dla surowicy/osocza)
Stoper

Lanceta (dla krwi petnej z naktucia palca)
ew. kapilara 75 pl

ew. mikropipeta

6. Data waznosci i przechowywanie odczynnikow

Zestawy testowe NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM powinny
by¢ przechowywane w temperaturze 2-30°C i stosowane do
daty uzytecznosci podanej na opakowaniu. Kasety testowe sg
stabilne, do daty uzytecznosci podanej na opakowaniu. Kasety
testowe powinny pozosta¢ w zamknietym opakowaniu
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foliowym do momentu przeprowadzenia badania. Nie
zamraza¢ testow. Testdw nie uzywaé po uptywie daty
waznosci.

7. Ostrzezenia i $Srodki ostroznosci

Tylko do profesjonalnej diagnostyki in-vitro.

Przed przeprowadzeniem testu nalezy doktadnie przeczytac
catq instrukcje obstugi.

Nie uzywac testu po uptywie daty uzytecznosci podanej na
opakowaniu.
e Nie uzywal
uszkodzone.
Nie uzywac ponownie tych samych testow.

Nie pipetowac prébek na pole reakcyjne (pole wyniku).

Aby unikng¢ zanieczyszczenia, nie nalezy dotyka¢ pola
reakcyjnego (pola wyniku).

W celu uniknigcia zanieczyszczenia krzyzowego nalezy
uzywac kazdorazowo nowej probéwki dla kazdej prébki.

Nie jes¢, nie pi¢ i nie pali¢ papierosow w obszarze, w ktérym
pracuje sie z probkami oraz zestawami testowymi.

Podczas kontaktu z prébkami stosowac odziez ochronng,
takg jak fartuch, jednorazowe rekawiczki oraz okulary
ochronne.

Traktowac¢ wszystkie probki tak, jakby zawieraty zakaine
odczynniki. Nalezy zwrdci¢ uwage na zaistniate Srodki
ostroznosci dla  mikrobiologicznego ryzyka, podczas
wszystkich proceséw jak réwniez standardowych dyrektyw
dla odpowiedniej utylizacji prébek.

Test ten zawiera produkty pochodzenia zwierzecego.
Certyfikowana wiedza o pochodzeniu i/lub o stanie
sanitarnym zwierzat nie gwarantujg braku przenoszonych
patogendw. Dlatego zaleca sie, aby te produkty byty
traktowane jako potencjalnie zakazne. Postugujac sie nimi,
nalezy przestrzegaé¢ standardowych $rodkow ostroznosci
(np. unika¢ potkniecia lub wdychania).

Wilgo¢ oraz wysokie temperatury moga mie¢ wptyw na
wyniki testu.

Zuzyte materialy testowe powinny by¢ zutylizowane
zgodnie z lokalnymi zaleceniami.

8. Pobieranie, przygotowywanie i przechowywanie prébek
Der NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM moze byc
przeprowadzony z krwi petnej, surowicy lub osocza.

testu, jezeli opakowanie foliowe jest

Pobieranie krwi petnej z naktucia palca

e Umyc¢ dion pacjenta przy pomocy mydta i cieptej wody,
a nastepnie przemy¢ wacikiem nasgczonym alkoholem.
Pozostawi¢ do osuszenia.

Masowac dton, nie dotykajac przy tym miejsca naktucia,
w taki sposdb, aby pociera¢ dtorn w kierunku opuszka palca
Srodkowego lub serdecznego.

Naktu¢ skére przy pomocy sterylnej lancety. Wytrzeé
pierwsza krople krwi.

Pociera¢ ostroznie dtor od nadgarstka do powierzchni dfoni
i do palca tak, aby w punkcie naktucia wytworzyta sie
okragta kropla.

Krew petna z naktucia zylnego
W celu badania surowicy lub osocza, nalezy jak najszybciej
oddzieli¢ surowice lub osocze z krwi, w celu unikniecia
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hemolizy. Uzywac wytacznie przejrzystych i niehemolitycznych
probek.

Przeprowadzenie testu powinno nastgpi¢ bezposrednio po
pobraniu prébki. Nie przechowywac¢ probek w temperaturze
pokojowej przez dtuzszy okres czasu. Prébki surowicy/osocza
moga by¢ przechowywane przy temperaturze 2-8°C do 3 dni.
W celach dtuzszego przechowywania prébki powinny byé
przechowywane w temperaturze ponizej -20°C. Krew petna
z zyty powinna by¢ przechowywana przy temperaturze 2-8°C,
jezeli test zostanie przeprowadzony w ciggu 2 dni po pobraniu
probki. Nie zamraza¢ prébek z krwi petnej. Probki krwi petnej
z palca powinny by¢ przebadane bezposrednio. Przed
przeprowadzeniem testu, nalezy doprowadzi¢ prébki do
temperatury pokojowej. Zamrozone prébki powinny zostaé
catkowicie rozmrozone i dobrze wymieszane, przed
rozpoczeciem testu. Prébki nie mogg by¢ ponownie zamrazane
i rozmrazane. Jezeli probki maja by¢ wystane, to powinny
zosta¢ zapakowane zgodnie z lokalnymi przepisami
dotyczacymi srodkow etiologicznych.

9. Przeprowadzanie testu

Przed przeprowadzeniem testu, doprowadzi¢ wszystkie testy,
prébki i/albo kontrole do temperatury pokojowej (15-30°C).

1. Wyciggna¢ kasete testowg z zamknietego opakowania
foliowego i potozy¢ jg na czystg i réwng powierzchnie.
Kaseta testowa musi by¢ uzyta bezposrednio po otwarciu
opakowania foliowego. Oznaczy¢ kasete testowa danymi
pacjenta oraz identyfikacjg kontrolna.

2. a) Prébki surowicy lub osocza:

Dla Dengue NS1 Ag:
Trzyma¢ dostarczong  pipete 25l
pionowo i doda¢ 3 krople (ok. 75 uL)
surowicy lub osocza do zagtebienia
prébki (S) kasety testowe;.
Dla anty-Dengue IgG/IgM:

I. Przy pomocy pipety:
Trzyma¢  dostarczong  pipete 5yl
pionowo, przy jej pomocy wyssac probke
surowicy lub osocza do poziomu
pierwszego zgrubienia (ok. 5 pl) i dodaé ja
do zagtebienia prébki (S) kasety testowej.
Nastepnie doda¢ 1 krople buforu (ok.
40 pL). Unika¢  wytwarzania sie
pecherzykéw powietrza. albo

1l. Przy pomocy mikropipety:
Doda¢ przy pomocy mikropipety 5 pl
surowicy lub osocza do zagtebienia
probki (S) kasety testowej. Nastepnie
dodac 1 krople (ok. 40 pL) bufora.

b) Prébki krwi petnej z naktucia
palca / zyty
Dla Dengue NS1 Ag:

1. Przy pomocy pipety:
Trzymaé dostarczong pipete 25 pl
pionowo i doda¢ 3 krople krwi petnej
(ok. 75puL) do zagtebienia probki (S)
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kasety testowej. Nastepnie dodaé albo
1 krople (ok. 40 pL) bufora.

1l. Przy pomocy kapilary
Napetni¢ kapilare probka krwi i doda¢
ok. 75uL do zagtebienia prébki (S)
kasety testowej. Nastepnie dodaé
1 krople (ok. 40 pL) bufora.

-

11l. Przy pomocy zwisajacych kropel albo

Pozwoli¢ opasé¢ 3 zwisajagcym kroplom
(ok. 75 L) krwi petnej z naktucia palca
do zagtebienia prébki (S) kasety
testowej. Nastepnie doda¢ 1 krople §
(ok. 40 pL) bufora. .

Dla anty-Dengue IgG/IgM: i
1. Przy pomocy pipety:

Trzymaé dostarczong pipete 5 pl
pionowo, przy jej pomocy wyssac
probke do poziomu 1 cm ponad
pierwsze zgrubienie (ok. 10 pl) i doda¢
ja do zagtebienia probki (S) kasety
testowej. Nastepnie doda¢ 1 krople
(ok. 40 pL) bufora.

®

albo

1l. Przy pomocy mikropipety:
Doda¢ przy pomocy mikropipety 10 pl
krwi petnej do zagtebieniem prébki (S)
kasety testowej. Nastepnie dodac
1 krople (ok. 40 pL) bufora.

-

3. Wiaczy¢ stoper.

4. Wynik interpretowa¢ doktadnie po 10
minutach. Po uptywie wiecej jak 20
minut nie interpretowac wyniku.

10. Interpretacja wynikéw

Pozytywny Dengue NS1 Ag:

Kolorowa linia pojawi sie w obszarze linii
kontrolnej ,,C* i kolorowa linia pojawi sie
w obszarze linii testowej ,T“ dla ,NS1“.
Wynik moze wskazywa¢ na aktualng
infekcje.

Pozytywny dla anty-Dengue IgG:
Kolorowa linia pojawi sie w kazdym
obszarze linii kontrolnej ,,C* i kolorowa
linia pojawi sie w obszarze linii testowej
LT dlaIgG".

Wynik moze wskazywa¢ na wtdérng
infekcje wirusem Dengue.

Pozytywny dla anty-Dengue IgM:
Kolorowa linia pojawi sie w obszarze linii
kontrolnej ,,C* i kolorowa linia pojawi sie
w obszarze linii testowej ,T“ dla IgM*“.
Wynik moze wskazywa¢ na pierwotng
infekcje wirusem Dengue.
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Pozytywne dla anty-Dengue IgG/IgM:

Odpowiednia kolorowa linia pojawi sie

w  obszarze linii  kontrolnej ,C“ —
i odpowiednia kolorowa linia pojawi sie

w obszarze linii testowej ,T“ dla ,IgM“ —
oraz ,1gG”. Wynik moze wskazywa¢ na .
infekcje  wtdérng  wirusem Dengue.

Intensywnosci koloréw linii nie musza

by¢ jednakowe.

Wskazéwka: kombinacja pozytywnych wynikéw dla réznych
parametrow jest mozliwa.

Negatywny:

Pojawi sie jedynie tylko jedna
kolorowa linia w kazdym obszarze
linii kontrolnej ,C". Nie pojawig sie
kolorowe linie w obszarze linii
testowej ,T“ dla ,NS1“, ,1gG“i,IgM"“.

Niewazny:

Przynajmniej jedna linia kontrolna
,C“ nie pojawi sie. Wyniki testow,
ktére po ustalonym czasie odczytu
nie wytworzyty linii kontrolnych,
muszg zostac odrzucone.
Niewystarczajgca objetos¢ prébki,
przeterminowane testy lub niewta-
Sciwy sposdb uzytkowania testu, s3
najprawdopodobniejszymi
przyczynami niepojawienia sie linii
kontrolnej. Sprawdzi¢ przebieg pro-
cesu i powtdrzy¢ badanie przy
pomocy nowej kasety testowej. Jezeli
problem bedzie wystepowat nadal,
nie uzywal juz tego zestawu
testowego i skontaktowaé = sie
z dystrybutorem.

Wskazéwka: Intensywnos¢ kolorow w obszarze linii
testowej,NS1“ i/lub ,1gG” i/lub ,IgM“ moze rézni¢ sig, w
zaleznosci od stezenia antygendw Dengue NS1 i/lub ,IgG”
i/lub ,lgM“, zawartych w prébce. Dlatego kazdy odcien w
obszarze linii testowej powinien byé traktowany jako
pozytywny wynik.

11. Kontrola jakosci

Test kasetowy zawiera wewnetrzng kontrole procesowa:

kazdorazowo pojawiajaca sie kolorowa linia w obszarze linii
kontrolnej (C) uznawana jest za wewnetrzna pozytywng
kontrole procesowa. Potwierdza ona dodanie wystarczajgcej
ilosci prébki, prawidtowe przeprowadzenie testu oraz
wystarczajace nasgczenie membrany.

Dobra praktyka laboratoryjna zaleca stosowanie materiatow
kontrolnych do oznaczania poprawnej wydajnosci zestawu
testowego.

e Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM wykazuje jedynie
obecnos¢ antygendw Dengue-NS1 oraz przeciwciat przeciw
Dengue w prdbce i nie powinien by¢ wykorzystywany jako
jedyne kryterium do diagnozowania Dengue.
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Rozdzialy ,Przeprowadzanie testu” oraz ,Interpretacja
wynikéw” powinny by¢ przestrzegane podczas badania na
obecnosé¢ antygenéw Dengue oraz przeciwciat przeciw
Dengue w krwi petnej, surowicy lub  osoczu.
Nieprzestrzeganie proceséw moze prowadzi¢ do fatszywych
wynikow.

Negatywny wynik testu dla Dengue NS1 Ag nie wyklucza
mozliwej ekspozycji na infekcje lub infekcji wirusem dengi.
Negatywny wynik testu dla Dengue NS1 Ag moze wystgpic¢
réowniez wtedy, gdy ilo$¢ antygendw wirusa Dengue
w prébce znajduje sie ponizej granicy wykrywalnosci testu
albo gdy wykryte antygeny nie istniaty, podczas stadium
choroby, w ktérym prdébka zostata pobrana.

Prébki, wykazujace niezwykle wysokie miana heterofilnych
przeciwciat lub czynnikdéw reumatoidalnych, mogg wptywaé
na oczekiwane wyniki testow.

Jezeli objawy pozostang niezmienne, podczas gdy wynik
otrzymany przy pomocy testu NADAL® Dengue NS1 Ag +
18G/1gM jest negatywny lub niereaktywny, zaleca sie kilka
dni pdiniej, przeprowadzi¢ ponownie badanie pacjenta lub
dodatkowe badania oparte na alternatywnych metodach
testowych, jak np. PCR lub ELISA.

Osiggniete wyniki przy pomocy testu NADAL® Dengue NS1
Ag + 1gG/IgM powinny byé interpretowane jedynie
w potaczeniu z innymi diagnostycznymi procesami
i wynikami klinicznymi.

Po wczesnym wystgpieniu gorgczki, stezenia 1gM przeciw
Dengue moga leze¢ ponizej wykrywalnych stezen. Dla
infekcji pierwotnych test MAC-ELISA (Antibody-Capture-
1gM-Enzyme-linked Immunosorbent Assay) wykazat, ze 80%
wszystkich przebadanych pacjentéw, wykazato wykrywalne
stezenia IgM w pigtym dniu po infekcji i 99% wszystkich
pacjentéow zostato przebadanych pozytywnie pod katem
IgM dziesiatego dnia. Dlatego zaleca sie, aby pacjenci byli
badani w ciggu tego okresu. Przy infekcjach wtdrnych,
przeciwciata charakteryzuje niski utamek molowy IgM
przeciw Dengue oraz wysoki utamek molowy przeciw
Dengue IgG, ktére w duzym stopniu sg reaktywne na
ﬂawiwirusy.5 Linia testowa ,IgM“ moze by¢ staba
i w obszarze linii testowej ,IgG”“ moze wystapi¢ reakcja
krzyzowa.

Serologiczne reakcje krzyzowe grupy flawiwiruséw (Dengue
1, 2, 3 & 4, St. zapalenie mdzgu St. Louis, Wirus
Zachodniego Nilu, Japonskie zapalenie mdzgu oraz wirusy
20ttej goraczki) sa zwyczajowe.w'8 Pozytywne wyniki
powinny by¢ potwierdzone przy pomocy innych metod.
Trwajaca obecnosé lub nieobecnosé przeciwciat, nie moze
by¢ uzywana do okreslania sukcesu lub niepowodzenia
leczenia.

Wyniki od pacjentéw z obnizong odpornoscig powinny by¢
interpretowane z ostroznoscig.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM zostat poréwnany
z wiodacym komercyjnie dostepnym testem Dengue Ag EIA.
Korelacja pomigdzy dwoma systemami wynosi >96%.

Pierwotna infekcja Dengue charakteryzuje sie wykrywalnymi
IgM 3-5 dni po rozpoczeciu infekcji. Wtdrna infekcja Dengue
powigzana jest ze wzrostem Dengue specyficznych IgG.
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W wiekszosci przypadkéw ma to zwigzek z podwyzszonymi
wartosciami IgM.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM zostat poréwnany
z wiodacym, komercyjnie dostepnym testem Dengue ELISA
i wykazat czuto$¢ na poziomie 83,3% dla IgM przy infekcjach
pierwotnych oraz >99,9% dla 1gG przy infekcjach wtérnych.

14. Charakterystyka testu

Czutos¢ i swoistos¢

Panel serokonwersyjny, ktdry zawierat kliniczne prébki grupy
0s6b z objawami i os6b bez objawow, zostat przebadany przy
pomocy testu NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM pod katem
wykrycia antygendw Dengue-NS1 oraz przeciw Dengue
1gG/IgM. Wyniki dla Dengue NS1 Ag zostaly potwierdzone
z wiodgcym, komercyjnie dostepnym testem Dengue Ag EIA,
a wyniki dla przeciw Dengue 1gG/IgM potwierdzone zostaty
wiodacym, komercyjnie dostepnym testem Dengue ELISA.
Wyniki dla anty Dengue 1gG/IgM wykazaty, ze catkowita
relatywna czuto$é dla zakazen pierwotnych i wtérnych testu
NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM wyniosta 95,7%, catkowita
relatywna swoistos¢ >99,9%, a catkowita relatywna

doktadnos¢ 99,3%.
Zakazenie pierwotne Dengue dla wynikéw testéw IgG/IgM

Dengue ELISA
Pozytywny Nega-

Wyniki tywny
Testhapale | MK [l | eS|
0

Dengue NS1 m 15 0
1gG/1gM
e oo e

Relatywna czutos¢ (IgM): 83,3%
Zakazenie wtérne Dengue dla wynikéw testéw IgG/IgM

Denga ELISA
Pozytywny
wnk | o |
B —
0

Dengue NS1 m 37

Ag +1gG/IgM El - 52
1gG/1gM

(lg6/1gM) Negatywny 1] 1]

Relatywna czutosé (IgM): 71,2%

Nega-
tywny

ooo.

Relatywna czutos¢ (IgG): >99,9%
Brak zakazenia Dengue dla wynikéw testéw IgG/IgM

Denga ELISA
Pozytywny Nega-

0 0

0 0

Negatywny 1] 1] 338

Relatywna czuto$¢ (Negatywny): >99,9%
(15+52)/(18+52) = 95,7% (95%CI*:

Test NADAL®
Dengue NS1 m
Ag +1gG/IgM m

(1gG/1gM)

Relatywna czutosé:
88%~99,1%)

Relatywna swoistos¢: 338/338 >99,9% (95%CI*: 99,1%~100%)
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POLSKI

Doktadnos$é: (15+52+338)/(18+52+338) = 99,3% = (95%CI*:
97,9%~99,8%)
*Przedziaty ufnosci

Wyniki dla Denga NS1 Ag wykazaty, ze czutos¢ testu NADAL®
Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM wynosi 95,8% a swoisto$¢ wynosi
96,1%.

Wyniki testu Dengue NS1 Ag:

I
137 8 145

Test NADAL®

Dengue NS1 Ag + 6 200 206
1gG/IgM

143 208 351
Relatywna czutosé: 137/143*100% = 95,8% (95%CI*:
91,1%~98,4%)
Relatywna swoistosé: 200/208*100% = 96,1% (95%CI*:

92,6%~98,4%)

Doktadnos$¢: (137+208)/(137+6+8+200)*100% = 96% (95%CI*:
93,4%~97,8%)

* Przedziaty ufnosci

Precyzyjnosé¢

Badanie srédtestowe

Precyzyjnosé wewnatrz poszczegdlnych przeptywow zostata
ustalona na podstawie 15 niezaleznych testéw czterech
probek: negatywnej, nisko pozytywnej, Srednio pozytywnej
i wysoko pozytywnej. Prébki zostaty w >99% przypadkéow
wtasciwie zidentyfikowane.

Badanie miedzytestowe

Precyzyjnosé pomiedzy poszczegdlnymi przeptywami zostata
ustalona na podstawie 15 niezaleznych testéw, tych samych
czterech probek: negatywnej, nisko pozytywnej, srednio
pozytywnej i wysoko pozytywnej. Trzy rdzne serie testu
NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM zostaty przebadane przy
pomocy tych prébek. Prébki zostaty w >99% przypadkow
wtasciwie zidentyfikowane.

Reakcje krzyzowe

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM zostat przetestowany
przy pomocy prébek, ktére sg pozytywne dla, HAMA, RF,
HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcAb, Syphilis, HIV, HCV,
H. pylori, MONO, CMV, rézyczki i TOXO. Wyniki nie wykazaty
zadnych reakcji krzyzowych.

Substancje interferujace

Nastepujace potencjalnie interferujace substancje zostaty
dodane do negatywnych i pozytywnych prébek Dengi:

Kofeina: 20 mg/dL

Kwas gentyzynowy: 20 mg/dL

Paracetamol: 20 mg/d|

Kwas acetylosalicylowy:
20 mg/dL

Kwas askorbinowy: 2 g/dL
Kreatyna: 200 mg/dL
Bilirubina: 1 g/dL

Albumina: 2 g/dL
Hemoglobina, 1000 mg/dL
Kwas szczawiowy: 60 mg/dL

Zadna z wyze] wymienionych nie wchodzita

w reakcje krzyzowa z testem.
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PORTUGUES

O NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM Test é um imunoensaio
rapido cromatografico para a detecgdo qualitativa simultanea
e diferenciagdo do antigénio NS1 da dengue e o virus anti-
dengue 1gG e IgM no sangue total, soro ou plasma humano. O
teste foi concebido para auxiliar no diagndstico da infecgdo da
dengue e apenas para utilizagdo profissional.

2. Introdugédo e Significado Clinico

O virus da dengue é um flavivirus, transmitido pelos
mosquitos Tigre Aedes aegypti e Aedes albopictus. E
amplamente distribuido em todas as dareas tropicais e
subtropicais do mundo’ e causa até 100 milhdes de infecgdes
anualmente.”  Uma infecgdo classica de Dengue é
caracterizada por um aparecimento subito de febre, dor de
cabeca intensa, mialgia, artralgia e erupgdo cutanea.

A infecgdo por dengue priméria provoca o aumento da IgM a
um nivel detectavel em 3 a 5 dias apds o inicio da febre. IgM
geralmente persiste por 30 a 90 dias.? A maioria dos pacientes
com dengue em regides endémicas tém infecgBes
secundarias,” resultando em altos niveis da 1gG especifica
antes ou em simultdneo com a resposta da IgM.5 Portanto, a
detecgdo da IgM anti-dengue especifica e IgG pode também
ajudar a distinguir entre infecgdes primarias e secundarias.

NS1 é uma das sete proteinas ndo estruturais do virus da
Dengue, que se pensa estarem envolvidas na replicagdo virai.
NS1 existe como um mondémero, na sua forma imatura, mas é
rapidamente transformado no reticulo endoplasmatico de
modo a formar um dimero estdvel. Uma pequena quantidade
de NS1 permanece associado com organelos intracelulares
onde se pensa estar envolvida na replicagdo viral. O resto de
NS1 é encontrado, quer para ser associado com a membrana
do plasma ou para ser segregada como um hexamero soluvel.
NS1 é essencial para a viabilidade viral, mas a sua fungdo
bioldgica exacta é desconhecida. Os anticorpos produzidos em
resposta a infecgdo viral NS1 podem reagir de forma cruzada
com antigénios de superficie celular em células epiteliais e
plaquetas. Isto tem implicages no desenvolvimento da febre
hemorragica de dengue.

O NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test é um teste rapido
que utiliza uma combinagdo de anticorpos de dengue
revestidos ligados a particulas coloridas para a detecgdo de
antigénios NS1 da dengue e antigénios da dengue ligados a
particulas coloridas para a detecgdo de 1gG anti-dengue e IgM
anti-dengue em sangue total, soro ou plasma humano.

O NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM Test é um imunoensaio
qualitativo a base de membrana para a detec¢do de
anticorpos anti-dengue e antigénios NS1 de dengue em
sangue total, soro ou plasma humano.

O NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test contém duas tiras
de teste (lado esquerdo: Teste Dengue NS1 Ag; lado direito:
Teste Dengue 1gG/1gM).

O teste Dengue IgG/IgM no lado direito consiste em dois
componentes. No componente IgG, os IgG-anti-humano sédo
pré-revestidos na regido da linha de teste ‘IgG’. Durante o
teste, a amostra reage com particulas revestidas com
antigénios de dengue no teste cassete. De seguida, a mistura
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migra ao longo da membrana cromatograficamente por acgdo
de capilaridade e reage com os anticorpos IgG anti-humano,
na regido da linha de teste "IgG". Se a amostra contém IgG
anti-dengue, uma linha colorida surge na regido da linha de
teste "IgG".

No componente de IgM, os anticorpos IgM anti-humano sédo
pré-revestidos na regido da linha de teste "IgM”. Se os IgM
anti-dengue estdo presentes na amostra, eles reagem com as
particulas revestidas com antigénios de dengue do teste
cassete. O complexo é entdo capturado pelos anticorpos IgM
anti-humano, formando uma linha colorida na regido da linha
de teste “IgM”.

Se a amostra ndo contém anticorpos dengue, nenhuma linha
colorida surge em qualquer uma das regides da linha de teste,
o que indica um resultado negativo.

O Teste Dengue NS1 Ag no lado esquerdo:

Durante o teste, a amostra reage com os conjugados de
anticorpos de dengue sobre a membrana da tira de teste
interna. Os conjugados de ouro de anticorpos ligam-se aos
antigénios de dengue na amostra, que por sua vez estdo
ligados por anticorpos NS1 anti-dengue pré-revestidos na
membrana. A medida que a mistura se move ao longo da
membrana, os anticorpos NS1 anti-Dengue ligam-se ao
complexo anticorpo-antigénio, causando a formagdo de uma
linha cor de rosa palido ou escuro na regido da linha de teste
‘NS1’ da membrana. A intensidade da cor das linhas pode
variar dependendo da quantidade de antigénios presentes na
amostra. O aparecimento de uma linha cor de rosa na regido
da linha de teste ‘NS1’ deve ser considerado como um
resultado positivo.

Se a amostra ndo contém anticorpos dengue, nenhuma linha
colorida aparece em qualquer uma das regides da linha de
teste, o que indica um resultado negativo.

A formagdo de ambas as linhas coloridas na regido da linha de
controlo (C) serve como controlo de procedimento, indicando
que foi adicionado o volume indicado de amostra e que a
membrana ficou corretamente embebida.

e 25 testes cassete NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM

e 25 pipetas descartaveis (5 pl)

e 25 pipetas descartaveis (25 pl)
(As pipetas fornecidas de 5 pl e 25 pl dispensam
aproximadamente 5 pl e 25 pl, respectivamente, em uma
gota, mesmo que seja aspirado mais sangue para a pipeta)

e 1solugdo Tampao (3 ml)

e 1 folheto informativo

5. Material Adicional Necessario

e Recipientes de recolha de amostras

Centrifugadora (para soro/plasma)

Cronémetro

Lanceta (apenas para sangue total por picada no dedo)
Tubo capilar (75 pl, se necessario)

Micropipeta (se necessario)

6. Armazenamento e Estabilidade
Os kits de teste NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM devem ser
armazenados entre 2-30°C e usados antes de expirada a data
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de validade impressa na embalagem. Os testes cassete
encontram-se estdveis até a data de validade indicada na
embalagem. Os testes cassete devem permanecer selados nas
embalagens até serem utilizados. Ndo congelar os testes. Ndo
utilizar os testes apds o prazo de validade.

7. Avisos e Precaugoes

Apenas para utilizagdo profissional de diagnostico in-vitro.
Ler atentamente o procedimento de teste antes de realizar
o teste.

Ndo utilizar o teste apods expirada a data de validade
indicada na embalagem.

Ndo utilizar o teste caso a embalagem se encontre
danificada.

N&o reutilizar os testes.

Ndo adicionar amostras a area de reaccdo (area de
resultados).

De modo a evitar uma contaminagdo, ndo tocar na area de
reagdo (area de resultados).

Evitar contaminagdo cruzada utilizando um recipiente de
recolha de amostras novo para cada amostra obtida.

N&do comer, beber ou fumar na area de manuseamento de
amostras e kits de testes.

Utilizar vestudrio de protecgdo como batas, luvas
descartaveis e protecgdo ocular durante o manuseamento
das amostras.

Manusear todas as amostras como potenciais agentes
infecciosos. Observar as regulamentagGes estabelecidas
respeitantes a riscos microbiolégicos durante todos os
procedimentos e respeitar as directrizes padrdo para a
eliminagdo apropriada das amostras.

O kit de teste contém produtos de origem animal. O
certificado de origem e/ou estado sanitario dos animais ndo
garante completamente a auséncia de agentes patogénicos
transmissiveis. Portanto, é recomendado que todos estes
produtos sejam tratados como potencialmente infeciosos e
manuseados de acordo com as precaugdes de seguranga
habituais (p.e., ndo ingerir ou inalar).

Humidade e temperatura podem afectar adversamente os
resultados do teste.

Materiais de testes usados devem ser descartados de
acordo com as regulamentagdes locais.

8. Recolha e Preparagdo de Amostras
O NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test pode ser realizado
utilizando sangue total, soro ou plasma.

Para recolher amostras de sangue total por picada no dedo:
Lavar a mdo do paciente com sabdo e 4gua morna ou limpar
com um algoddo embebido em alcool. Deixar secar.
Massajar a mdo sem tocar no local da pungdo esfregando a
mao em diregdo a ponta do dedo médio ou anular.

Perfurar a pele com uma lanceta estéril. Limpar a primeira
gota de sangue.

Esfregar suavemente do pulso para a palma da mdo e, em
seguida, para o dedo para formar uma gota de sangue
arredondada no local da pungdo.
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Amostras de sangue total por pungdo venosa

Para testar soro ou plasma, separar o soro ou o plasma do
sangue o mais rapidamente possivel para evitar hemdlise.
Utilizar apenas amostras limpidas, ndo hemolisadas.

O teste deve ser realizado imediatamente apos a recolha da
amostra. Ndo deixar amostras a temperatura ambiente por
um periodo prolongado. Amostras de soro e plasma podem
ser armazenadas entre 2-8°C até 3 dias. Para armazenamento
a longo prazo, as amostras deverdo ser mantidas a
temperaturas inferiores a -20°C. O sangue total recolhido por
puncdo venosa deve ser armazenado entre 2-8°C se o teste for
realizado dentro de 2 dias apds a recolha. Ndo congelar
amostras de sangue total. As amostras de sangue total obtidas
através de picada no dedo devem ser testadas
imediatamente. Colocar as amostras a temperatura ambiente
antes de realizar o teste. Amostras congeladas deverdo
encontrar-se  completamente  descongeladas e bem
misturadas antes de realizar o teste. As amostras ndo devem
ser congeladas e descongeladas repetidamente. Se as
amostras forem transportadas, deverdo ser embaladas de
acordo com as regulamentagdes locais para o transporte de
agentes etiologicos.

9. Procedimento do teste

Permitir que os testes, amostras, solug¢do tampio e/ou
controlos atinjam a temperatura ambiente (15-30°C) antes
da sua utilizagdo.

1. Retirar o teste cassete da embalagem selada, e coloque-o
numa superficie limpa e nivelada. O teste cassete deve ser
utilizado imediatamente apds a abertura da embalagem.
Etiquetar o teste cassete com a identificagdo do paciente
ou de controlo.

2. a) Para a amostra de soro ou plasma:

Para Dengue NS1 Ag:

Segurando na vertical a pipeta
fornecida de 25 pl, adicionar 3 gotas
(cerca de 75 L) de soro ou plasma
para o pogo da amostra (S) do teste
cassete.

Para anti-Dengue IgG/IgM: e
I. Para usar uma pipeta:

Segurando na vertical a pipeta
fornecida de 5upl, acrescentar a
amostra de soro ou plasma até ao
primeiro alargamento (aproximada-
mente 5 pl) e adicionar ao pogo de
amostra (S) do teste cassete.
Adicionar 1 gota (aproximadamente
40 L) de solugdo tampdo no pogo da
amostra (S). Evite bolhas de ar no
pogo da amostra.

ou

1. Para utilizar uma micropipeta:
Ao usar uma micropipeta, dispensar
5 ul de soro ou plasma no pogo da
amostra (S) do teste cassete. De
seguida, adicionar 1 gota (aproxima-
damente 40 plL) de solugdo tampdo
no pogo da amostra (S).
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b) Para a amostra de sangue total
por picada no dedo/puncdo
venosa:

Para Dengue NS1 Ag:
I. Para usar uma pipeta:

Segurando na vertical a pipeta
fornecida de 25 pl, adicionar 3 gotas
(cerca de 75 pL) de sangue total no
pogo da amostra (S) do teste cassete.
De seguida, adicionar 1 gota
(aproximadamente 40 pL) de solugdo
tamp&o no pogo da amostra (S).

1l. Para usar um tubo capilar:
Preencher o tubo capilar e transferir
aproximadamente 75 plL da amostra
de sangue total por picada no dedo
no pogo da amostra (S). De seguida,
adicionar 1 gota (aproximadamente
40 L) de solugdo tampdo no pogo da
amostra (S).

11l. Para usar gotas pendentes:
Permitir que 3 gotas pendentes
(aproximadamente 75 pl) de sangue
total por picada no dedo caiam no
pogo da amostra (S) do teste cassete.
De seguida, adicionar 1 gota
(aproximadamente 40 pL) de solugdo
tamp&o no pogo da amostra (S).

Para anti-Dengue IgG/IgM:

I. Para usar uma pipeta:
Segurando na vertical a pipeta
fornecida de 5pl, acrescentar
amostra de sangue total 1 cm acima
do primeiro alargamento (aproxima-
damente 10 pl) e adiciond-la ao pogo
da amostra (S) do teste cassete. De
seguida, adicionar 1 gota (aproxima-
damente 40 pL) de solugdo tampdo
no pogo da amostra (S).

Il. Para usar uma micropipeta:

Ao usar uma micropipeta, dispensar
10 ul de sangue total no pogo de
amostra (S) do teste cassete.
Adicionar 1 gota (aproximadamente
40 L) de solugdo tampdo no pogo da
amostra (S).

3. Iniciar o cronémetro.

4. Ler o resultado ap6s 10 minutos. Ndo
interpretar os resultados apds
decorridos mais de 20 minutos.

10. Interpretagdo dos Resultados

Positivo para Dengue NS1 Ag:

Uma linha colorida surge em cada zona
de controlo "C" e uma linha colorida
desenvolve-se na regido da linha de
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teste 'NS1’. O resultado pode ser
indicativo de infecgdo atual.

Positivo para anti-Dengue IgG:

Uma linha colorida surge em cada zona

de controlo "C" e uma linha colorida |EENN [N
desenvolve-se na regido da linha de -
teste ’IgG’. O resultado pode ser

indicativo de infec¢do secundaria do

virus da dengue.

Positivo para anti-Dengue IgM:

Uma linha colorida surge em cada zona
de controlo "C" e uma linha colorida NN NN
desenvolve-se na regido da linha de
teste ’IgM’. O resultado pode ser

indicativo de infecgdo primaria do virus
da dengue.
Positivo para anti-Dengue IgG/IgM:
Uma linha colorida surge em cada zona
de controlo "C" e uma linha colorida

i . I .
desenvolve-se nas regides da linha de
teste ’IgG’ and ’IgM’ respectivamente. O —
resultado pode ser indicativo de infecgdo _——
secundaria do virus da dengue. As
intensidades de cor das linhas ndo tém
que coincidir.
Nota: E possivel uma combinagdo de
resultados  positivos  para  varios
parametros.
Negativo:
Uma linha colorida surge na regido
da linha de controlo "C". Nao [—
surgem linhas coloridas nas .
regides de linha de teste 'NS1’,
’IgG” and 'IgM’.
Invélido:
Pelo menos uma linha de controlo

]

'C' ndo surge. Resultados de
qualquer teste no qual ndo tenha
surgido uma linha de controlo no
tempo de leitura especificado
deverdo ser descartados.

As razdes mais provaveis para um

resultado invélido sdo o volume —]
da amostra, erros de proce-

dimento ou testes expirados. Por

favor, rever o procedimento e

repetir o teste com um novo teste

cassete. Se o problema persistir,

interromper a utilizagdo do kit de

teste e contactar o seu

distribuidor.

Nota: A intensidade da cor na regido da linha de teste 'NS1’
e/ou ’lIgG’ efou ’IgM’ pode variar dependendo da
concentragdo de antigénios NS1 da Dengue e/ou IgG e/ou IgM
presentes na amostra. Qualquer sombra de cor na zona da
linha de teste deve ser considerada positivo.
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11. Controlo de qualidade

Um controlo interno de procedimento encontra-se incluido no
teste cassete:

A linha colorida que surge na regido da linha de controlo (C), é
considerada um controlo interno de procedimento. Isto
confirma um volume de amostra suficiente, uma saturagdo de
membrana adequada e um procedimento técnico correto.

As Boas Prdticas Laboratoriais (BPL) recomendam a utilizagdo
de materiais de controlo para garantir um desempenho do
teste apropriado.

e O NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test s6 detecta a
presenga de antigénios NS1 da dengue e anticorpos anti-
dengue na amostra e ndo deve ser usado como o Unico
critério para o diagndstico da dengue.

As secgdes "Procedimento de Teste" e "Interpretagdo de
Resultados" devem ser seguidas de perto ao efectuar o
teste para a presenga de antigénios da dengue e anticorpos
anti-dengue no sangue total, soro ou plasma de sujeitos
individuais. O ndo seguimento do procedimento podera
levar a resultados ndo precisos.

Um teste negativo para os antigénios NS1 da dengue ndo
exclui a possibilidade de exposi¢do a ou infecgdo com virus
Dengue.

Um resultado negativo para os antigénios NS1 da dengue
pode ocorrer se a quantidade de antigénios da dengue
presente na amostra for inferior ao limite de detecg¢do do
teste, ou se os antigénios da dengue detectados ndo
estavam presentes durante o estagio da doenga em que a
amostra foi recolhida.

Amostras que contenham anormalmente elevados, os
titulos de anticorpos heterdfilos ou fator reumatdide
podem afetar os resultados esperados.

Se os sintomas persistirem, enquanto o resultado obtido
com o NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test for negativo
ou ndo reactivo, recomenda-se a recolha de uma nova
amostra do paciente poucos dias mais tarde, ou um teste
com um método de ensaio alternativo, tal como PCR ou
ELISA.

Os resultados obtidos com o NADAL® Dengue NS1 Ag +
18G/1gM Test devem apenas ser interpretados em conjunto
com outros procedimentos de diagndstico e andlises
clinicas.

Apds o inicio precoce da febre, a concentragdo de IgM anti-
dengue pode estar abaixo dos niveis detectdveis. Para a
infecgdo primaria, um ensaio de IgM de captura de
anticorpo ligado a enzima imunosorvente (MAC-ELISA)
mostrou que 80% dos pacientes testados com dengue
apresentaram niveis detectdveis de IgM no quinto dia apds
a infecgdo e 99% dos pacientes testados com IgM positiva
no dia 10. Portanto, recomenda-se que os pacientes sejam
testados dentro deste periodo de tempo. Quanto a infecgdo
secundaria, uma fragdo molar baixa de IgM anti-dengue e
uma fragdo molar elevada de IgG-anti-dengue que é
amplamente reactiva para flavivirus caracteriza os
anticorpos.5 A linha de teste 'IgM' pode ser fraca, e uma
reacgdo cruzada na regido da linha de teste "IgG" pode
ocorrer.
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e A reactividade cruzada seroldgica entre o grupo flavivirus
(Dengue 1, 2, 3 e 4, a encefalite de St. Louis, o virus do Nilo
Ocidental, a encefalite japonesa e virus da febre amarela) é
comum.®”® Resultados positivos devem ser confirmados
utilizando outros métodos.

e A presenga continua ou auséncia de anticorpos ndo pode
ser utilizada para determinar o sucesso ou insucesso da
terapia.

e Os resultados de pacientes imunossuprimidos devem ser
interpretados com cautela.

13. Valores Esperados

O NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Tes foi comparado a uma
EIA Dengue AG, lider e comercialmente disponivel. A
correlagdo entre estes dois sistemas € superior a 96%.

Infecgdo por dengue primaria é caracterizada pela presenca de
IgM detectdveis 3-5 dias apos o inicio da infecgdo. Infecgdo
por dengue secundaria é caracterizada pela elevagdo de 1gG
especificos de dengue. Na maioria dos casos, esta é
acompanhada por elevados niveis de IgM.

O NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test foi comparado com
um ensaio Dengue ELISA, lider e comercialmente disponivel,
demonstrando sensibilidade de 83,3% para IgM na infecgdo
primaria e >99,9% para a infec¢do secundaria de IgG.

14. Caracteristicas de Desempenho

Sensibilidade e Especificidade

Um painel de seroconversio que compreende amostras
clinicas obtidas a partir de uma populagdo de individuos
sintomaticos e assintomaticos foi testado para antigénios NS1
da dengue e para IgG/IgM anti-Dengue, usando o NADAL®
Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test. Os resultados para os Ag NS1
da Dengue foram confirmados por uma EIA Dengue AG, lider e
comercialmente disponivel, enquanto que os resultados para
os 1gG/IgM anti-Dengue foram confirmados por um ensaio
Dengue ELISA, lider e comercialmente disponivel.

Os resultados para os IgG/IgM anti-Dengue mostram que a
sensibilidade relativa global para a infec¢do primaria e
secundaria do NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test ¢é
95,7%, e que a especificidade relativa é >99,9% e que a
precisdo relativa é de 99,3%.

Infeccdo primaria de dengue para os resultados do teste

18G/IgM
[ o
e T e " |
0
0
0

NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/lgM

Test
(1gG/1gM)

0

BT |

Sensibilidade relativa: (IgM): 83,3%

-
&
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Infecgdo secundaria de dengue para os resultados do teste

Dengue ELISA

1gG/IgM

Negativo

o
[ Reagos | v T o |

NADAL®

Dengue NS1 m 37 0

Ag +1gG/igM

teste ﬂ 15 52 0
(1gG/1gM)

Sensibilidade relativa (IgM): 71,2%

Sensibilidade relativa (IgG): >99,9%
Resultados de testes IgG/IgM para a auséncia de infecgdo por

dengue
Dengue ELISA
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Inter-ensaio

A precisdo entre determinagdes foi calculada usando 15
ensaios independentes sobre as mesmas quatro amostras:
uma negativa, uma baixa positiva, uma média positiva e uma
alta positiva. Trés lotes diferentes do NADAL® Dengue NS1 Ag
+ 1gG/IgM Test foram testados usando estas amostras. As
amostras foram correctamente identificadas >99% das vezes.
Reactividade Cruzada

O NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test foi testado com
amostras positivas de HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg,
HBeAb, HBcAb, Sifilis, VIH, HCV, H.pylori, MONO, CMV,
Rubéola e TOXO. Os resultados mostraram auséncia de
reac¢do cruzada.

Substancias interferentes

As seguintes substancias potencialmente interferentes foram
adicionadas a amostras negativas e positivas de Dengue.

Acetaminofeno: 20 mg/d| Cafeina: 20 mg/dL

NADAL®

Acido acetilsalicilico: 20 mg/dL

Acido gentisico: 20 mg/dL

Acido ascérbico: 2 g/dL

Albumina: 2 g/dL

Negativo
e T ] " |
Dengue NS1 m 0 0 0

Ag +1gG/igM

(ec/en) oo |
Sensibilidade relativa (negativo): >99,9%

Sensibilidade relativa: (15+52)/(18+52) = 95,7%* (95%CI*:
88%~99,1%)

Especificidade relativa: 338/338 >99,9% (95%ClI*:
99,1%~100%)
Precisdo: (15+52+338)/(18+52+338) = 99,3% (95%CI*:

97,9%~99,8%)
*Intervalos de Confianga

Os resultados para os Ag NS1 da Dengue mostram que a
sensibilidade relativa do NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM
Test é 95,8% e a especificidade relativa é 96,1%.

Resultados do teste Dengue NS1 Ag

NADAL®
Dengue NS1 Ag
+1gG/1gM Test

(antigénios
NS1)

tal 143 208 351
137/143*100% = 95,8% (95%CI*:

Sensibilidade
91,1%~98,4%)

Especificidade relativa: 200/208*100% = 96,1% (95%CI*:
92,6%~98,4%)

Precisdo: (137+208)/(137+6+8+200)*100% = 96% (95%CI*:
93,4%~97,8%)

*Intervalos de Confianga

relativa:

Precisdo

Intra-ensaio

A precisdo dentro da mesma determinagdo foi calculada
usando 15 replicados de quatro amostras: uma negativa, uma
baixa positiva, uma média positiva e uma alta positiva. As
amostras foram correctamente identificadas >99% das vezes.
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Creatina: 200 mg/dL

Hemoglobina 1000 mg/dL

Bilirrubina: 1 g/dL
Nenhuma das substancias na
interferiram no ensaio.
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Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM je rychly
imunochromatograficky test uréeny k soucasné kvalitativni
detekci a rozliSeni antigenu dengue NS1 a IgG a IgM proti viru
dengue ve vzorcich lidské pIné krve, séra nebo plazmy. Test
slouZi jako pomdcka ke stanoveni diagndzy infekci dengue a je
uréen pouze k profesionalnimu pouZziti.

2. Uvod a klinicky vyznam

Dengue virus je flavivirus, ktery je prenasen komarem
tygrovanym Aedes albopictus a komarem tropickym Aedes
aegypti. Je Siroce rozsifen v tropickych a subtropickych
oblastech svéta' a zplsobi rotné ai 100 milionG infekci.?
Klasicka infekce dengue se vyznacuje nahlou horeckou, silnymi
bolestmi hlavy, myalgii, artralgii a vyrazkou.

Primarni infekce dengue zpUsobi zvySeni 1gM na
detekovatelnou koncentraci do 3 az 5 dnd po ndstupu
horecky. 1gM obvykle setrvaji po dobu 30 aZ 90 dnt.? Vétiina
pacientl postizenych infekci dengue v endemickych oblastech
trpi  sekundarnimi infekcemi, které vedou k vysokym
hodnotdm specifickych 1gG pred nebo zéroven s IgM reakci.’
Detekce specifickych IgM a 1gG proti dengue muze proto
prispét k rozliSeni mezi primarnimi a sekundarnimi infekcemi.

NS1 je jeden ze 7 nestrukturalnich protein( viru Dengue, ktery
se zfejmé podili na virové replikaci. NS1 existuje jako
monomer ve své nezralé formé, je ale rychle zpracovan v
endoplazmatickém retikulu, aby se z ného utvoril stabilni
dimer. Malé mnoZstvi NS1 zUstane sdruzené s intraceluldarnimi
organelami, kde se zifejmé podili na virové replikaci. Zbylé NS1
se bud' napojuje na plazmatickou membranu nebo je vyloucen
jako rozpustny hexadimer. NS1 je nezbytny k Zivotaschopnosti
viru, avsak jeho presnd biologickd funkce neni znama.
Protilatky, které se pfi virové infekci utvofi jako reakce na NS1,
mohou zkfizené reagovat s antigeny na bunééném povrchu
epitelovych bunék a krevnich desticek. Toto ma vliv na vyvoj
hemoragické horecky dengue.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM je rychly test, ktery
vyuziva k detekci NS1 antigenti dengue kombinaci potazenych
protilatek proti dengue navazanych na barevné Castice, jakoz i
na barevné Castice navazané antigeny dengue k detekci 1gG
proti dengue a IgM proti dengue v lidské pIné krvi, séru nebo
plazmé.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM je kvalitativni
membrdnovy imunotest urCeny k detekci protilatek proti
dengue a NS1 antigend dengue v lidské pIné krvi, séru nebo
plazmé.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM obsahuje dva
testovaci prouzky (leva strana: test Dengue NS1 Ag; prava
strana: test Dengue IgG/IgM).

Test Dengue I1gG/IgM na pravé strané se sklada ze dvou ¢asti.
V 1gG casti jsou proti lidské 1gG predem naneseny v oblasti
testovaci linie 'IgG'. Béhem testovani reaguje vzorek s
Casticemi potazenymi antigenem dengue na testovaci kazeté.
Smés dale chromatograficky putuje membranou plGsobenim
kapilarnich sil a reaguje s proti lidskymi protilatkami 1gG v
oblasti testovaci linie 'IgG'. Pokud vzorek obsahuje IgG proti
dengue, zobrazi se barevna linie v oblasti testovaci linie 'IgG'.

C€ o]

D
von minden

V IgM ¢ésti jsou pfedem naneseny proti lidské protilatky IgM v
oblasti testovaci linie 'lgM'. Pokud jsou ve vzorku pfitomny
IgM proti dengue, reaguji tyto s casticemi potazenymi
antigenem dengue na testovaci kazeté. Tento komplex je poté
zachycen proti lidskymi protilatkami IgM a utvofi tak barevnou
linii v oblasti testovaci linie 'IgM".

Pokud vzorek neobsahuje protilatky proti dengue, nezobrazi
se barevnd linie ani v jedné z oblasti testovaci linie, coz
poukazuje na negativni vysledek.

Test Dengue NS1 Ag na levé strané:

Béhem testovéni vzorek reaguje s konjugaty protilatek proti
dengue na membrané vnitiniho testovaciho prouzku.
Konjugaty protilatky a zlata se navaZzou na antigeny dengue ve
vzorku, které se poté navazou na protilatky proti dengue NS1
pfedem nanesené na membrdnu. Kdyz pak smés putuje
membrénou, navazou se protilatky proti dengue NS1 na
komplex protildtky a antigenu, coz zpusobi utvofeni svétle az
tmaveé riZové linie v oblasti testovaci linie 'NS1' na membrané.
Barevna intenzita linie se muZe liit v zavislosti na mnoZstvi
antigend pfitomnych ve vzorku. Zobrazeni rGzové linie v
oblasti testovaci linie 'NS1' by mélo byt povaZovéno za
pozitivni vysledek.

Pokud vzorek neobsahuje antigeny dengue, nezobrazi se
barevna linie v oblasti testovaci linie, coZ poukazuje na
negativni vysledek testu.

Zobrazeni barevné linie v oblasti kontrolni linie (C) slouzi jako
procedurélni kontrola a potvrzuje , Ze bylo pfiddno dostatecné
mnozstvi vzorku a Ze doslo k promoceni membrany.

e 25 NADAL® Dengue Ag + 1gG/IgM testovacich kazet

e 25 jednorazovych pipet (5 pl)

25 jednorazovych pipet (25 pl)

(doddvané 5l a 25l pipety prenesou kazda cca 5l a
25 pl v jedné kapce i v pfipadé, Ze se do pipety nasaje vice
krve)

e 1 pufr(3ml)

e 1 navod k pouZziti

e Nadoby pro odbér vzorku

Odstredivka (pouze pro sérum/plazmu)
Stopky

e lancety (pouze pro plnou krev z prstu)
e prip. kapilara (75 pl)

e prip. mikropipeta

Testovaci sady NADAL® Dengue NS1 Ag + 18G/IgM by mély byt
skladovany pfi teploté 2-30°C a pouzity pfed uplynutim data
expirace uvedeného na obalu. Testovaci kazety jsou trvanlivé
do data uvedeného na fdliovém obalu. Testovaci prouzky by
mély az do doby pouZiti zlstat v uzavieném obalu. Test
nezmrazujte. Nepouzivejte po uplynuti data expirace.

7. Upozornéni a bezpeénostni opatieni

e Pouze pro profesionalni in-vitro diagnostiku.

e Pred testovanim si peclivé prectéte navod k pouZiti.

e NepouZivejte test po uplynuti data expirace, které je
uvedeno na obalu.

nal von minden GmbH e Carl-Zeiss-Strasse 12 ¢ 47445 Moers ® Germany ¢ info@nal-vonminden.com ¢ www.nal-vonminden.com 37



Test NADAL® Dengue NS1 Ag+lgG/IgM (Ref. 532016N-25)

e Test nepouzivejte, je-li ochranna félie poskozena.

Pouze k jednorazovému pouziti.

Nenandsejte vzorek do reakéni oblasti (vysledkova oblast).
Aby se zamezilo kontaminaci, nedotykejte se reakéni oblasti
(vysledkova oblast).

Aby se zabranilo kfizové kontaminaci vzorkd, pouzivejte pro
kazdy odebrany vzorek novou nadobu.

e V misté provadéni testu nejezte, nepijte ani nekurte.

Béhem testovédni vzorkd pouZivejte ochranny odév jako
laboratorni plast, jednorazové rukavice a ochranné bryle.

Se vSemi vzorky zachazejte jako s potenciondlné infekénimi.
V pribéhu vsech testovacich krokl dodriujte zavedena
opatreni pro prevenci mikrobiologickych rizik a fidte se
standardnimi predpisy pro spravnou likvidaci vzorku.
Testovaci souprava obsahuje produkty ZivociSného plavodu.
Znalost puvodu a/nebo zdravotniho stavu zvifat doloZend
certifikdtem zcela nezaruduje absenci pfenosnych patogend.
Je tudiz doporuceno s témito produkty zachazet jako s
potenciondalné infekénimi a podle béinych bezpecnostnich
opatfeni (napf. nepolykejte nebo nevdechujte).

Vlhkost a teplota mohou nepfiznivé ovlivnit vysledky testu.
PouZité testovaci materidly by mély byt zlikvidovany v
souladu s mistnimi predpisy.

8. Odbér a ptiprava vzorku
Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM mzZe byt proveden se
vzorky pIné krve, séra nebo plazmy.

Odebrani vzorku pIné krve z prstu:

Omyjte pacientovu ruku mydlem a teplou vodou nebo ji
oCistéte tamponem namoceném v alkoholu. Nechte
oschnout.

Aniz byste se dotkli mista vpichu masirujte ruku tfenim
smérem dol0 ke $picce prostfednicku nebo prstenicku.
Propichnéte kdzi sterilni lancetou. Prvni kapku krve setfete.
Jemné trete ruku od zapésti k dlani a k prstu tak, aby se nad
mistem vpichu utvofila ucelena kapka krve.

PIna krev z zily

PFi testovani séra nebo plazmy oddélte sérum nebo plazmu od
krve co nejdfive, aby se pfedeslo hemolyze. PouZivejte pouze
¢iré, nehemolyzované vzorky.

Testovani by mélo probéhnout ihned po odebrani vzorku.
Nenechavejte vzorek po delsi dobu pfi pokojové teploté.
Sérum a plazma by mély byt skladovany pfi teploté 2-8°C po
dobu nejdéle 3 dnd. Pfi dlouhodobém skladovani udrzujte
vzorky pfi teploté -20°C. Pokud bude test proveden do 2 dn(
od odbéru vzorku, méla by byt plna krev odebrana ze zily
skladovana pfi teploté 2-8°C. Vzorky plné krve nezmrazujte.
PInd krev z prstu by méla byt testovana okamzité. Pred
testovanim nechte vzorky dosdahnout pokojové teploty.
Zmrazené vzorky by mély byt pred testovanim fadné
rozmrazeny a promichany. Vzorky opakované nezmrazujte a
nerozmrazujte. V prFipadé prepravy by vzorky mély byt
zabaleny v souladu s predpisy pro prepravu etiologickych
agens.

9. Provedeni testu

Testy, vzorky, pufr a/nebo kontroly nechte pfed testovanim
dosahnout pokojové teploty (15-30°C).
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1. Vyjméte testovacikazetu ze zapeceténé fdlie a poloZte ji na
Cistou, rovnou plochu. Testovaci kazeta by méla byt pouzita
neprodlené po rozpeceténi féliového obalu. Poznamenejte
na testovaci kazetu identifikaci pacienta nebo kontroly.

2. a) Pro vzorky séra nebo plazmy:

Pro Dengue NS1 Ag:

Drzte dodavanou pipetu 25 pl svisle a
pFidejte 3 kapky (cca 75 pL) séra nebo
plazmy do otvoru pro vzorek (S) na
testovaci kazeté.

Pro 1gG/IgM proti Dengue: a

1. PFi poutZiti pipety:
Drzte doddvanou pipetu 5 pl svisle,
natdhnéte sérum nebo plazmu az do
prvniho rozsiteni pipety (cca 5ul) a
pridejte do otvoru pro vzorek (S) na
testovaci kazeté. Poté pridejte
1 kapku (cca 40 uL) pufru do otvoru
pro vzorek (S). Zamezte utvafeni
vzduchovych bublin v otvoru pro
vzorek. nebo

1. PFi pouziti mikropipety:
Pomoci mikropipety pridejte 5 pl séra
nebo plazmy do otvoru pro vzorek (S)
na testovaci kazeté. Pridejte 1 kapku
(cca 40pL) pufru do otvoru pro
vzorek (S).

b) Pro vzorek piné krve z prstu / z
Pro Dengue NS1 Ag:

1. PFi poutZiti pipety
Drzte pfiloZzenou pipetu (25 pl) svisle
a pridejte 3 kapky (cca 75pL) plné
krve do otvoru pro vzorek (S) na
testovaci kazeté. Poté pridejte
1 kapku (cca 40 pL) pufru do otvoru
pro vzorek (S).

- e —

nebo

1. P¥i poutziti kapilarni trubicky:
Naplrite kapilarni trubi¢ku a preneste
cca 75 pL vzorku pIné krve z prstu do
otvoru pro vzorek (S). Poté ptidejte 1
kapku (cca 40 pL) pufru do otvoru pro
vzorek (S).

111. P¥i poutiti visici kapky: nebo
Nechte 3 visici kapky (cca 75 pL) plné
krve z prstu skapnout do otvoru pro
vzorek (S) na testovaci kazeté. Poté
pfidejte 1 kapku (cca 40 pL) pufru do é
otvoru pro vzorek (S).

Pro IgG/IgM proti Dengue:

I. PFi poutiti pipety:
Drite ptilozenou pipetu (5 pl) svisle,
natdhnéte vzorek plné krve aZ do
1 cm nad prvnim rozsifenim pipety

-
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(cca 10 pl) a pridejte do otvoru pro
vzorek (S) na testovaci kazeté. Poté
pridejte 1 kapku (cca 40 pL) pufru do
otvoru pro vzorek (S). nebo

Il. PFi poutziti mikropipety:

Za poutziti mikropipety naneste 10 pl
vzorku piné krve do otvoru pro
vzorek (S) na testovaci kazeté. Poté
pfidejte 1 kapku (cca 40 pL) pufru do
otvoru pro vzorek (S).

3. Spustte stopky.

4. Po 10 minutdch odectéte vysledky. Po
20 minutach jiz vysledek nevy-
hodnocuijte.

10. Vyhodnoceni vysledki

Pozitivni pro dengue NS1 Ag:

V kazdé oblasti kontrolni linie 'C' se
utvofi jedna barevna linie a jedna
barevna linie se dale objevi v oblasti
testovaci linie 'NS1'. Vysledek muze
poukazovat na momentalni infekci.

Pozitivni pro 1gG proti dengue:

V kazdé oblasti kontrolni linie 'C' se
utvofi jedna barevna linie a jedna
barevna linie se déle objevi v oblasti
testovaci linie 'IgG'. Vysledek muze
poukazovat a sekundarni virovou infekci
dengue.

Pozitivni pro IgM proti dengue:
Jedna barevnd linie se utvofi v kaidé
oblasti kontrolni linie 'C' a jedna barevna
linie se dale utvofi v oblasti testovaci
linie 'IlgM'. Vysledek muUzZe poukazovat na
primarni virovou infekci dengue.

Pozitivni pro 1gG/IgM proti dengue:

Jedna barevnd linie se utvofi v kaidé

oblasti kontrolni linie 'C' a v oblastech
testovaci linie 'IgG” a ’IgM’ se objevi vidy g
jedna barevna linie. Vysledek muze
poukazovat a sekundarni virovou infekci
dengue. Barevné intenzity linii nemusi
korespondovat. Poznamka: Muze dojit

ke kombinaci pozitivnich vysledk( pro

rdzné parametry.

Negativni:

Jedna barevna linie se objevi v
kazdé oblasti kontrolni linie 'C’. V
oblastech testovaci linie ’NS1’,
’‘IgG’ a ’IgM' se nezobrazi zadné
barevné linie.

Neplatny:

Nezobrazi se alesponn jedna z
kontrolnich linii 'C'. Vysledky
jakéhokoliv testu, na kterém se v
urCeném case pro odecitani
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neutvofily kontrolni linie, musi byt
znehodnoceny.

Nedostatecné mnoistvi vzorku,
nespravny postup pfi testovani
nebo prosly test jsou nejpravdé-
podobnéjsi divody k nezobrazeni
kontrolni linie. Revidujte prosim
postup a zopakujte test s novou
testovaci kazetou. Pokud problém
pretrvava, prestante ihned
pouZivat  testovaci sadu a
kontaktujte Vaseho distributora.
Poznamka: Barevnd intenzita v oblasti testovaci linie ‘NS1’
a/nebo ’IgG’ a/nebo ’‘IgM’ se muze liSit v zavislosti na
koncentraci antigent dengue NS1 a/nebo IgG a/nebo IgM
pritomnych ve vzorku. Kazdy barevny odstin v oblasti testovaci
linie by proto mél byt povazovan za pozitivni vysledek.

Soudasti testovaci kazety je interni proceduralni kontrola:
Barevna linie, kterd se objevi v oblasti kontrolni linie (C) je
povazovana za interni, proceduralni kontrolu. Potvrzuje, ze
bylo pfiddno dostate¢né mnozstvi vzorku, Ze doslo k fadnému
promoceni membrany a Ze byl dodrzen spravny postup pfi
testovani.

Spravnd laboratorni praxe (SPL) doporuduje pouZivani
kontrolnich materialt k ovéreni spravné vykonnosti testovaci
sady.

e Test NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM detekuje pouze
pfitomnost NS1 antigend dengue a protilatek proti dengue
ve vzorku a nemél by slouzZit jako jediné kritérium ke
stanoveni diagndzy dengue.

e PFi testovani pfitomnosti antigenu dengue a protilatky proti

dengue v pIné krvi, séru nebo plazmé se fidte presné

pokyny v oddilech 'Provedeni testu' a 'Vyhodnoceni
vysledkd'. Nedodrzeni téchto postupl mulze zapficinit
nespravné vysledky.

Negativni vysledek testu pro NS1 antigeny dengue

nevylucuje moznost vystaveni nebo infekce viru dengue.

Negativni vysledek testu pro NS1 antigeny dengue se mUze

zobrazit v i pripadé, Ze mnoiZstvi antigenl dengue

pritomném ve vzorku se nachazi pod hranici detekce testu
nebo pokud antigeny nebyly pfitomny ve fazi nemoce, ve
které byl vzorek odebran.

Vzorky, které obsahujici nezvykle vysoky titr heterofilnich

protildtek nebo revmatoidnich faktord, mohou ovlivnit

ocekavané vysledky.

e Pokud symptomy pretrvavaji i presto, Ze vysledek testu

NADAL® Dengue Ag + IgG/IgM byl negativni nebo

nereaktivni, je doporuc¢eno odebrat od pacienta jiny vzorek

o par dni pozdéji, anebo pouZit alternativni testovaci

metodu jako napf. PCR nebo ELISA.

Vysledky ziskané testem NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM

by mély byt vyhodnoceny pouze ve spojeni s dalSimi

diagnostickymi postupy a klinickymi nélezy.

e Po ¢asném nastupu horecky se koncentrace IgM proti
dengue mohou nachdzet pod hranici detekce. V pripadé
primarni infekce prokazala enzymovd imunosorpcni analyza
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zaloZena na zachyceni protildtek IgM (MAC-ELISA), ze 80%
pacientll testovanych na dengue paty den po infekci
vykazali detekovatelné hodnoty IgM a 99% pacientt byli 10.
dne pozitivni na IgM. Doporuéuje se proto, aby pacienti byli
testovani v tomto ¢asovém obdobi. V pfipadé sekundarni
infekce jsou nizky moléarni podil IgM proti dengue a vysoky
molarni podil 1gG proti dengue, které jsou prevainé
reaktivni na flaviviry, charakteristickymi pro protilétky.S
Testovaci linie 'IgM' maze byt slabd a muze dojit ke k¥izové
reakci v oblasti testovaci linie 'IgG'.

Serologicka kFizova reaktivita ve skupiné flavovir(i (Dengue
1, 2, 3 & 4, St. Louis encephalitis, virus zdpadonilské
horecky, Japonskd encefalitida a viry Zluté zimnice) je
b&zna.>”® Pozitivni vysledky by proto mély byt potvrzeny za
pouZiti jinych metod.

V pripadé pokradujici pfitomnosti nebo nepfitomnosti
protildtek nemuze byt stanoven Uspéch ¢&i netspéch 1é€by.
Vysledky imunosupresivnich pacientd by mély byt
vyhodnoceny s opatrnosti.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM byl porovnan s
vedoucim komerc¢né dostupnym EIA Dengue Ag. Korelace mezi
témito dvéma systémy Cini 96%.

Primarni infekce dengue je chrakterizovana pfitomnosti
detekovatelnych IgM 3-5 dni po nastupu infekce. Sekundarni
infekce dengue je charakterizovana zvysenou koncentraci IgG
specifickych pro dengue. Ve vétsiné pfipadd je toto
doprovazeno zvysenymi hodnotami IgM.

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM byl porovnan s
vedoucim komeréné dostupnym testem ELISA Dengue a
prokazal senzitivitu 83.3% pro IgM pfi primdrni infekci a
>99.9% pro IgG pfi sekundarni infekci.

14. Vykonnostni charakteristiky

Senzitivita a specificita

Sérokonverzni panel zahrnujici klinické vzorky obdrzené od
skupiny symptomatickych a asymptomatickych jedinct byl
testovan na antigeny dengue NS1 a IgG-IgM proti dengue za
pouZziti testu NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM. Vysledky pro
Dengue NS1 Ag byly potvrzeny vedoucim, komeréné
dostupnym EIA Dengue Ag, pficemZ vysledky pro IgG/IgM
proti Dengue byly potvrzeny vedoucim, komeréné dostupnym
ELISA Dengue.

Vysledky pro I1gG/IgM proti dengue prokazaly, Ze celkova
relativni senzitivita testu NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM v
pfipadé primarni a sekundarni infekce Cini 95.7%, relativni
specificita ¢ini >99.9% a relativni presnost ¢ini 99.3%.

Vysledky testu IgG/1gM v pFipadé primarni infekce dengue

Dengue ELISA

= N
Kl -

Test NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/igM

0 0

Relativni senzitivita (IgM): 83,3%

(1gG/1gM)
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Vysledky testu IgG/IgM v pfipadé sekundarni infekce dengue

Dengue ELISA

Negativni

Test NADAL®

Dengue NS1 m 37 0 0
Ag +1gG/lgM 15 52 0
(1gM)

Relativni senzitivita (IgM): 71,2%
Relativni senzitivita (1gG): >99,9%
Vysledky testu 1gG/IgM v pfipadé nepfitomnosti infekce

dengue
Dengue ELISA
| postl | e

Test NADAL®

Dengue NS1 m 0 0 0
Ag + IgG/IgM E 0 0 0
(1gG/1gM)

Relativni senzitivita: (negativni): >99,9%

Relativni senzitivita:(15+52)/(18+52) = 95.7% (95%CI*:

88%~99.1%)
Relativni specificita: 338/338 >99.9% (95%Cl*: 99.1%~100%)

Presnost: (15+52+338)/(18+52+338) = 99.3% = (95%CI*:
97.9%~99.8%)

*Intervaly spolehlivosti

Vysledky testu Dengue NS1 Ag prokdzaly, Ze relativni
senzitivita testu NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM &ini 95.8%
a relativni specificita ¢ini 96.1%.

Vysledky testu Dengue NS1 Ag:

Dengue Ag ELISA
==

Test NADAL® 137 8 145
Dengue NS1
Ag +1gG/IgM [3 200 206
NS1 anti
{ antigeny) Celkem 143 208 351
Relativni senzitivita: 137/143*100% = 95.8% (95%CI*:
91.1%~98.4%)
Relativni  specificita: 200/208%¥100% = 96.1% (95%CI*:

92.6%~98.4%)

Pfesnost: (137+208)/(137+6+8+200)*100% = 96% (95%CI*:
93.4%~97.8%)

*Intervaly spolehlivosti

Pfesnost

Intra-assay

Pfesnost v ramci jedné Sarze byla stanovena za pouziti 15
replikaci ¢tyf vzorkd: negativnich, slabé pozitivnich, stfedné
pozitivnich a silné pozitivnich. Vzorky byly spravné
identifikovany v >99% ptipadu.
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Inter-assay

Pfesnost mezi rdznymi Sarzemi byla stanovena pomoci 15
nezavislych test(l za pouziti stejnych Ctyf vzorkd: negativni,
slabé pozitivni, stfedné pozitivni a silné pozitivni. T¥i rlzné
Sarze testu NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM byly testovany
za poutZiti téchto vzorkd. Vzorky byly spravné identifikovany v
>99% pripadu.

KFiZova reaktivita

Test NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM byl testovan se vzorky
pozitivnimi na HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb,
HBcADb, Syfilis, HIV, HCV, H. pylori, MONO, CMV, zardénky a
TOXO. Vysledky nevykazaly Zadnou kfizovou reaktivitu.
Interferujici latky

Nasledujici potenciondlné interferujici latky byly pfidany do
vzork( negativnich a pozitivnich na dengue.

Acetaminofen: 20 mg/d| Kofein: 20 mg/dL

Kyselina acetylsalicylova: Kyselina gentisova: 20 mg/dL
20 mg/dL

Kyselina askorbova: 2 g/dL Albumin: 2 g/dL

Kreatin: 200 mg/dL Hemoglobin 1000

Bilirubin: 1 g/dL Kyselina $tavelova: 60 mg/dL

Zadna z téchto latek neinterferovala pfi uvedenych
koncentracich s testem.
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suomI NADAL® Dengue NS1 Ag+IgG/IgM Test (Ref. 532016N-25) nal

NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM testi on nopea
kromatografinen immunomaaritys Dengue NS1 antigeenin ja
dengue viruksen vasta-aineen IgG ja IgM samanaikaiseen
laadulliseen havaitsemiseen ihmisen kokoverestd, seerumista
tai plasmasta. Testi on tarkoitettu apuvalineeksi
dengueinfektion diagnosoinnissa, ja vain ammattikayttoon.

2. Johdanto ja kliiniset
Denguevirus kuuluu flaviviruksiin. Sitd levittavat tiikerihyttyset
Aedes aegypti ja Aedes albopictus. Se on levinnyt laajalti

trooppisilla- ja subtrooppisilla alueilla®, aiheuttaen noin 100
i . .2

miljoonaa tartuntatapausta vuosittain.” Denguekuumeen

ominaisia tunnusmerkkeja ovat d&killinen kuumeen nousu,

voimakas paansarky, lihaskipu, seka ihottuma.

Dengueinfektio aiheuttaa immunoglobuliini M:n (IgM) tason
nousun havaittavalle tasolle 3-5 pédivan kuluttua kuumeen

alkamisesta. 1gM taso pysyy yleensd kohonneena 30-90
péivéé.3 Valtaosa endeemisilla alueilla eldvista
denguepotilaista saa myos toissijaisen infektion® Tam3

aiheuttaa spesifisen 1gG:n nousun ennen, tai samaan aikaan
IgM:n tason nousun kanssa.’ Spesifisten dengue IgM ja 18G
vas-aineiden havaitsemisen avulla pystytddan erottamaan
toisistaan ensi-ja toissijainen dengueinfektio.

NS1 on yksi seitsemdsta Dengueviruksen ei-rakenteellisista
proteiineista, joiden uskotaan olevan osa viruksen
replikaatiota. NS1 esiintyy monomeerind epakypsassa
muodossaan, mutta kasitellddn nopeasti endoplasmisessa
verkkokalvossa, muodostaen vakaan dimeerin. Pieni maara
NS1:td pysyy kiinnittyneena solunsisdisiin organelleihin, missa
sen uskotaan osallistuvan viruksen replikaatioon. Jaljella oleva
NS1 kiinnittyy joko plasmakalvoon tai erittyy liukoisena
heksadimeerina. NS1 on keskeinen viruksen
elinkelpoisuudelle, mutta sen tarkkaa biologista funktiota ei
tunneta. NS1:tda vastaan tuotetut vasta-aineet voivat
ristikkdisreakoida  solujen  pinta  antigeenien  kanssa
epiteelisoluissa, seka verihiutaleissa. Talla on vaikutuksia
denguen verenvuotokuumeen kehitykseen.

NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM pikatesti joka hyédyntaa
dengue vasta-aineilla paallystettyja partikkeleita, jotka
sitoutuvat varillisiin partikkeleihin dengue NS1 antigeenien ja
dengue antigeenien havaitsemiseen ihmisen kokoveri,
seerumi, tai plasmanaytteista.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testi on laadullinen
immunomadaritys anti-dengue, sekd dengue NS1 vasta-
aineiden havaitsemiseen ihmisen kokoveri, seerumi, tai
plasmanaytteista.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testi sisdltd kaksi
testiliuskaa (vasemmalla: Dengue NS1 Ag testi; oikealla:
Dengue I1gG/IgM testi).

Oikeanpuoleinen Dengue 1gG/IgM sisaltdd kaksi osaa. 1gG
osassa Testin aikana, ndyte reagoi testikasetilla olevien
dengue antigeeneilla paallystettyjen partikkeleiden kanssa.
Tamadn jalkeen seos imeytyy kromatografisesti kalvoa pitkin
kapillaarireaktion tukemana. Seos reagoi ihmiselle spesifisten
IgG vasta-aineiden kanssa testiviiva-alueella ‘IgG’. Mikali seos
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sisaltdaa anti-dengue IgG,
vérillinen viiva.

ilmestyy testiviiva-alueelle ‘IgG’

IgM osassa, ihmiselle spesifiset I1gM vasta-aineet ovat
esipaallystettyind testiviiva-alueella ‘IgM’. Mikali naytteessa
havaitaan 1gM, reagoivat ne dengue antigeeneilla
paallystettyjen partikkeleiden kanssa testikasetilla. Yhdiste
kiinnittyy sitten ihmiselle spesifisiin 1gM vasta-aineisiin,
muodostaen vdrillisen viivan testiviiva-alueelle ‘IgM’.

Mikéli ndyte ei sisdlla dengue vasta-aineita, ei varillista viivaa
kehity kummallekaan testiviiva-alueelle. Tama osoittaa
negatiivisen tuloksen.

Dengue NS1 Ag testi vasenpuoli:

Testin aikana, ndyte reagoi dengue vasta-aine konjugaattien
kanssa testikasetin kalvolla. Kulta-vasta-aine konjugaatit
sitoutuvat ndytteen dengue antigeeneihin. Nama ovat
sitoutuneina anti-dengue NS1 vasta-aineiseiin testikasetin
kalvolla. dengue-kuume vasta-aineet -antigeeni testi. Viivojen
varin voimakkuus voi vaihdella ndytteessa olevien antigeenien
tason mukaan. Vaalenpunaisen viivan kehittyminen testiviiva-
alueelle ‘NS1’ tulkitaan positiiviseksi tulokseksi.

Mikéli ndyte ei sisalld dengue antigeeneja, ei testiviiva-alueelle
kehity varillista viivaa. Tama osoittaa negatiivisen tuloksen.
Kontrollialueille (C) ilmaantuva varillinen viiva toimii testin
sisadnrakennettuna  kontrollina, ja varmistaa riittdvan
ndytemaaran, seka kalvon oikeanlaisen toiminnan.

25 NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testikasettia

e 25 kertakdyttoista pipettia (5 pl)

e 25 kertakayttoista pipettia (25 pl)
(mukana toimitetut 5 pl ja 25 pl pipetit annostelevat noin
5l ja 25 pl yhdessa pisarassa, vaikka enemnman verta on
keratty pipettiin)

e 1 pullo puskuriliuosta (3 ml)

e 1 pakkausseloste

5. Vaaditut lisimateriaalit

e Naytteenkerdysastioita
e Sentrifugi (seerumi/plasmandaytteille)
Ajastin
Lansetti (vain sormenp&an kokoverinaytteille)
Kapillaariputki (75 pl, tarvittaessa)
o Mikropipetti (tarvittaessa)

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testipakkaus tulee sailyttaa
2-30°C lampdtilassa, ja kayttda ennen pakkauksessa
ilmoitettua viimeista voimassaolopdivaa. Testikasetit ovat
kayttokelpoisia ilmoitettuun viimeiseen

voimassaolopdivaan asti. Testikasetit tulee sdilyttaa suljetuissa
pakkauksissaan kayttédn asti. Ala jaadytd testikasetteja. Ald
kayta viimeisen voimassaolopaivan jalkeen.

7. Varoitukset ja varotoimet

e Vain ammattimaiseen in -vitro diagnostiikan kayttoon.

o Lue kdyttoohjeet huolellisesti ennen testin suorittamista.

o Ald kiytd testia pakkauksessa ilmoitetun viimeisen
kayttopaivan jalkeen.

o Ala kayta testeja, mikali foliopakkaus on vahingoittunut.
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Ala uudelleenkayts testeja.
Al4 lisaa naytetts reaktioalueelle (tulosalue).

e Vilttadksesti saastumisen, &la koske reaktioalueeseen
(tulosalue).
e Valtd ndytteiden ristiinsaastumista kayttamalla uutta

naytteenkeraajaa jokaiselle naytteelle.

Ala syd,juo tai tupakoi alueella, jossa naytteita kasitellaan.
Kayta suojavarusteita, kuten laboratoriotakkeja, hanskoja ja
suojalaseja kasitellessasi naytteita.

Kasittele kaikkia naytteitd mahdollisina tartuntaldhteina.
Noudata mikrobiologisia vaaroja koskevia varotoimia
testaamisen aikana ja noudata asianmukaisia maarayksia
koskien naytteiden havittamista.

Testipakkaus sisaltaa eldinperaisid tuotteita. Sertifioitu tieto
alkuperdstd ja/tai eldinten terveydentilasta ei tdysin takaa
tarttuvien  taudinaiheuttajien  puuttumista. Tuotteita
suositellaan taten kasiteltdvdan mahdollisesti tartuttavina
(414 niele tai hengita).

e Kosteus ja lampotilan vaihtelut voivat vaikuttaa
testitulokseen.
e Kaytetyt testausmateriaalit tulee havittaa paikallisten

saannosten mukaisesti

8. Naytteenotto ja valmistelu
NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM testi voidaan suorittaa
kayttaen kokoverta, seerumia, tai plasmaa.

Kokoverindytteen kerddminen sormenpaasta:

e Pese potilaan kasi saippualla ja lampimalld vedelld, tai
puhdista kdyttamalld alkoholipyyhettd. Anna kaden kuivua.
Hiero katta kohti keskisormen sormenpdata tai nimetonta
vélttden koskemasta lavistyskohtaan.
Lavistd iho kayttamalla steriilia
ensimmainen tippa verta.

Hiero katta hellasti ranteesta kohti kimmenta ja sormea
muodostaaksesi pyoredn pisaran verta lavistyskohtaan.

lansettia.

Pyyhi pois

Injektiokanyyli kokoverindytteen kerdaminen

Seerumi- tai plasmanaytteille, erota seerumi tai plasma
verestd mahdollisimman nopeasti hemolyysin valttamiseksi.
Kayta vain kirkkaita, ei hemolysoituneita naytteita.

Testi tulee suorittaa heti naytteen keraimisen jalkeen. Ala jata
ndytteita huoneenlampoon pitkdksi ajaksi. Seerumindytteet
voidaan sdilyttaa 2-8°C lampdtilassa enintdan 3 paivan ajan.
Pidempiaikaisessa sdilytyksessa naytteet tulee sailyttaa alle
-20°C asteessa. Injektiokanyylilla keratyt kokoverindytteet
tulee sailyttda 2-8°C lampotilassa mikali testi suoritetaan 2
paivan  sisalla  ndytteen kerdamisestd. Ald  pakasta
kokoverindytteitd. Sormenpaasta kerdtyt kokoverindytteet
tulee testata valittomasti. Tuo ndytteet huoneenlampoon
ennen testausta. Jdddytetyt ndytteen tulee sulattaa taysin, ja
sekoittaa ennen testin suorittamista. Ald pakasta ja sulata
ndytteita toistuvasti Mikali naytteita aiotaan kuljettaa, tulee
ne pakata noudattaen paikallisia etiologisten aineiden
kuljettamista koskevia sdannoksia.

9. Testin suorittaminen

Tuo testit, reagenssit, naytteet, ja/tai kontrollit

huoneenlampo6n (15-30°C) ennen testin suorittamista.

1. Poista testikasetti pakkauksestaan ja aseta se puhtaalle,
tasaiselle alustalle. Testikasetti tulee kayttaa valittomasti
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pakkauksen avaamisen jdlkeen.
potilaan tiedot.

Dengue NS1 Ag:

Pitden 25 pl tiputinta pystysuorassa,
lisaa 3 pisaraa (noin 75 pL) seerumi-
tai plasmandytettd testikasetin
ndytekaivoon (S).

Anti-Dengue IgG/IgM:

I. Kdyttden pipettia:

Pitden 5pl pipettia pystysuorassa,
kerda seerumi-tai plasmandytetta
Lisaa taman jalkeen 1 pisara (noin
40 uL) puskurilivosta naytekaivoon
(S). Vilta ilmakuplien
muodostumista ndytekaivoon.

1l. Kdyttden mikropipettia:
Kayttden mikropipettid, lisdd 5p
seerumi-tai plasmanaytettd
testikasetin naytekaivoon (S). Taman
jalkeen, lisdad 1 pisara (noin 40 uL)
puskuriliuosta naytekaivoon (S).

b) Injektiokanyyli
kokoverindytteille:
Dengue NS1 Ag:

I. Kdyttden pipettia:
Pitden mukana toimitettua 25 pl
tiputinta pystysuorassa, lisaa
3 pisaraa (noin 75 L) kokoverta
testikasetin ndytekaivoon (S). Tamén
jalkeen, pitdaen pulloa pystysuorassa,
lisad 1 pisara (noin 40 pL)
puskuriliuosta ndytekaivoon (S).

1. Kapillaariputkea kayttden:

Taytd kapillaariputki ja lisdd noin
75 uL sormenpaasta kerattya
kokoverta testikaivoon (S). Lisda

tdman jalkeen 1 pisara (noin 40 pL)
puskuriliuosta ndytekaivoon (S).

111, Tiputtamalla pisaroita:
Tiputa 3 pisaraa kokoverta
sormenpaasta (noin 75 uL)
testikasetin naytekaivoon (S). Lisaa
tdman jalkeen 1 pisara (noin 40 pL)
puskuriliuosta ndytekaivoon (S).

Anti-Dengue IgG/IgM:

I. Pipettia kdyttden:
Pitden 5l pipettia pystysuorassa,
keraa kokoverindytetta lcm
ensimmaisen levennyksen (noin 10 pl

kohdalle) ja lisada se testikasetin
ndytekaivoon (S). Taman jalkeen,
pitden pulloa pystysuorassa, lisda

1 pisara (noin 40 pL) puskuriliuosta
ndytekaivoon (S).
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Il. Mikropipettid kdyttden:
Kayttden mikropipettia, lisda 10 pl
kokoverta testikasetin naytekaivoon
(S). Taman jalkeen, pitden pulloa
pystysuorassa, lisdéa 1 pisara (noin
40 uL) puskuriliuosta naytekaivoon
(S).

3. Kaynnista ajastin.

4. Lue tulokset 10 minuutin kuluttua.
Ala tulkitse tuloksia endd 20 minuutin
jalkeen.

10. Tuloksien tulkinta

Positiivinen Dengue NS1 Ag:
Kontrolliviiva-alueelle ‘C’ muodostuu
yksi vérillinen viiva, lisdksi varillinen
viiva kehittyy testiviiva-alueelle "NS1’.
Tulos ilmaisee mahdollisen kdynnissa
olevan infektion.

-

Positiivinen anti-Dengue IgG:
Varillinen viiva kehittyy
kontrollialueelle (C) ja toinen viiva
kehittyy testiviiva-alueelle ’IgG’. Tulos
ilmaisee mahdollisen  toissijaisen
denguevirus infektion.

Positiivinen anti-Dengue IgM:
Varillinen viiva kehittyy
kontrollialueelle (C) ja toinen viiva
testiviiva-alueelle ‘IgM’. Tulos ilmaisee
mahdollisen ensisijaisen denguevirus
infektion.

Positiivinen anti-Dengue IgG/IgM:
Varillinen viiva kehittyy
kontrollialueelle ‘C’. Seka testiviiva-
alueille ’1gG" ja ’‘IgM’ kehitty myos
vdrilliset  viivat.  Tulos ilmaisee
mahdollisen toissijaisen denguevirus
infektion. Viivojen varinvoimakkuuden
ei tarvitse olla yndenmukainen.

Huom: Yhdistelmat positiivisia tuloksia ovat mahdollisia eri
parametreille.

Negatiivinen:

Vain yksi varillinen viiva kehittyy
kontrollialueelle ‘C’. Testiviiva-
alueille 'NSY’, ’IgG’, ja 'IgM’ ei
kehity varillista viivaa.

Mitatén:
Vahintaan yksi kontrolliviiva ‘C’
ei kehity. Testikasetit joihin ei
kehity kaikkia kontrolliviivoja
tulee havittaa.

Riittdmaton ndytteen maara ja
vaard testin tekotapa ovat
yleisimpia syita kontrolliviivan
puuttumiseen. Lue
kayttoohjeet huolellisesti
uudelleen ja tee testi uudella
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testikasetilla. Jos ongelma
jatkuu, lopeta testien kaytto
vélittomasti  ja ota yhteys
jakelijaasi.

Huom: Testiviiva-alueen NS1’ ja/tai ’IgG’ ja/tai ’IgM’ vérin
voimakkuus saattaa vaihdella riippuen naytteessa olevien
Dengue NS1 antigeenien ja/tai 1gG ja/tai IgM pitoisuudesta
ndytteessa. Vaikka testiviivan voimakkuus olisi heikko, luetaan
testin tulos silti positiiviseksi.

11. Laaduntarkkailu
Testikasetti sisdltaa sisadnrakennetun laatukontrollin.

Virillisen viivan ilmestyminen kontrollialueelle (C) vahvistaa
testin oikeanlaisen toiminnan. Silld varmistetaan naytteen
riittdvyys, oikea tekniikka ja naytteen riittdavd imeytyminen
testikalvolle.

Hyvd laboratorio kédytdnté (GLP) suosittelee kayttdmaan
ulkoisia kontrollimateriaaleja oikeanlaisen testin suorituksen
varmistamiseen.

e NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testi havaitsee
ainoastaan dengue NS1 antigeenien ja anti-dengue vasta-
aineiden esiintyvyyden ndytteessd. Testin tulosta ei
yksinddn tule kayttaa lopullisen denguekuume diagnoosin
tekemiseen.

Kohtia ‘Testin suorittaminen’ ja ‘Tulosten tulkinta’ tulee
noudattaa tarkasti testin aikana. Ohjeiden noudattamatta
jattaminen voi johtaa vaariin tuloksiin.

Negatiivinen tulos dengue NS1 antigeeneille ei poissulje
mahdollisuutta altistua Dengueviruksille.

Negatiivinen tulos dengue NS1 antigeeneille on
mahdollinen mikdli dengue antigeenien maara naytteessa
on alle testin havaitsemisrajan, tai jos havaitut dengue
antigeenit eivat olleet lasnd ndytteenoton hetkella.
Tavanomaista korkeamman tiitterin heterofilisia vasta-
aineita tai reumatekijoitd sisaltdvat ndytteet voivat
vaikuttaa testin tuloksiin.

Mikéli oireet jatkuvat negatiivisesta tuloksesta huolimatta,
suositellaan ottamaan uusi ndyte muutaman paivan
kuluttua ja suorittaa testi vaihtoehtoista metodia, kuten
PCR tai ELISA, kayttaen.

e NADAL® Dengue NS1 Ag-1 1gG/IgM testin tulokset tulisi
lukea vain yhdessd muiden diagnostisten- ja kliinisten
|6ydosten kanssa.

Kuumeen alkuvaiheessa, anti-dengue IgM pitoisuus saattaa
olla testin havaitsemistason alapuolella. Ensisijaiseen
havaitsemiseen, IgM vasta-aine linkittynyt entsyymi
immunosorbenttimaaritys  (MAC-ELISA)  osoitti  80%
testatuista dengue potilaista olevan havaittavia tasoja I1gM
viidenteen pdivddn mennessd, ja 99% potilaista osoitti
positiivisen IgM tuloksen kymmenentena paivana. Taten,
potilaita suositellaan testattavaksi taman ajan sisalla.
Toissijaiseninfektion kohdalla, matala molaarinen fraktio
anti-dengue IgM ja korkea molaarinen fraktio anti-dengue
1gG ovat laajalti reaktiivisia flaviviruksille®. Testiviivan ‘IgMm’
voimakkuus saattaa olla heikko, ja ristikkdisreaktio
testiviivan ‘IgG’ alueella on mahdollinen.
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Serologinen ristikkaisreaktiivisuus  flavivirus  ryhmassa
((Dengue 1, 2, 3 & 4, St. Louis encephalitis, West Nile virus,
Japanese encephalitis and yellow fever virukset) ovat
yleisi‘a'.s’7’8 Positiiviset tulokset tulee varmistaa kayttdaen
muita metodeja.

Vasta-aineiden jatkuvaa lasna-tai poissaoloa ei pystytd
kayttdmaan hoidon tehokkuuden arviointiin.
Immunosuppressiopotilaiden  tuloksia
huolellisesti.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testid verrattiin johtavaan
kaupallisesti saatavaan Dengue Ag EIA testiin. Testien vadlinen
korrelaatio oli 96%.

tulee  tulkita

Ensisijaiselle dengueinfektiolle on ominaista havaittavien IgM
pitoisuuksien nousu 3-5 paivaa infektion alkamisen jalkeen.
Toissijaiselle  dengueinfektiolle on ominaista denguelle
spesifisen 1gG:n pitoisuuden nousu. Valtaosassa tapauksista,
my0s IgM:n pitoisuus kohoaa.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testid on verrattu
johtavaan kaupallisesti saatavaan Dengue ELISA testiin.
Tulokset osoittivat herkkyyden olevan 83.3% IgM:lle
ensisijaisteninfektioiden ja >99.9% 1gG:lle
toissijaisteninfektioiden tapauksissa.

14. Ominaisuudet

Herkkyys ja tarkkuus

Oireellisista ja oireettomista potilaista otetuista naytteista
muodostettu serokonversio paneeli testattiin d Dengue NS1
Ag tulokset varmistettiin kayttamalld johtavaa kaupallisesti
saatavaa Dengue Ag EIA testii. Tulokset anti-Dengue IgG/IgM
varmistettiin  kdyttamalld johtavaa kaupallisesti saatavaa
Dengue ELISA testia.

Tulokset anti-Dengue 1gG/IgM osoittivat yleisen herkkyyden
ensi-ja toissijaiselle infektiolle olevan NADAL® Dengue NS1
Ag + I1gG/IgM testille olevan 95.7%, relatiivisen spesifisyyden
ollessa >99.9% ja relatiivisen tarkkuuden ollessa 99.3%.

Ensisijaisen Dengueinfektion tulokset IgG/lgM

Dengue ELISA

¥

egatiivi
I R

NS1Ag + Positiivi m 15 0
1gG/IgM nen 3
testi

(1gG/1gM) Negatiivinen 0

NADAL®
Dengue

Relatiivinen herkkyys (IgM): 83.3%
Toissijaisen Dengueinfektion tulokset 1gG/IgM
Dengue ELISA

NADAL®
Dengue
NS1 Ag +

1gG/1gM nen
testi

les/im) g
Relatiivinen herkkyys (IgM): 71.2%
Relatiivinen herkkyys (1gG): >99.9%

T
37
15
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Ei-dengueinfektion IgG/IgM testin tulokset

Dengue ELISA

NADAL®

e
egative

NS1Ag + Positiivinen
1gG/IgM m 0 0 0
testi

R G © | |

Relatiivinen herkkyys (negatiivinen): >99,9%

Relatiivinen herkkyys: (15+52)/(18+52) = 95.7% (95%ClI*:
88%~99.1%)

Relatiivinen tarkkuus: 338/338 >99.9% (95%CI*: 99.1%~100%)
Tarkkuus: (15+52+338)/(18+52+338) = 99.3% = (95%CI*:
97.9%~99.8%)

* Luottamusvali

Tulokset Dengue NS1 Ag osoittavat relatiivisen herkkyyden
NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testille olevan 95.8%, seka
relatiivisen spesifisyyden olevan 96.1%.

Dengue Ag ELISA

T e |

Dengue NS1 Ag testin tulokset
NADAL® 145

Dengue NS1

Ag +1G/IgM 6 200 206

Relatiivinen herkkyys: 137/143*100% = 95.8% (95%CI*:
91.1%~98.4%)

Relatiivinen tarkkuus: 200/208*100% = 96.1% (95%CI*:
92.6%~98.4%)

Tarkkuus: (137+208)/(137+6+8+200)*100% = 96% (95%CI*:
93.4%~97.8%)

*Luottamusvalit

testi (NS1
antigeenit)

Tarkkuus

Erdn-sisdinen

Erdn-sisdinen tarkkuus madritettiin kdyttden 15 kopiota
neljastd ndytteestd: negatiivinen, matala-positiivinen, keski-
positiivinen, seka korkea-positiivinen. Naytteet tunnistettiin
onnistuneesti >99% tapauksissa.

Erien vélinen

Erien viélinen tarkkuus madritettiin kdyttden 15 itsenaista
madritysta samoilla neljalla naytteella: negatiivinen, matala-
positiivinen, keski-positiivinen, ja korkea-positiivinen. Kolme
erillistd erdd NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM testiad
testattiin  kdyttden nditd ndytteitd. Naytteet tunnistettiin
onnistuneesti >99% tapauksissa.

Ristikkaisreaktiivisuus

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM testid on testattu HAMA,
RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcAb, Syphilis, HIV, HCV,
H. pylori, MONO, CMV, Rubella ja TOXO positiivisella
ndytteelld. Tulokset eivat osoittaneet ristikkaisreaktiivisuutta.
Testin toimintaa hairitsevdt aineet

Seuraavat mahdollisesti hairitsevat aineet lisdttiin dengue
negatiivisiin ja positiivisiin ndytteisiin.
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Parasetamoli: 20 mg/dL Kofeiini: 20 mg/dL
Asetyylisalisyylihappo: Gentisiinihappoliuos: 20 mg/dL
20 mg/dL
Askorbiinihappo: 2 g/dL Albumiini: 2 g/dL
Kreatiini: 200 mg/dL Hemoglobin 1000 mg/dL
Bilirubiini: 1 g/dL Oksaalihappo: 60 mg/dL

Yllamainittujen aineiden ei havaittu vaikuttavan testin
tuloksiin ilmoitetuilla pitoisuuksilla.
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SVENSKT

NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test &r en
snabbkromatografisk immunanalys for bade kvalitativ
detektion och differentiering av dengue NS1-antigenet och
anti-denguevirus-IgG och 1gM i humant helblod, serum eller
plasma. Testet ar avsett att anvandas som hjalp vid diagnosen
av dengue-infektioner och endast gjord for professionellt
bruk.

2. Introduktion och klinisk betydelse

Dengue virus ar ett flavivirus, verfort av tigermyggorna Aedes
aegypti och Aedes albopictus. Den sprider sig i stor
utstréckning 6ver de tropiska och subtropiska omradena i
virlden® och orsakar upp till 100 miljoner infektioner érligen.z
Klassisk Dengue-infektion kdnnetecknas av en plotslig feber,
intensiv huvudvark, myalgi, artralgi och utslag.

Primar dengueinfektion orsakar IgM att oka till en detekterbar
niva inom 3 till 5 dagar efter att febern startat. IgM stannar
kvar i allmdnhet i 30 till 90 dagar.3 De flesta dengue-
patienterna i endemiska regioner har sekundara infektioner,*
som resulterar i hoéga nivaer av specifikt IgG fore eller
samtidigt som IgM respons.5 Darfor kan detektionen av
specifikt anti-dengue 1gM och IgG ocksa bidra till att skilja
mellan primara och sekundara infektioner.

NS1 ar ett av 7 Dengue virus icke-strukturella proteiner som
anses vara involverade i viral replikation. NS1 existerar som en
monomer i sin omogna form, men bearbetas snabbt i
endoplasmatisk retikulum for att bilda en stabil dimer. En liten
mangd NS1 forblir associerad med intracelluldra organeller dar
det anses vara involverat i viral replikation. Resten av NS1
finns antingen associerad med plasmamembranet eller
utsondras som en |6slig hexadimer. NS1 &ar vasentlig for
viruslevnad men den exakta biologiska funktionen &r okand.
Antikroppar som produceras som svar pa NS1 vid viral
infektion kan korsreagera med cellytantigener pa epitelceller
och blodplattar. Detta har konsekvenser i utvecklingen av
dengue hemorragisk feber.

NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test &r ett snabbt test som
anvander en kombination av belagda dengueantikroppar
bundna till fargade partiklar for detektering av dengue NS1-
antigener och dengueantigener bundna till fargade partiklar
for detektering av anti-dengue 1gG och anti-dengue IgM i
humant helblod, serum eller plasma.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test ar en kvalitativ
membranbaserad immunoanalys for detektering av anti-
dengueantikroppar och dengue NS1l-antigener i humant
helblod, serum eller plasma.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test innehaller tva
testremsor (vanster sida: Dengue NS1 Ag Test; hoger sida:
Dengue I1gG/IgM Test).

Dengue IgG/IgM Test pa hoger sida bestar av tva
komponenter. | IgG-komponenten &r anti-human-IgG
forbelagd i testlinegionen "IgG". Under provningen reagerar
provet med dengue-antigenbelagda partiklar i testkassetten.
Blandningen migrerar darefter langs membranet
kromatografiskt genom kapillarverkan och reagerar med anti-
humana IgG-antikroppar i testlinjeomradet "IgG". Om provet
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innehaller anti-dengue 1gG, visas en fargad linje i
testlinjeomradet 'IgG'.

| 1gM-komponenten ar de anti-humana IgM-antikropparna
forbelagda i testlinjeomradet "IgM". Om anti-dengue IgM ar
narvarande i provet reagerar de med dengue-antigenbelagda
partiklarna i testkassetten. Komplexet fangas sedan av anti-
humana IgM-antikropparna som bildar en fargad linje i
testlinjeomradet 'IgM".

Om provet inte innehdller dengue-antikroppar, férekommer
ingen fargad linje i nagon av testlinjeomradena, vilket
indikerar ett negativt resultat.

Dengue NS1 Ag Test pa vanster sida:

Under provningen reagerar provexemplaret med dengue-
antikropp-konjugat pa membranet pa den inre testremsan.
Guld-antikroppskonjugaten binds till dengueantigener i
provet, vilka i sin tur &ar bundna av anti-dengue NS1-
antikroppar forbelagda pa membranet. Nar blandningen ror
sig langs membranet binder anti-dengue NS1-antikropparna
till antikropp-antigenkomplexet, vilket orsakar en blek eller
mork rosa linje att bildas i testlinjpomradet "NS1" i
membranet. Linjens fargintensitet kan variera beroende pa
mangden antigen som finns i provexemplaret. Utseendet pa
en rosa linje i testlinjeomradet "NS1" bor betraktas som ett
positivt resultat.

Om provet inte innehaller dengueantigener forekommer ingen
fargad linje i testlinjpomradet, vilket indikerar ett negativt
resultat.

Forekomsten av bada fargade linjerna i kontroll linjeomradet
(C) tjanar som en procedurstyrning, vilket indikerar att korrekt
volym av provet har tillsatts och membranvatning har
uppstatt.

e 25 NADAL® Dengue NS1 Ag +1gG/IgM testkassetter

25 engangspipetter (5 pl)

25 engangspipetter (25 pl)

(De forsedda 5 pl och 25 pl pipetter avger ca 5 ul respektive
25 plien droppe, aven om mer blod sugs in i pipetten)

1 Buffert (3 ml)

e 1 bruksanvisning

5. Ytterligare material som behovs

e Provtagningsbehallare

Centrifug (for serum/plasma)
Tidtagarur

Lansett (endast for fingerstick helblod)
Kapillarror (75 pl om det behdvs)
Mikropipette (om det behovs)

NADAL® Dengue NS1 Ag + I1gG/IgM Test kit bor forvaras vid 2-
30°C och anvindas fére utgangsdatumet som anges pa
forpackningen.  Testkassetterna ar stabila fram till
utgangsdatumet som skrivs ut pa foliepdse. Testkassetterna
ska forbli i forseglade pasar tills de anvédnds. Frys inte ner
testerna. Anvand inte test utdver utgangsdatumet.

7. Varningar och férsiktighetsatgirder

e Endast for professionellt in-vitro-diagnostisk anvandning.
e L3s noga igenom testproceduren innan testet satts igang.
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Anvénd inte testet efter passerat utgangsdatum som anges
pa forpackningen.

Anvand inte testet om forpackningen ar skadad.

Anvand inte samma test flera ganger.

Tillsatt inte prov i reaktionsféltet (resultatfaltet).

For att undvika kontamination bér inte reaktionsfaltet
(resultatfaltet) vidroras.

Undvik korskontaminering av prover genom att anvanda en
ny provuppsamlingsbehallare for varje prov som erhallits.
At, drick eller rok ej i omradet dar provexemplar och testkit
hanteras.

Bar skyddskladsel som exempelvis laboratorierock,
engangshandskar och skyddsglaségon nar proverna
analyseras.

Hantera samtliga provexemplar som om de skulle innehalla
smittosamma medel. Observera etablerade
forsiktighetsatgarder for mikrobiologiska risker genom hela
proceduren och standardriktlinjerna for en korrekt
avfallshantering av provexemplaren.

Testkitet innehaller produkter av animaliskt ursprung.
Certifierad kunskap om djurs ursprung och/eller sanitara
tillstdnd garanterar inte fullstandigt franvaron av
overforbara patogena d@mnen. Det rekommenderas darfor
att dessa produkter behandlas som potentiellt infektiosa
och hanteras i enlighet med vanliga sakerhetsatgarder (t.ex.
skall inte intas eller inandas).

Fuktighet och temperatur kan ha stor paverkan pa
testresultaten.

Anvant testmaterial bor kasseras enligt lokala regleringar.

8. Provtagning och forberedelser

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test kan utféras med
helblod, serum eller plasma.

Att samla fingerstick helblodsprover:

e Tvdtta patientens hand med tval och varmt vatten eller
rengor det med en alkoholpinne. Lat det torka.

Massera handen utan att rora vid punkteringsplatsen
genom att gnugga ner handen mot fingertoppen pa mitt-
eller ringfingret.

Punktera huden med en steril lansett. Torka bort den forsta
droppen blod.

Gnid forsiktigt handen fran handleden till handflatan till
fingret for att bilda en rundad bloddropp over
punkteringsplatsen.

Venipunktur helblodsprover

For serum- eller plasma-test, separera serum eller plasma fran
blod sa snart som majligt fér att undvika hemolys. Anvand
endast klara, ej hemolyserade prover.

Provning bor utforas omedelbart efter provtagning. Ldmna
inte prov i rumstemperatur under langre perioder. Serum- och
plasmaprover kan forvaras vid 2-8°C i upp till 3 dagar. For
langvarig lagring bor proverna hallas under -20°C. Helblod som
uppsamlas genom venipunktur ska forvaras vid 2-8°C om
testet gors inom 2 dagar efter insamling. Frys inte ner
helblodsproverna. Helblodsprover med fingerstick bor testas
omedelbart. Ta prov till rumstemperatur fére provning. Frysta
prov bor tinas helt och blandas val fére provningen. Proverna
ska inte frysas och tinas upprepade ganger. Om prover ska
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skickas ska de packas i enlighet med federala bestammelser
for transport av etiologiska medel.

9. Testprocedur

Ta testet, provexemplar, buffert och / eller kontrollexemplar

till rumstemperatur (15-30°C) fére provningen.

1. Ta bort testkassetten fran den forseglade foliepasen och
placera den pa en ren och jamn yta. Testkassetten ska
anvandas omedelbart efter 6ppnandet av foliepasen. Mark
testkassetten med patienten eller kontrollidentifikationen.

2. a) For serum- eller plasmaprover:

For Dengue NS1 Ag:

Hall den forsedda 25 pl-droppen
vertikalt, tillsatt 3 droppar (cirka
75ul)  serum eller plasma till
provbrunnen (S) i testkassetten.

For anti-Dengue 1gG/IgM:

och
I. For att anvanda pipette:
Hall den forsedda 5 pl pipetten
vertikalt, dra serum- eller
plasmaprovet upp till den forsta
utvidgningen (ca 5 pl) och satt den till
provkassettens provbrunn (S).
Darefter tillsattes 1 droppe (ca 40 pl)
buffert till provbrunnen (S). Undvik
att fanga luftbubblor i provbrunnen. eller

1. For

mikropipette:
Anvand en mikropipett, fordela 5 pl
serum eller plasma till provkassettens
provbrunn (S). Tillsétt sedan 1 droppe
(ca 40 pl) buffert till provbrunnen (S).

anvandningen av

b) Fér fingerstick/venipunktur
helblodprov:

For Dengue NS1 Ag:

I. For anvandningen av pipett:

Hall den forsedda 25 pl-droppen
vertikalt, tillsatt 3 droppar (ca 75 pl)
helblod till provbrunnen (S) i
testkassetten. Tillsatt sedan 1 droppe
(ca 40 pl) buffert till provbrunnen (S).

eller
Il. For anvdndningen av ett
kapillarror:
Fyll kapillarroret och 6verfor ca 75 pl
fingerstick helblodprov i provbrunnen
(S). Tillsatt sedan 1 droppe (ca 40 pl)
buffert till provbrunnen (S). .

IIl. For anvdndningen av hdngande

droppar: eller
Lat 3 hangande droppar (ungefar
75 uL) av fingerstickblod falla in i
provkassettens provbrunn (S). Tillsatt
sedan 1 droppe (ca 40 pl) buffert till §
provbrunnen (S). .
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For anti-Dengue 1gG/IgM:

I. For anvandningen av pipett:
Hall den forsedda 5 pl pipetten
vertikalt, dra helblodprovet 1 cm
over den forsta utvidgningen (ca
10ul) och satt  den il
provkassettens  provbrunn (S).
Tillsatt sedan 1 droppe (ca 40 pl)
buffert till provbrunnen (S).

@ e

eller
Il.  F6r anviandningen av
mikropipette:
Anvandningen av en mikropipett,
fordela 10l helblod i
provkassettens  provbrunn  (S).
Tillsatt sedan 1 droppe (ca 40 pl)
buffert till provbrunnen (S).
3. Starta timern.
4. Las resultatet efter 10 minuter.
Tolka inte resultatet efter mer &n
20 minuter.

10. Tolkning av resultat

Positiv for Dengue NS1 Ag:
En fargad linje utvecklas i varje kontroll
linjeomrade 'C' och en féargad linje

-

utvecklas i testlinjeomradet 'NS1'. B —
Resultatet kan indikera en aktuell |
infektion.

Positiv for anti-Dengue IgG:

I:jn'fargafi I|nj? ?tvecklas i vafje kont-rolll ——
linjpomrade 'C' och en fargad linje

utvecklas i testlinjeomradet 'IgG'.

Resultatet kan vara en indikation pa

sekundar denguevirusinfektion.

Positiv for anti-Dengue IgM:

I:jn'fargafi I|nj? t,ltvecklas i vafje kont'ro'll ——
linjpomrade 'C' och en férgad linje

utvecklas i testlinjpomradet 'IgM'.

Resultatet kan vara en indikation pa |
primar denguevirusinfektion.

Positiv fér anti-Dengue IgG/IgM:

En fargad linje utvecklas i varje kontroll

linjeomrade 'C' och en féargad linje

utvecklas i respektive testlinjeomrade |ENES NN
'IgG' och 'IgM'. Resultatet kan vara en [
indikation pa sekundédr denguevirus-

infektion.  Linjernas  fargintensiteter _—
behdver inte Overensstimma med

varandra.

Obs! En kombination av positiva resultat

for olika parametrar ar mojlig.

Negativ:

En fargad linje visas i varje kontroll m—]
linjeomrade 'C'. Inga fargade linjer [

forekommer i testlinjpomradena
"NS1", "IgG" och "IgM".
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Ogiltig:

Atminstone en kontroll linje 'C'
misslyckas att visas. Resultat fran
ett test som inte har producerat
alla  kontroll linjer vid den
angivna lasningstiden maste
kasseras.

Otillracklig provvolym, felaktigt
driftsforfarande eller utlosta test
ar de mest troliga orsakerna till
fel pa kontroll linjen. Las igenom
proceduren och upprepa testet
med en ny testkassett. Om
problemet kvarstar, sluta
anvanda testpaketet omedelbart
och kontakta din distributor.

Obs! Fargintensiteten i testomradets linje region 'NS1'
och/eller 'lgG' och/eller 'IlgM' kan variera beroende pa
koncentrationen av Dengue NS1 Antigener och/eller IgG
och/eller 1gM narvarande i provet. Darfér bér hurdan som
helst fargskugga i testomradets linje anses vara positiv.

11. Kvalitetskontroll

En intern procedurkontroll ingar i testkassetten:

En féargad linje som visas i varje kontroll linjeomrade (C)
betraktas som en intern procedurkontroll. Den bekraftar
tillracklig volym av prov, adekvat fuktning av membranet och
korrekt procedurkontroll.

God laboratoriepraxis (GLP) rekommenderar anvdndning av
kontrollmaterial for att sakerstélla korrekt genomférande.

e NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test detekterar endast
narvaron av dengue NSl-antigener och anti-dengue-
antikroppar i provet och bor inte anvandas som enda
kriterium for diagnos av dengue.

Avsnitten "Testprocedur" och "Resultattolkning" bor foljas

noggrant nar man testar forekomsten av dengueantigen

och anti-dengue-antikropp i helblod, serum eller plasma
fran enskilda personer. Misslyckande att folja proceduren
kan ge felaktiga resultat.

Ett negativt testresultat for dengue NS1 antigener utesluter

inte risken for exponering for eller infektion med Dengue-

virus.

Ett negativt testresultat for dengue NS1-antigener kan

intrdffa om mangden av dengueantigener som finns i provet

ligger under detektionsgransen for testet eller om de
detekterade dengueantigenerna inte var narvarande under
det sjukdomsstadium da provet samlades in.

e Prov som innehaller ovanligt hoga titer av heterofila
antikroppar eller reumatoid faktor kan paverka férvantade
resultat.

e Om symtomen kvarstdr, medan resultatet som erhallits
med NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test &r negativt
eller icke-reaktivt, rekommenderas det att prova patienten
nagra dagar senare eller prova med en alternativ
testmetod, t.ex. PCR eller ELISA.
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e Resultaten som erhallits med NADAL® Dengue NS1 Ag +
18G/IgM Test bér endast tolkas i samband med andra
diagnostiska forfaranden och kliniska fynd.
Efter den tidiga borjan av feber kan anti-dengue IgM-
koncentrationer ligga under detekterbara nivaer. Fér primar
infektion visade en IgM-antikropp-fangad enzymbunden
immunosorbentanalys (MAC-ELISA) att 80% av de testade
dengue-patienterna uppvisade detekterbara nivaer av IgM
vid den femte dagen efter infektion och 99% av patienterna
testade IgM-positiva under dag 10. Darfor rekommenderas
att patienter testas inom denna tidsperiod. Nar det galler
den sekunddra infektionen karakteriserar en lag
molarfraktion av anti-dengue IgM och en hog molarfraktion
av anti-dengue-IgG som dar vasentligen reaktiv mot
flavivirus, antikropparna.5 Testlinjen "IgM" kan vara svag
och en korsreaktion i testlinjpomradet "IgG" kan
férekomma.

e Serologisk korsreaktivitet 6ver flavivirusgruppen (Dengue 1,
2, 3 & 4, St. Louis encefalit, West Nile virus, japansk
encefalit och gula febervirus) ar vanligt.s’7'B Positiva resultat
bor bekraftas med andra metoder.

e Den fortsatta narvaron eller franvaron av antikroppar kan
inte anvandas for att bestimma framgangen eller
misslyckandet av behandlingen.

e Resultaten fran immunsupprimerade patienter bor tolkas
med forsiktighet.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test har jamforts med en
ledande kommersiellt tillganglig Dengue Ag EIA. Korrelationen
mellan de tva systemen ar 96%.

Primar dengueinfektion kannetecknas av ndrvaron av
detekterbar IgM 3-5 dagar efter infektionens borjan. Sekundar
dengueinfektion kannetecknas av hojningen av dengue-
specifika 1gG. | de flesta fall atfoljs detta av forhéjda nivaer av
IgM.

NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test har jamférts med en
ledande kommersiellt tillgdnglig Dengue ELISA som
demonstrerar kdnslighet av 83,3% for IgM vid primar infektion
och>99,9% for I1gG vid sekunddr infektion.

14. Prestandaegenskaper

Kénslighet och Specificitet

En serokonversionspanel innefattande kliniska prov erhallna
frdn en population av symptomatiska och asymptomatiska
individer testades for dengue NS1-antigener och anti-Dengue
1gG/IgM, med anvindning av NADAL® Dengue NS1 Ag +
1gG/IgM Test. Resultaten fér Dengue NS1 Ag bekréftades av en
ledande kommersiellt tillganglig Dengue Ag EIA, medan
resultaten for anti-Dengue 1gG/IgM bekraftades av en ledande
kommersiellt tillganglig Dengue ELISA.

Resultaten fér anti-Dengue 1gG/IgM visar att den totala
relativa kansligheten for primdr och sekundar infektion i
NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test &r 95,7%, den relativa
specificiteten ar> 99,9% och den relativa noggrannheten &r
99,3 %.
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Dengue primir infektion fér IgG/IgM testresultat

Dengue ELISA
Negativ
NADAL® [ 1sM ] sG]

Dengue NS1 15 0
Ag +1gG/igM
Test 3 0
(1gG/1gM)

- o.

Negativ L) 0

Relativ sensitivitet: (IgM): 83,3%
Dengue sekundir infektion for IgG/IgM testresultat

Dengue ELISA

Negativ
NADAL®
Dengue NS1
Ag +1gG/lgM
Test
(1gG/1gM)

N ol

Negativ

Relativ sensitivitet: (IgM): 71,2%
Relativ sensitivitet: (IgG): >99,9%
Icke-dengue infektion IgG/IgM test resultat

Dengue ELISA
Negativ

Dengue NS1 0 0
Ag +1gG/lgM
Test

) °.

0 0

(1gG/1gM)

Negativ 0 0 338

Relativ sensitivitet (negativ): >99,9%

Relativ sensitivitet: (15+52)/(18+52) = 95.7% (95%CI*:

88%~99.1%)
Relativ specificitet: 338/338 >99.9% (95%Cl*: 99,1%~100%)

Noggrannhet (15+52+338)/(18+52+338) = 99.3% = (95%CI*:
97,9%~99,8%)

*Konfidensintervaller

Resultaten for Dengue NS1 Ag visar att den relativa
kédnsligheten hos NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG / IgM Test &r
95,8% och den relativa specificiteten ar 96,1%.

Dengue NS1 Ag testresultat:

e Ag ELISA
N

NADAL® Dengue 145

NS1 Ag + 1gG/IgM

Test 200 206

NS1 anti

( antigener) 208 351

Relativ sensitivitet: 137/143*100% = 95.8% (95%ClI*:

91.1%~98.4%)

Relativ specificitet: 200/208*100% = 96.1% (95%CI*:

92.6%~98.4%)
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Noggrannhet (137+208)/(137+6+8+200)*100% = 96% (95%CI*:
93.4%~97.8%)

*Konfidensintervaller
Precision

Intra-Analys
Inomgaende precision har bestdmts genom att anvanda 15
replikat av fyra prover: En negativ, en svagt positiv, en medel
positiv och en starkt positiv. Proverna identifierades korrekt>
99% av tiden.

Inter-Analys

Mellankorningsprecisionen har bestdamts av 15 oberoende
analyser pa samma fyra exemplar: En negativ, en svagt positiv,
en medel positiv och en starkt positiv. Tre olika delar av
NADAL® Dengue NS1 Ag + IgG/IgM Test testades med
anvandning av dessa prov. Proverna identifierades korrekt
>99% av tiden.

Korsreaktion

NADAL® Dengue NS1 Ag + 1gG/IgM Test har testats med
HAMA, RF, HBsAg, HBsAb, HBeAg, HBeAb, HBcAb, Syphilis,
HIV, HCV, H. pylori, MONO, CMV, Rubella och TOXO-positiva
prover. Resultaten visade ingen korsreaktivitet.
Interfererande @mnen

Foljande potentiellt interfererande &amnen tillsattes till
dengue-negativa och positiva prover.

Acetaminofen: 20 mg/d| Koffein: 20 mg/dL
Acetylsalicylsyra: 20 mg/dL Gentisinsyra: 20 mg/dL
Askorbinsyra: 2 g/dL Albumin: 2 g/dL
Kreatin: 200 mg/dL Hemoglobin 1000 mg/dI
Bilirubin: 1 g/dL Oxalsyra: 60 mg/dL

Inget av dmnena vid den testade koncentrationen storde i
analysen.
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UK & Ireland: Free Tel: 900 938 315 Tel: +3130 75 600
Tel: +49 941 290 10-18 Fax: +49 941 290 10-50 Free Tel: 0800 0222 890
Free Tel —UK: 0808 234 1237 Free Fax: 900 984 992 Fax: +31703030775
Free Tel - IRE: 1800555080  Italy: Free Fax 08000249519
Fax: +49 290 10-50 Tel: +49 941 290 10-34 Nordic countries (Finland, Norway,
France: Fax: +49 941 290 10-50 Sweden, Denmark):
France Tel: 0800 915 240 Ife'e - :fé 223;);; 7622
France Fax 0800909493 Tax: +31 703030 775
Laboratory Diagnostics Team:
Tel: +49 941 290 10-40
Fax: +49 941 290 10-50
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