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Rubel | a- 1 gG ELI SA PKS nedac

Enzym mmunoassay mit Pipettier-Kontroll-System (PKS) zur quantitativen
Besti mmung von 1gG Anti korpern gegen das Rubel | a-Virus (Roteln)
in Serum und Li quor

Kat al og- Nr.: 136- PKS
ZUR | N VI TRO DI AGNOSTI K

El NFUHRUNG

Der Erreger der Roteln, das Rubella-Virus, gehért zur Famlie der
Togaviridae und wird der Gattung Rubivirus zugeordnet. Das Rubell a-
Virus besitzt ein einzelstrangi ges RNS-Genom und kommt nur in einem
Serotyp vor.

Roteln ist eine Uberwi egend im Kindesalter auftretende Erkrankung mt
in der Regel mldem Verlauf. Sie ist gekennzeichnet durch ein klein-
fl ecki ges Exant hem begleitet von Lynphknotenschwel | ungen.

Infektionen mt dem Virus wdhrend des ersten Trinenons der Schwan-
gerschaft konnen eine Infektion des Feten zur Folge haben, was zu
schwer en Schadi gungen fuhren kann (Enbryopathie).

Mt geeigneten Inpfstoffen kann eine |munisierung gegen eine Roteln-
i nfektion erreicht werden. Durch die Inpfung wird bei etwa 95 % der
I mpflinge eine protektive Inmmunitéat erzielt. Zur Messung des Inpfer-
folges sowie zur Bestimmung des Immunstatus in der Schwangerschafts-
vor sorge stehen verschi edene Test nmet hoden zur Verf lgung.

Der Nachweis von spezifischen 1gG Antikérpern mt dem quantitativen
Rubel | a-1gG ELI SA PKS nedac ist schnell und einfach durchzufdhren.
Durch Verwendung von Testkontrollen, welche an dem international en
Ref erenzpraparat der WHO kalibriert sind, ist es noglich, eine
Bewertung des spezifischen Anti-Rubella-Virus-1gG Spiegels vorzu-
nehnmen. Bei niedrigen Titern im Hamaggl utinati onshemmtest (HAHT) | aft
sich der |Immunstatus durch die quantitative Erfassung spezifischer
| gG Ant i kor per Uber pr if en.

Der Test kann ebenfalls zur Bestimung der erregerspezifischen
i ntrathekal en Anti korpersynthese Uber die Ermttlung eines spezi-
fischen Anti korperindex in SerumlLiquor-Paaren ei ngesetzt werden.
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Mt Rubel | a- Vi rus- Anti gen be-
schichtete Mkrotiterplatte.

Rubel | a- Vi rus-spezi fische Anti-
kérper aus der Patientenprobe
bi nden an das Anti gen.

Das Peroxi dase-gekoppelte Anti-
Human-1gG bindet an die 119G
Ant i kor per (P = Peroxi dase).

| nkubation mt TMB-Substrat (*).
St oppen der Reaktion mt Schwe-
fel saure. Die Auswertung erfolgt
phot onet ri sch.

Testvorteile

& Durch das Pipettier-Kontroll-System kann jeder einzelne Pipet-
tierschritt durch Farbunschl ag visuell dberpruft werden

.
Test ausl ast ung.

-

&

& Kei ne zuséat zl i che
erforderlich.

& Paral l el e Bestinmung von

Ant i kor peri ndex noglich.

Kal i brati onskurve far

Die brechbaren Mkrotiterstreifen gewdhrleisten eine optinale

Aut omat i si erbar auf offenen ELI SA- Ger at esyst enen.
Ei n- Punkt - Quanti fi zerung, keine Standardkurve nmehr notig.

Li quor di agnosti k

| mmunstatus und erregerspezifischem

N
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PACKUNGSI NHALT

KAT. - NR. :  136- PKS

1.

MTP
Mkrotiterplatte: 12 Teststreifen a 8 Vertiefungen, rot-markiert
(mt Hal t er ahnmen und Trockenm tt el pappe im Al um ni unbeut el

vakuumver schwei 3t), brechbar, Rundboden, beschichtet mt Rubell a-
Vi rus- Antigen, BSA und pH I ndi kat or, gebrauchsfertig.

CONTROL | -
Negative Kontrolle: 2 Flaschchen a 0,75 m, hunanes Serum ge-
brauchsfertig, ent hal t BSA, Phenol , Prod inQd 300 und
Gent anyci nsul f at .

CONTROL | +
Positive Kontrolle: 2 Flaschchen a 0,75 m, hunanes Serum ge-
brauchsfertig, ent hal t FKS, BSA, Phenol , Proddind 300 und
CGent anycinsul fat .

CAL

Kal i brator: 2 Flaschchen a 0,75 m, hunmanes Serum gebrauchsfertig,
enthalt FKS, BSA, Phenol, ProC inO 300 und Gentanycinsulfat.

V\B

Waschpuffer: 1 Flasche a 100 m, PBS/ Tween (10 x), pH 7,2 - 7,4,
enthalt Prod inO 300.

VI R-DI L

Probenver dinnungspuffer: 1 Flasche a 110 m, PBS/ Tween/BSA, pH 7,2
- 7,4, gebrauchsfertig, enthalt ProCinO 300.

CON

Konjugat: 3 Flaschchen a 5,0 m, Ziege-Anti-Human-1gG Anti korper,
HRP- konj ugi ert, gebrauchsfertig, griun gefarbt, enthalt BSA, Phenol,
ProCl ind 300 und Gentanycinsul fat.

T™B
TMB- Substrat: 1 Fl daschchen a 10 nml, gebrauchsfertig.

STOP

St oppl 6sung: 2 Fl aschchen a 14 m, 0,5 M Schwefel saure (H;SOQ)), ge-
brauchsfertig.
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1. LAGERUNG UND HALTBARKEI T
Mat eri al / Reagenz Zust and Lager ung Hal t bar kei t
Test ki t ungeoffnet [(2...8 °C bis Verfalldatum
Mkrotiterplatte geof f net 2...8 °C 6 Wochen
i mBeutel mt
Trockenm tt el pappe
Kontrol | en/ geof f net 2...8 °C 6 Wochen
Kal i br at or
Waschpuf f er ver dunnt 2...8 °C 6 Wochen
Probenver dinnungs- |[ge6f f net 2...8 °C 6 Wochen
puffer
Konj ugat geof f net 2...8 °C 6 Wochen
TMB- Subst r at geof f net 2...8 °C 6 Wochen
St oppl 6sung geof f net 2...8 °C bis Verfalldatum

Di e Reagenzien sind nach Ablauf des angegebenen Verfalldatunms nicht

mehr zu verwenden

2. ZUSATZL| CH BENOTI GTE REAGENZI EN UND MATERI ALI EN

2.1. Aqua ad iniectabilia (HO bidest.). D e Verwendung von entioni-
si ertem Wasser kann zu Sto6rungen im Testsystem fuhren.

2.2. Mkroliterpipetten fir entsprechende Vol um na.

2.3. Saubere d as- oder Kunststoffgefalle zum Verdinnen von Wasch-
puffer und Proben.

2.4. Ceeignete Vorrichtung zum Waschen der Mkrotiterplatte (z. B.
Mul ti stepper oder ELISA-Waschgerat).

2.5. Inkubator fur 37 °C

2.6. Mkrotiterplatten-Photometer mt Filtern fur 450 nm und 620 -
650 nm

3. ANSETZEN DER REAGENZI EN

Al'l e Kitkonponenten niuissen vor Testansatz auf Rauntenperatur gebracht
wer den.

Ermtteln Sie die Anzahl der benotigten MKkrotitervertiefungen.

3. 1.

M Kkrotiterplatte
Der Al um niunbeutel nmuf3 nach jeder Entnahnme zusammen mt der
Trockenm tt el pappe w eder fest verschlossen werden. Lagerung und
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Hal t barkeit der nicht verwendeten MKkrotitervertiefungen s.
Tabel l e 1.

H nweis: Die Mkrotitervertiefungen weisen einen leicht grunli-
chen Farbton auf. &gf. auftretende grinlich-braune Fl ecken in den
Vertiefungen sind produktionsbedi ngt und stdren den Test nicht.

3.2. Waschpuffer
1 Teil Waschpuffer (10 x) wird mt 9 Teilen Aqua ad iniectabilia
angesetzt (z. B. 50 m Waschpuffer (10 x) mt 450 nm Aqua ad
iniectabilia). Fur acht Vertiefungen werden 10 m Waschpuffer
bentti gt .

Evtl. im Waschpuffer (10 x) vorhandene Kristalle sind vor dem An-
setzen durch Erwdrnmen (max. 37 °C) und/oder Rihren bei RT in LO6-
sung zu bringen

D e t est spezi fischen Reagenzi en (Mkrotiterplatte, Kontrol | en,
Konjugat, Kalibrator) sind nicht mt denen anderer Chargen zu m schen.
Im Gegensatz dazu sind Probenverdinnungspuffer, Waschpuffer, TMB-
Substrat und Stopplodsung fur alle virologischen Tests von nedac
grundséat zl i ch austauschbar.

Reagenzi en anderer Hersteller sind generell nicht einzusetzen.
Nur bei exakter Einhaltung der Arbeitsvorschrift werden valide und

reproduzi erbare Ergebni sse erhalten

4. UNTERSUCHUNGSVATERI AL

4.1. Der Test ist geeignet zur Untersuchung von Serum und Liquor (zur
Unt er suchung von Li quor unbedi ngt Punkt 8 beachten).

4.2. Eine Vorbehandl ung der Seren, wie z. B. Inaktivierung, ist nicht
erforderlich, sie sollten jedoch nicht mkrobiell kontam niert
und frei von Humanerythrocyten sein.

4.3. Die Seren werden 1 : 200 mt Probenverdunnungspuffer verdunnt.
Wr enpfehlen, zunachst eine 1 : 50 Verdinnung herzustellen
(z. B. 10 pl Serum + 490 pl Probenverdinnungspuffer) und nur die
bendtigte Menge 1 : 4 weiterzuverdinnen. Proben aullerhalb des
MeRber ei ches konnen bel i ebig weiterverdinnt werden.

4.4. Die SerumlLiquor-Di agnostik ist unter Punkt 8 ausfidhrlich
beschri eben.
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5. A

ARBEI TSVORSCHRI FT

5.

5.

5.

5.

1.

2.

3.

4.

5.

Di e Verpackung der Mkrotiterplatte am Zl P-Verschlul3 o6ffnen und
die erforderliche Anzahl Mkrotitervertiefungen entnehnen (s.
3.1.).

Die Mkrotitervertiefungen sind gebrauchsfertig und niissen nicht
vor gewaschen wer den.

Die Vertiefung Al bleibt frei fur die Ermttlung des Leerwertes
(s. 6.A ). Jeweils 50 pl der negativen Kontrolle, der positiven
Kontrolle sowie der Proben in Ei nfachbestimung und 50 pl des
Kal i brators in Doppelbestimung in die Vertiefungen der Platte
pi pettieren.

Nach dem Pipettieren der Proben (pHneutrale bzw basische FlUs-
sigkeiten) komt es zu einer Blauféarbung. Erfolgt in einer Ver-
tiefung kein Farbunschlag, so ist dies ein H nweis darauf, dal
kei ne Probe bzw. keine Kontrolle pipettiert wurde.

&f. kann die Platte bis zur weiteren Bearbeitung in einer
feuchten Kammrer fur maximal 60 mn bei 2 - 8 °C gel agert werden.

Die Mkrotitervertiefungen 60 mn (x 5 mn) bei 37 °C (1 °0O
i nkubi eren (feuchte Kanmer oder mit Folie abgeklebt).

Nach Inkubation die MKkrotitervertiefungen dreimal mt jeweils
200 pl Waschpuffer waschen. Darauf achten, dal alle Vertiefungen
bei m Waschen gefdllt werden. Nach Beendi gung des Waschvorganges
M krotitervertiefungen auf Filterpapier auskl opfen.

Ni cht austrocknen | assen! Unrgehend weiterverwenden!

Konjugat (grin gefarbt) in alle Vertiefungen (auller Al) pipet-
tieren.

Bei m manuel l en Abarbeiten des Tests werden 50 pl Konjugat pro
Vertiefung pipettiert.

Bitte beachten:

Beim Arbeiten mt automatisierten Geratesystenen ist auf G und
der hoheren Verdunstung in den Inkubationskammern di e Zugabe von
60 ul Konjugat pro Vertiefung zu programm eren.

Die grundsatzliche Eignung des Tests fur die automatisierte
Abar bei tung konnte im Rahnmen der Validierung gezeigt werden.
Dennoch enpfehlen wir, die Konpatibilitdat mt dem zum Einsatz
kommenden Cer atesystem zu verifi zi eren.
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5.6. Erneut 60 mn (x5 mn) bei 37 °C (£ 1 °C) inkubieren (feuchte
Kanmer oder mt Folie abgeklebt).

5.7. Nach Inkubation die MKkrotitervertiefungen erneut waschen (s.
5.4.).

5.8. 50 ul TMB-Substrat in jede Vertiefung (auch Al) pipettieren und
30 mMin (x2 mn) bei 37 °C (£ 1 °C) i mDunkel n i nkubi eren (feuchte
Kanmer oder mit Folie abgeklebt). Positive Proben erscheinen bl au
gef ar bt .

5.9. Durch Zugabe von 100 pl Stoppldésung in jede Vertiefung (auch Al)

wird die Reaktion gestoppt.
nach gel b.

Es erfolgt ein Farbunschlag von bl au

M krotitervertiefungen vor photonetrischer Messung von unten abw schen
und darauf achten, dalR keine Luftblasen in den Vertiefungen vorhanden
si nd!

Di e Messung ist innerhalb von 15 min nach dem Stoppen durchzuf Ghren!

5. B. TABELLE ZUR ARBEI TSVORSCHRI FT

Leer - Negati ve Positive Kal i br at or Pr obe
wer t Kontrolle | Kontrolle
(A1)
Negative Kontrolle - 50 pul - - -
Positive Kontrolle - - 50 pl - -
Kal i br at or - - - 50 -
Pr obe - - - - 50 pl
60 min bei 37 °Cinkubieren, 3 x mit 200 pl Waschpuffer waschen
Konj ugat | - |50/ 60 pl*) |[50/60 pl*) | 50/60 pul *) [50/60 pl*)
60 min bei 37 °C inkubieren, 3 x mt 200 ul Waschpuffer waschen
TMB- Subst r at |50 pl | 50 pl [ 50l | 50 pl | 50 pl
30 min bei 37 °C im Dunkel n inkubieren
St oppl 6sung [100 pl | 100 pl | 100 pl 100 pl | 100 pl
Phot onet ri sche Auswertung bei 450 nm (Ref. 620-650 nm

*) manuel | e/ aut omati si erte Abarbeitung
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6. A. TESTBEURTEI LUNG (\VALI DI TAT)

O

U

Die photonetrische Auswertung erfolgt bei einer Wllenldnge von
450 nm ( Ref erenzwel | enl ange 620 - 650 nn).

Die OD des Leerwertes (Vertiefung Al) wird von allen OD Wrten
subtrahiert.

Char genspezifi sche Daten

Dem Test I|iegt ein chargenspezifisches Datenblatt bei. D esem
kénnen fol gende Angaben ent nonmen wer den:

- chargenspezi fi sche Standardkurve

- Kurvenparanmeter a, b und c

- OD-Sollwert des Kalibrators

- unterer Genzwert fir die OD des Kalibrators

- Sollbereich in IUmM fir die positive Kontrolle

Validitéatskriterien

- Der OD-Wert der negativen Kontrolle nmul3 < 0,150 betragen.

- Der Unit-Wert der positiven Kontrolle nu3 innerhalb des Soll -
wer t ber ei ches gemal3 char genspezi fi schem Datenbl att |i egen.

- Der OD-Mttelwert des Kalibrators nuf3 oberhalb des Genzwertes
gemalR char genspezi fi schem Datenbl att |iegen.

- Zusatzliche Validitatskriterien fir SerumLiquor-Bestinmungen
s. 8.

Sind die genannten Validitatskriterien nicht erfullt, nul3 der

Test w ederholt werden!

Korrektur der MeRergebni sse
Die OD-Wrte fur die positive Kontrolle und die Patientenproben
werden wie folgt korrigiert:

OD-Sol | wert des Kalibrators

orrigiert OD- MeRwert des Kalibrators CDyeressen

Quantifi zi erung der Melergebni sse

Fiur die korrigierten OD-Wrte sind die korrespondi erenden Kon-
zentrationen in IUmM aus der Standardkurve auf dem chargen-
spezi fischen Datenblatt zu ermtteln.

Alternativ lassen sich die Konzentrationen auch mt der fol genden
For mel berechnen:

Konzentration[lU/rﬂ]:b/( a C—l]

orrigiert”
Di e neisten ELISA-Photoneter neuerer Bauart gestatten die Einga-

be dieser Fornel, so dall eine direkte Auswertung nmittels Photo-
meter noglich ist.
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6.

Der MeRbereich erstreckt sich von 5 bis 200 IUnm. Proben mt
Unit-Werten unterhalb des MeRbereiches sind als < 5 Unm zu be-
werten, solche oberhalb als > 200 1UmM. Diese dirfen nicht
extrapoliert werden.

Der Cut-off bezuglich einer bestehenden Imunitat |iegt bei
151U m.

Grenzbereich = Cut-off + 20 % (= 12 bis 18 U mM)

| NTERPRETATI ON DER ERGEBNI SSE/ GRENZEN DER METHCDE

Proben mt Unit-Werten unterhalb des Grenzbereiches werden als
NEGATI V hinsichtlich ei ner bestehenden | mmunitéat bewertet.

Proben mt Unit-Werten innerhalb des Grenzbereiches werden als
GRENZVWERTI G bewert et .

Bei Werten innerhalb des G enzbereiches kann nicht sicher von
ei ner schitzenden I mrunitat ausgegangen werden.

Diese Werte sollten kontrolliert werden, indem nach 14 Tagen eine
zusatzliche Patientenprobe entnommen wird, die zusamen mt der
ersten Probe auf eine Titerbewegung untersucht wrd.

Proben mt Unit-Werten oberhalb des G enzbereiches werden als
POSI TIV hinsichtlich ei ner bestehenden | mmunitéat bewertet.

Die Testergebnisse sollten stets im Zusamenhang mt dem kli-
nischen Bild der Patienten und weiteren diagnostischen Para-
metern interpretiert werden.

Sehr stark erhohte Lipidwerte konnen bei positiven Proben die
genessene Anti kor perkonzentration verfal schen.

Hohe Hanogl obin- und Bilirubinkonzentrationen beeinflussen die
Test er gebni sse ni cht.

H nwei se bezlglich Serum Li quor - Besti nmungen s. 8.
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7. LEI STUNGSMERKVALE

Di e nachfol genden Leistungsnerknal e wurden von uns im Rahnen der
di agnosti schen Evaluierung ermttelt.

7. A. SENSI Tl VI TAT UND SPEZI FI TAT

350 Patientenseren, davon 100 im Rotel n-Hamaggl uti onati onshemm
test negative und 250 in einem Referenz-ELI SA positive, wurden im
Rubel | a-1 gG ELI SA PKS nedac genessen. Die Ergebnisse sind in der
f ol genden Vi er-Fel der-Tafel dargestellt.

Ref er enzt est

negativ positiv
Rubel | a- 1 gG ELI SA PKS negativ 99 0
positiv 1* 250
*Probe wurde als grenzwertig bestimt
Sensitivitat = 100 %
Spezi fitat = 99,00 %
Positiver Vorhersagewert: 99, 60 %
Negati ver Vor hersagewert: 100 %
7. B. PRAZI SI ON
Pr obe | nt raassay- Vari anz Pr obe I nt er assay- Vari anz
MV OD S VK (% n MAV T U S VK (9% n
NK 0,029 | 0,002 7 22 |PK 13,6 0, 8 6 13
PK 0,338 | 0,014 4 22 INr. 2 17,9 1,5 8 13
Kal 0,952 | 0,046 5 22 INr. 3 90, 4 11,3 13 13
Nr. 1 1,764 | 0,070 4 22 INr. 4 145,5 | 18,7 13 13

NK = Negative Kontrolle; PK = Positive Kontrolle; Kal = Kalibrator

8. L1 QUORDI AGNOSTI K

Der Nachwei s einer Rubell a-spezifischen Antikorpersynthese im ZNS im
Rahmen der Li quordi agnosti k ist Best andt ei | der differential -
di agnosti schen Abkl arung akuter Infektionen we auch chronischer
Er krankungen mt ZNS-Beteiligung.

Neben Pilzen wund Bakterien zeichnen auch verschiedene Viren fur
I nfektionen mt ZNS-Beteiligung verantwortlich. AuRerdem findet man
bei chroni schen Erkrankungen wie Miltipler Sklerose in etwa 95 % aller
Falle hohe Antikorperindizes fiar Msern, Roteln und/oder Varizell a-
Zoster.
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Die Bestinmung einer Rubella-spezifischen intrathekalen Antikorper-
synthese erfolgt durch die Ermttlung des Antikorperindex (Al) nach
Rei ber (Reiber 1987, 1999). Fur die Berechnung des Al missen die

f ol genden Vor ausset zungen erfdllt sein:

- Ermttlung des Al bum nquotienten (Qup) zur Beurteilung der

Schrankenf unkti on und Berechnung des Lines-Wrtes bei erh6htem
| gG Quotienten (Qes > Qim

- Ermttlung des Gesant-1gG Quotienten (Qes)

8. 1. UNTERSUCHUNGSMVATERI AL

8.1.1. Der Test 1ist geeignet zur Untersuchung von SerumlLiquor-
Paar en.

8.1.2. Ei ne Vorbehandlung der Seren und Liquores, we z.B
| naktivierung, ist nicht erforderlich, sie sollten jedoch
ni cht m kr obi el | kont am ni ert und frei von humanen
Eryt hrozyten sein.

8.1.3. Serum
Neben der 1 : 200-Verdinnung zur Bestimrung des Serostatus
werden die Seren 1 : 1500 mt Probenverdinnungspuffer
verdunnt. Zur Berechnung des Al wird die Verdinnung gewahlt,
deren IU-Wert innerhalb des MeRbereichs liegt (s. 6.A und
8.2.). Liegen die U Wrte fur beide Verdinnungen innerhalb

des MeRBbereichs von 5 - 200 11U, ist fur die Al-Berechnung der
| U-Wert der 1 : 1500-Verdinnung zu verwenden. Liegen die |U
Werte fiur beide Verdinnungen oberhalb von 200 11U, nuf3 die

Pr obe weiterverdinnt werden.

8.1.4. Li quor
Die Liquores werden standardmaBig 1 : 5 mt Probenverdin-
nungspuffer verdinnt. Liegt die genessene Antikodrperkon-
zentration aulBerhalb des MeRbereichs, mu3 die Probe

wei terverdinnt oder in einer geringeren Verdinnungsstufe

(max. 1 : 2) erneut genessen werden.

Serum und Liquor imer parallel im gleichen
besti men (auch bei W eder hol ungsnmessungen)!

8. 2. ARBEI TSVORSCHRI FT

Der weitere Testansatz fidr die Rubella-I1gG Bestinmung
Li quor - Paaren erfol gt gemald Punkt 5. A

136- PKS- VPDE/ 060406
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8. 3. BESTI MVUNG VON GESAMT-1gG UND ALBUM N- GEHALT

Zuséatzlich zu den RoOtel n-spezifischen |1gG Bestinmungen sind der
jeweils korrespondi erende Gesant-19gG Gehalt und der Al bum n-
Gehalt in Serumund Liquor zu besti men.

8. 4. TESTBEURTEI LUNG VALI DI TAT

* Val i ditéat
Es gelten die unter Punkt 6. A angegebenen Validitatskriterien.

Sind die genannten Validitatskriterien nicht erfdallt, nul3 der
Test wi ederholt werden!

Zusatzlich gilt for die Liquordiagnostik:

- Seren mt einem Antiko6rpergehalt < 5 IU in der 1 : 200-
Verdinnung werden als seronegativ betrachtet. In diesem
Fal |l e kann kein Anti korperindex bestinm werden.

- In aulerst seltenen Fallen sind bei seronegativen Patienten
auf Gund RoOteln-bedingter Enzephal opathien intrathekale
Ant i kor per nachwei sbar.

- Der MeRbereich fur Liquor erstreckt sich von 2 — 200 IU

- Li quores, die in der Verdinnung von 1 : 5 und bei positivem
Serostatus wunterhalb des MeRbereichs liegen, sollten in
einer geringeren Verdiunnung (maximal 1 : 2) wederholt
genessen werden

* Bewer t ung
- Berechnung der 1U-Werte s. 6. A
- Ber echnung des erregerspezifischen IgG Quotienten (Qpez)

Qpez = | U Li quor x Verdinnung Li quor
U Serum x Verdunnung Serum

- Ber echnung des Anti kor peri ndex

Der erregerspezfische Index errechnet sich dann nach den

For el n:
1. Al = Qpez/ Qyes (far Qes < Qi m
Al = Qspez/Qim (fur %es > Q'”D

Qimzoi 93 X\/Q| b2+6 XlO_G -1,7 X:I_O_3
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| NTERPRETATI ON DER ERGEBNI SSE

Al -Werte von 0,6 — 1,3 gelten als Normal bereich.

Al-Werte > 1,3 und < 1,5 gelten als grenzwertig.
Der pat hol ogi sche Bereich ist festgelegt mt Al > 1,5.

Al -Werte < 0,6 weisen auf analytische Fehler hin und sind nicht
interpretierbar.

Li quor di agnosti sche Entschei dungskriterien fidr eine akute, aktive
Er krankung des ZNS sind eine erhthte Zellzahl und ein erho6hter
Al bum n- Quot i ent als Ausdruck einer entzindlich  bedi ngten
Li quor f | uBbehi nder ung.

Erhdhte Anti korperindizes sind allein kein sicherer Beweis fur
die akute Phase einer infektiodsen ZNS-Erkrankung, da Antikorper
auch intrathekal uber | angere Zeitraume persistieren und
pol yspezi fische ZNS-eigene Antikorpersynthesen vorkommen konnen.
Cegebenenfalls ist eine signifikante Anderung des Al-Wrtes Uuber
Zwei t besti nmungen von SerumLiquor-Paaren fiur die Beurteilung
ei ner ZNS-Infektion angezeigt. Dazu ist eine weitere in einem
klinisch sinnvollen zeitlichen Abstand erfol gende Probenentnahne
erforderlich, die auf Gund klinischer Gesichtspunkte entschieden
wer den nmuf3.

ALLGEMEI NE HANDHABUNGSHI NVEI SE

U

Reagenzi enfl aschen und deren Verschl isse nicht vertauschen, um
Kreuzkont am nati on zu ver nei den.

Sof ort nach Cebrauch di e Reagenzflaschen w eder fest verschlies-
sen, um Verdunstung und m krobi el l e Kontam nati on zu ver nei den.

Nach CGebrauch sind die Reagenzien sofort w eder, entsprechend den
vor geschri ebenen Lagerungsbedi ngungen, zu |agern, um die angege-
bene Hal t barkeit zu gewédhrl ei sten.

Um Verwechsl ungen mit Reagenzi en anderer Testsystene oder Chargen
zu verneiden, sollten alle Kitkonponenten einer Testpackung nach
dem Gebrauch zusamren in der Oiginal packung gelagert werden
(si ehe auch 3.).
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SI CHERHEI TSHI NWEI SE

O Die national ver bi ndli chen Arbeitsschutzvorschriften sind zu
beacht en.

O Di e Reagenzi en humanen Ursprungs wurden auf HBsAg, Anti-HV 1/2
und Anti-HCV untersucht und fdr nicht reaktiv befunden. Dennoch
sollten diese Reagenzien we auch jene, die Bestandteile
tierischer Her kunf t ent hal ten (si ehe Packungsi nhal t), al s
potentiell infektids behandelt werden, um das Risiko einer
Anst eckung zu ver nei den

ENTSORGUNGSHI NVEI SE

Die in diesem Produkt enthaltenen Chem kalien und Zubereitungen sow e
die bei der Anwendung dieses Produktes anfallenden Reste sind in der
Regel Abféalle, die einer ordnungsgemaflen Entsorgung zugefihrt werden
nmissen.

Die Entsorgung solcher Abfalle wunterliegt den nationalen abfall-
rechtlichen Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behorde oder

Abf al | ent sor gungsunt ernehnmen informeren U(Uber die Entsorgungsnig-
i chkeiten.

LI TERATURHI NVEI SE
s. S. 28

Ausgabedat um 06. 04. 2006
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Rubel | a- 1 gG ELI SA PCS nedac

Enzynme i mmunoassay with Pipetting Control System (PCS) for the
gquantitative detection of 1gG antibodies to rubella virus in serum
and cerebrospinal fluid (CSF)

Cat. no.: 136-PKS

FOR I N VI TRO DI AGNOSTI C USE ONLY

| NTRODUCTI ON

The pathogen causing rubella (German neasles), rubella virus, belongs
to the famly of Togaviridae and is assigned to the genus Rubivirus.
The rubella virus has a single-stranded RNA genone and occurs only in
one serotype.

Rubel |l a appears mainly in childhood and takes nornmally a mld course.
The disease is characterised by a small-spotted exanthema and is
acconpani ed by | ynphadenosi s.

During the first trimenon of pregnancy, infections with the rubella
virus can cause a foetal infection, which can lead to irreversible
enbryof oet al damages.

An i muni zation against a rubella virus infection can be achieved with
sui table vaccines. Wth an imunization a protective immunity can be
achieved in about 95 % of the vaccinees. D fferent test nethods are
available to nmeasure the success of the vaccination as well as to
determ ne the status of inmunity.

The detection of rubella virus-specific 1gG antibodies using the
guantitative Rubella-1gGELISA PCS nedac can be carried out fast and
easily. By wusing test controls, which are calibrated against the
i nternational reference of the WHO, it is possible to quantify the
specific anti-rubella Vi rus lgG titer. Low titers in a
hemaggl uti nation inhibition assay (HAI) can be controlled by the
gquantitative detection of specific 1gG anti bodies.

The test is also suitable for the detection of pathogen-specific
i ntrathecal antibody synthesis calculating a specific antibody index
in serum CSF pairs.
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The plate is coated with rubella
virus antigen.

The rubella virus-specific anti-
bodies from the specinen are
sel ectively bound to t he
anti gen.

Per oxi dase- conjugated anti-human
IgG antibodies bind to the
rubel | a-specific anti bodies

(P = peroxidase).

I ncubat i on W th TMB- substrate
(*). The reaction is stopped by
the addition of sulfuric acid.
The absorption is read photo-
metrically.

Advant ages of the test

& The Pipetting Control System allows to nonitor visually each
pi petting step through col our changes.

& The breakable mcrowell strips permt efficient use of the test.

& Sui tabl e for automation on open ELI SA devi ces.

& One-point quantification, no standard curve needed.

& No additional calibration curve for diagnostic of CSF needed.

& Suitable for parallel detection of inmmune status and pathogen-
speci fic antibody index.
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KI T CONTENTS
Cat. no.: 136-PKS

1. | MIP

Mcroplate: 12 x 8 wells, red-coded (with franme and desiccant
vacuum sealed in alumnium bag), breakable, Uform coated wth
rubella virus antigen, BSA and pH indicator, ready to use.

2. | CONTRCL | -

Negative control: 2 vials wwth 0.75 nml each, human serum ready to
use, contains BSA, phenol, Prodinl 300 and gentamyci ne sulfate.

3. | CONTROL | +

Positive control: 2 vials with 0.75 m each, human serum ready to
use, contains FCS, BSA, phenol, Prodindd 300 and gentamnycine
sul fate.

4. | CAL

Calibrator: 2 vials with 0.75 m each, human serum ready to use,
contai ns FCS, BSA, phenol, ProdinOd 300 and gentanycine sulfate.

5. | VB

Wash buffer: 1 bottle with 100 m, PBS/ Tween (10 x), pH 7.2 - 7.4,
contains Prodind 300.

6. | VIR DL

Sanple diluent: 1 bottle with 110 m, PBS/ Tween/BSA, pH 7.2 - 7.4,
ready to use, contains Prodind 300.

7. | CON

Conjugate: 3 vials with 5.0 m each, goat anti-human 1gG HRP-
conjugated, ready to use, stained green, contains BSA phenol,
ProCl in0 300 and gentanyci ne sul fate.

8. | TMB
TMB-substrate: 1 vial with 10 nl, ready to use.

9. | STOP

Stop solution: 2 vials with 14 ml each, 0.5 Msulfuric acid (HSQ),
ready to use.
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1.

STORAGE AND STABILITY

MATERI AL/ REAGENT |STATE STORAGE STABI LI TY
Test kit unopened 2...8°C until expiry date
M cropl ate opened 2...8°Cin bag 6 weeks
wi t h desi ccant
Control s/ opened 2...8°C 6 weeks
Cal i brator
Wash buffer di | ut ed 2...8°C 6 weeks
Sampl e di |l uent opened 2...8°C 6 weeks
Conj ugat e opened 2...8°C 6 weeks
TMB- substrate opened 2...8°C 6 weeks
Stop sol ution opened 2...8°C until expiry date

Do not use the reagents after the expiry date.

2. REAGENTS AND MATERI ALS REQUI RED BUT NOT PROVI DED

2.1. Water for injection (HO redist.). Use of deionised water can
di sturb the test procedure.

2.2. Adjustable mcropipettes.

2.3. Cean glass or plastic containers for dilution of wash buffer and
speci nen.

2.4. Suitable device for mnmicroplate washing (e.g. nmultistepper or
ELI SA washer).

2.5. Incubator for 37 °C

2.6. Mcroplate reader with filters for 450 nmand 620 - 650 nm

3. PREPARATI ON OF THE REAGENTS

Before starting the test procedure all kit conponents nust be equili-
brated to roomtenperature.

Cal cul ate the nunber of wells required.

3. 1.

18

M cropl ate

The alum nium bag has to be tightly resealed together with the
desiccant after each renoval of wells. Storage and stability of
the wells are indicated in table 1
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Note: The mcroplate wells have a |ight green colour. Eventually
occurring greenish brown stains inside the wells are due to the
production process and do not influence the test perfornmance.

3.2. Wash buffer
M x one volunme of wash buffer (10 x) with nine volunes of water
for injection (e.g. 50 mM wash buffer (10 x) wth 450 mM water).
10 m of diluted wash buffer are needed for eight wells.

Crystals in the wash buffer (10 x) have to be dissolved by
warm ng (max. 37 °C) and/or stirring at RIT.

Do not mx test specific reagents (mcroplate, controls, conjugate,
calibrator) fromdifferent kit |ots.

In contrast to that sanple diluent, wash buffer, TM-substrate and
stop solution are generally exchangeable in all virological ELISA
medac.

Reagents from ot her manufacturers nust not be used in general.

Valid and reproducible results are only obtained if the test procedure
I's precisely foll owed.

4. SPECI MVEN

4.1. The test is suitable for serumand CSF sanples (for the detection
of CSF, see 8.).

4.2. Pretreatnment of sera, e.g. inactivation, is not necessary.
However, they should neither be contam nated with m croorgani sns
nor contain any red bl ood cells.

4.3. Sera have to be diluted 1 : 200 with sanple diluent. W recomend
to prepare an initial dilution of 1 : 50 (e.g. 10 pl serum +
490 pl sanple diluent). For further 1 : 4 dilution just prepare
the volume needed. Sanples outside the nmeasuring range can be
di luted further.

4.4 The diagnostic investigation of serumCSF pairs is detailed
descri bed under 8.

5. A. TEST PROCEDURE

5.1. Cut the alum nium bag above the zip fastener and take out the re-
qui red nunber of mcroplate wells (see 3.1.).

Mcroplate wells are ready to use and do not have to be pre-
washed.
136- PKS- VPDE/ 060406 19



5. 2.

5. 3.

5. 4.

5. 5.

5. 6.

5. 7.

5. 8.

5. 0.

20

Leave well Al enpty as blank (see 6.A.). Add 50 pl each of the
negative control, the positive control as well as the diluted
sanples in single determnation, and 50 pl of the calibrator in
duplicate to the wells.

After pipetting the sanples (pH neutral or basic fluid) the wells
turn blue. A mssing colour change in one well indicates that no
sanpl e or control has been added.

| f necessary, the mcroplate wells can be kept in a hum d chanber
up to 60 mn at 2 - 8 °C before proceeding.

| ncubate the microplate wells for 60 min (£ 5 mn) at 37 °C (%
1 °C in a humd chanber or sealed with incubation cover foil

After incubation wash the mcroplate wells three times wth
200 pl wash buffer per well. Pay attention that all wells are
filled. After washing tap mcroplate wells on filter paper.

Do not allow the wells to dry out! Proceed inmediately!
Add conjugate (coloured green) to each well (except Al).

50 ul of conjugate have to be pipetted into the wells if the test
i s done manual ly.

Pl ease note:

When working with automated devices, 60 pl of conjugate have to
be pipetted into each well due to a higher evaporation in the
i ncubati on chanbers of the devices.

The suitability of the test for automated devices was confirnmed
during the evaluation of the test. Nevertheless we recommend to
verify the conpatibility of the test with the devices used in the
| ab.

| ncubate again for 60 min (x5 mn) at 37 °C (2 1 °C) in a humd
chanber or seald with incubation cover foil.

After incubation wash mcroplate wells again (see 5.4.).

Add 50 pl of TMB-substrate to each well (also Al) and incubate
for 30 min (£ 2 min) at 37 °C (x 1 °C in a humd chanber or
sealed with incubation cover foil in the dark. Positive sanples
turn bl ue.

Stop the reaction by adding 100 pl of stop solution to each well
(al so Al). Positive sanples turn yell ow
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Clean mcroplate wells from underneath before the photonetric reading
and take care that there are no air bubbles in the wells.

The reading should be done within 15 mn after
tion!

addi ng the stop sol u-

5. B. TABLE FOR THE TEST PROCEDURE

Bl ank Negat i ve Positive | Calibrator Sanpl e
(A1) control control

Neg. control - 50 ul - - -
Pos. control - - 50 ul - -
Cal i brator - - - 50 ul -
Sanpl e - - - - 50 p

| ncubate for 60 mn at 37°C, wash 3 x with 200 pul wash buffer
Conj ugat e [ - [50/60 wl *) [50/60 pl *) [50/60 ul *) |50/60 pl *)

| ncubate for 60 mn at 37 °C, wash 3 x with 200 pul wash buffer
TMB-substrate | 50 pyl | 50 pl | 50 pl | 50 ul | 50 p

I ncubate for 30 min at 37 °Cin the dark
Stop solution| 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 pl | 100 p
Photonetric reading at 450 nm (ref. 620 - 650 nm
*) manual /aut omatic procedure (see 5.6.)
6. A, CALCULATI ON OF RESULTS (VALIDI TY)
O Read OD val ues at 450 nm (reference wavel ength 620 - 650 nm.
O Subtract the OD value of the blank (well Al) from all other OD
val ues.
O Lot -specific data
The lot-specific data sheet provided with the kit contains the

follow ng information:

- Lot-specific calibration curve

- Curve paraneters a, b and c

- Nom nal OD value of the calibrator

- Lower ODIimt of the calibrator

- Nom nal concentration range (11U m) of the positive contro

O Validity criteria

- The OD val ue of the negative control has to be < 0.150.
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6.

- The unit value of the positive control has to be within the
nom nal range indicated in the |ot-specific data sheet.

- The nean OD value of the calibrator has to be above the | ower
D limt indicated in the |ot-specific data sheet.

- Additional validity criteria for the detection of serum CSF
pairs see 8.

Repeat the run if the results do not neet the specification!

Correction of the results

The measured OD values of the positive control and the sanples
have to be corrected as foll ows:

Nom nal OD val ue of the cali brator

ODcorrected = - X ODieasur ed
Measured OD val ue of the calibrator

Quantification of the results

The corresponding concentrations of the corrected OD values in
IUmM can be read from the lot-specific calibration curve (see
| ot -specific data sheet).

Al ternatively, the concentrations can be calculated using the
foll owi ng formul a:

Concentration[lU/rﬂ]:b/[ a —1j
ODcorrected- C

Most of the new ELISA readers allow to program the fornula, thus
enabel i ng an automated data processing.

The neasuring range spans from5 to 200 U nm. Sanples below this
range have to be interpreted as < 5 I1Um, those above as
> 200 U mM. These val ues nust not be extrapol at ed.

The cut-off for immnity is 15 U nl.

Grey zone = cut-off £ 20 % (= 12 to 18 11U mM).

| NTERPRETATI ON OF RESULTS/ LI M TATI ONS OF THE METHCD

22

Sanples wth Unit values below the lower |imt of the grey zone
are reported as NEGATIVE with regard to immunity.
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Sanples with Unit values within the grey zone are reported as

Due to the fact that a protective immunity is not given wth
equi vocal results these sanples should be retested together wth
a fresh specinmen taken 14 days later in order to deternmine a

Sanmples with Unit values exceeding the upper limt of the grey
zone are reported as POSITIVE with regard to immunity.

The results should always be interpreted in connection wth
clinical data and additional diagnostic paraneters.

Very high concentrations of |I|ipids in positive sanples can
i nfluence the neasured concentration of antibodies.
Hi gh concentrations of henoglobin and bilirubin do not influence

W determned the following performance characteristics during

. EQUI VOCAL.
titer change.
U
U
U
the test results.
7. PERFORVANCE CHARACTERI STI CS
t he di agnostic eval uati on.
7. SENSI TI VI TY AND SPECI FI CI TY

350 sera from patients, 100 of them detected as negative with the
rubella hemaglutionation inhibition assay, and 250 of them
detected as positive with a reference ELISA were neasured wth
the Rubella-1gG ELISA PCS nedac. The results obtained are shown
in the table bel ow

Ref erence test

negative positive

Rubel | a- 1 gG ELI SA PCS negative 99 0

positive 1* 250

* Sanpl e was detected as equi vocal
Sensitivity = 100 %
Specificity = 99.00 %
Positive predictive val ue: 99. 60 %
Negative predictive val ue: 100 %
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7. B. PRECI S| ON

Sanpl e Intra-assay variation Sanpl e | nter-assay variation
mean SD CV (9 n mean SD CV (9 n
oD U

NC 0.029 | 0.002 7 22 |PC 13.6 0.8 6 13

PC 0.338 | 0.014 4 22 N 2 17.9 1.5 8 13

Cal 0.952 | 0.046 5 22 N 3 90. 4 11.3 13 13

N 1 1.764 | 0.070 4 22 |N° 4 145.5 18. 7 13 13

NC = Negative Control; PC = Positive Control; Cal = Calibrator

8. DI AGNOSTI C | NVESTI GATI ONS OF CEREBROSPI NAL FLUI D ( CSF)

The detection of rubella-specific antibody synthesis in the centra
nervous system (CNS) during the diagnostic investigation of
cerebrospinal fluid is an essential part of the differential
di agnostic of acute infections, and also of chronic conditions
I nvol vi ng the CNS.

Apart from fungi and bacteria, there are nunerous viruses that can be
responsible for infections with OCNS involvenent. Furthernore, in
chronic diseases such as nmultiple sclerosis, high antibody indices for
neasl es, rubella and/or varicella-zoster are found in about 95% of all
cases.

The identification of rubella-specific intrathecal antibody synthesis
is perfornmed by estimation of the antibody index (Al) according to
Rei ber (Rei ber 1987, 1999). In order to calculate the Al the follow ng
conditions nmust be fulfilled:

- estimation of the albumin quotient (Qup) SO as to assess the
function of the blood-brain-barrier and to calculate the Lines
value in patients with elevated 1gG quotients (Qot > Qi

- estimation of the total 1gG quotient (Qot)

8.1. SPECI MEN

8.1.1. The test is suitable for serum CSF paired sanpl es.
8. 1. 2. Pre-treatnent of sera and CSF sanples, e.g., inactivation, is

not necessary. However they should neither be contani nated
Wi th m croorgani sns nor contain any red bl ood cells.
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8.1.3. Ser um

In addition to the 1 : 200 dilution for determ nation of

serostatus, the sera are diluted 1 : 1500 wth

sanpl e

diluent. To calculate the Al, a dilution should be chosen so
that its IU value wll lie inside the assay range (see 6. A
and 8.2.). If the U values for both dilutions are within the

assay range of 5 - 200 IU, the IU value of the 1
dilution should be chosen to calculate the Al.

1500
U

val ues for both dilutions are above 200 IU, the sanple has to

be further dil uted.

8.1.4. Cer ebrospinal fluid
The CSF sanples are diluted to a standard dilution 1
sanple diluent. If the neasured antibody concentration

5 wth
is

outside the neasuring range, the sanple has to be further
diluted, or has to be retested in a lesser dilution (max.

1: 2).

Serum and cerebrospinal fluid have always to be assayed
parallel in the same test run (this also applies to

nmeasur enent s) !

8. 2. TEST PROCEDURE

in
r epeat

The further test setup for rubella-1gG determnation in serum CSF

pairs is perfornmed as described under 5. A

8. 3. DETERM NATI ON OF TOTAL 1gG AND ALBUM N CONCENTRATI ONS

In addition to the rubell a-specific 1gG determ nations, in each sanple

pair the total 1gG concentration and the al bumi n concentration in

serum and CSF have to be determ ned.

8.4. CALCULATI ON OF RESULTS/ VALIDITY

* Validity

The validity criteria specified under 6. A are applicable.

Repeat the run if the results do not neet the specification.

The follow ng points also apply to CSF investigations:

136- PKS- VPDE/ 060406
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8.

5.

Sera with an antibody content < 5 |U in a dilution of
1 : 200 are considered as seronegative. In such cases the
anti body i ndex cannot be determ ned.

In extrenely rare cases, sero-negative patients my have
denonstrable intrathecal antibodies because of rubella-
associ at ed encephal opat hi es.

The assay range for CSF extends from2 - 200 |U.

CSF sanples form patients with positive serostatus which at
the dilution of 1 : 5 are below the assay range, should be
retested in a lesser dilution (maximum1l : 2).

Eval uati on

Cal cul ation of 1U values see 6. A
Cal cul ati on of the pathogen-specific IgG quotient (Qpec)-

Qspec: | U CSF x dilution CSF
U serum x dilution serum

Cal cul ation of the antibody index

The pat hogen-specific index is calculated fromthe fonul ae:

1. Al = Qpec Qo (for Qot < Qim
2. Al = Qpec/ Qim (for Qot > Qi

3. Qin=0,93 X\/Q| L +6 x10° -1, 7 X107

| NTERPRETATI ON_ OF RESULTS

26

*

Al values from0.6 — 1.3 are regarded as the normal range.

Al values > 1.3 and < 1.5 are regarded as borderline.
The abnormal range is defined as Al > 1.5.

Al values < 0.6 point to analytical errors and cannot be
i nterpreted.

The CSF diagnostic criteria for an acute, active disease of
the CNS are raised cell count and a raised al bum n quotient.
These reflect obstruction to CSF flow due to sone
i nfl ammat ory conditi on.

El evated antibody indices are not reliable evidence of the
acute phase of an infective CNS disease, because anti bodi es,
even intrathecally, may persist for long periods, and
because polyspecific CNS-intrinsic antibody synthesis may
occur. In sone circunstances it nay be advisable to | ook for
a significant change in the Al value by testing second
paired serum CSF sanples. For this purpose further sanple
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collection will be necessary and should be perforned after a
time interval chosen in the light of the «clinical
Ci rcunst ances.

GENERAL HANDLI NG ADVI CES

O To avoid cross contam nation do not exchange the vials and their
screw caps.

O The reagents have to be sealed imediately after use to avoid
evaporation and m crobi al contam nation.

O After use, the reagents have to be stored as indicated to
guarantee the shelf life.

O After use, all conponents of the testkit should be stored in the
original package, in order to avoid mxing up the reagents of
ot her test systens or lots (see also 3.).

HEALTH AND SAFETY | NFORMATI ON

O The |ocal occupational safety and health regulations have to be
regar ded.
O Reagents of human origin have been tested and found to be

negative for HBsAg, for antibodies to HV-1/2 and to HCV. Never-
theless, it is strongly recormended that these nmaterials as well
as those of animal origin (see kit contents), should be handled
as potentially i nfectious and used wth al | necessary
precauti ons.

DI SPOSAL CONSI DERATI ONS

Resi dues of chemcals and preparations are generally considered as
hazardous waste. The disposal of this kind of waste is regulated
t hrough national and regional |aws and regul ati ons. Contact your | ocal
authorities or waste management conpanies which will give advice on
how t o di spose hazardous wast e.

REFERENCES
see page 28

Date of issue: 06.04.2006
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