VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA
(FSME/TBE IgG/IgM ELISA)

Bestell-Nr.: EC117.00 Farbcodierung: gold/transparent

FSME/TBE IgG Liquor/CSF Standards
Bestell-Nr.: EC117L60

FSME/TBE IgG Liquor/CSF Al Ctrl-Set
Bestell-Nr.: EN117L65

FSME/TBE IgM Liquor/CSF Standards
Bestell-Nr.: EC117L80

NUR ZUR IN VITRO DIAGNOSTIK

Virotech Diagnostics GmbH
Waldstrasse 23 A2
63128 Dietzenbach, Germany

Tel.: +49(0)6074-23698-0
Fax.: +49(0)6074-23698-900
www.goldstandarddiagnostics.com

q

Freigabedatum26.04.2022 19:34
REV 21/VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA DE


http://www.goldstandarddiagnostics.com/

L. VerWenNAUNGSZWECK .. .ottt e e et e e et e e s anbr e e e e e 3

2. DiagnNoStiSCNE BEUBULUNG ... .etiiiiiiiie ittt ettt e et e e e st e e e st e e e e e sba e e e e sabreeeeabneeeeaaes 3

T ST 1 o] £ 10 4 o S OO P TP OP PP UPPPI 3

4.  Packungsinhalt (IgG UNd IgM TESTKIT)........eveiiiiiieiiiii e 3

5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien .................... 4

6. VorsichtsmalRnahmen und WarNhiNWEISE .......u.eiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e s eeaaaas 4

7. Zusatzlich benétigtes Material (wird nicht mitgeliefert)........ocoovveie i, 4

8. TestdurChflhNrUNg ... 4

8.1
8.2
8.3
8.4

Vorbereitung der Reagenzien ..............

UNEEISUCHUNGSIMALETIAN .......eeee ettt ettt e h bt e e sttt e e kbt e e e a b et e 4ab et e e b bt e e ek b e e e ambe e e e bbe e e e anbeeesnbneeeannns

VIROTECH ELISA Testdurchfiihrung...
EINSALZ VON ELISA-PIOZESSOIEIN ......uiiiiiiiee e e ettt e e e ettt e e e e e e st e e e e e e s aeateeeaeaesasatesaeeeeaastaseeeeeeesnssbeseeeeesastasneeeeeesnsnnns

LS O =TS = U E V=T o (U oo PO PTUPPUPPPPRN 6

9.1
9.2
9.3
9.4

Auswertungsschema IgG und IgM ................

TESHUNKIONSKONIIOIIE: ... ettt e ettt e e e e sttt e e e e e e aa bbb et e e e e e s ssbe b et e e e e e snbbbeeeee e e s nnbbbeeeeeeessnbeneeas 6
Berechnung der VIROTECH Einheiten (VE)..

(T gV 2= T (ST =TS SRR

O =TT AU T K=o F= 1= O O T PP OTPPTPUPPPP

10.1
10.2
10.3
10.4
10.5
10.6

Diagnostische Sensitivitat
Sensitivitat ........cccoeevveeennnn.

ST o174 {1 S P T T O PSP O ST U PP PPR R PPPPPRPRPIN
DUrchsSeuChUNQG (EIWAIELE WEITE) ......coiuiiiiiiiie ettt e et e ettt seb e ettt e e e e e st e e e nenees
Intra-Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit) ..
Inter-assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit)

O I (T 0= ) (U1 TR 9

N W= F= o EoTU L £Tod g T=] o 1= T 10

Seite 2 von 10 REV 21
VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA DE Freigabedatum 26.04.2022 19:34



1. Verwendungszweck
Der VIROTECH FSME/TBE 1gG/IgM ELISA dient dem Nachweis einer akuten Infektion oder einer kurzlich durchgemachten
Infektion mit dem Friihsommer-Meningoenzephalitis-Virus (FSME) / tick borne encephalitis (TBE) bzw. der Detektion von
Impfantikérpern.

2. Diagnostische Bedeutung
Das FSME-Virus gehort zur Familie der Flaviviren (2). Sein Hauptverbreitungsgebiet ist Mittel- und Osteuropa: Ruf3land,
Lettland, Siidschweden, Tschechien, Slowenien, Osterreich, Schweiz, Kroatien und Albanien. Innerhalb Deutschlands finden
sich Endemiegebiete mit Naturherden in erster Linie im stdlichen Landesteil: Bayern, Baden Wurttemberg; selten Odenwald,
Ostlich von Marburg, Rheinland-Pfalz, Saarland, Thiringen, Sachsen und sehr selten Brandenburg (3, 4).
Es wird meist durch den Stich infizierter Zecken (Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus) auf den Menschen Ubertragen. Eine
Ubertragung von Mensch zu Mensch findet nicht statt (5).
Das FSME-Virus ist der Ausldser der Frihsommer-Meningoenzephalitis. Die Erkrankung hat einen biphasischen Verlauf. Nach
einer Inkubationszeit von meist 7 — 14 Tagen (selten 3 — 28 Tagen) beginnt die 3 — 7 Tage dauernde virAmische Phase (1.
Phase) mit grippeahnlichen Symptomen, wie Kopf- und Gliederschmerzen, Fieber, katharrhalische Erscheinungen der oberen
Luftwege und bisweilen gastrointestinalen Beschwerden. Bei abortivem Verlauf endet die Krankheit nach der Viramie (2).
Bei ca. 10% der Falle beginnt nach einem meist beschwerdefreien Intervall von ca. 8 Tagen die 2. Phase mit erneutem starkem
Fieberanstieg. Diese kann im Verlauf als Meningitis, Meningoenzephalitis oder Meningoenzephalomyelitis in Erscheinung
treten. Die Letalitatsrate bei schweren Verlaufsformen betragt 1 — 2% (2).
Zur Abklarung der Immunitatslage ist der ELISA das Testformat der Wahl, da die KBR zu wenig sensitiv und unspezifisch ist,
und NT bzw. HAT zur Detektion von IgM-Antikérpern nicht geeignet sind (2).
Etwa 10 Tage nach Eintreten der Krankheitssymptome der 1. Phase beginnt der Anstieg der IgM-Antikdrperkonzentration (1),
die im frihen Krankheitsstadium, etwa um die 6. Woche, ihr Maximum erreicht (2). Nach etwa 10 Monaten sinken die IgM-
Antikérper auf nicht mehr nachweisbare Konzentrationen ab (2).
Ungeféahr ab dem 14. Tag nach Krankheitsbeginn steigt die IgG-Antikdrperkonzentration an (1). Nach ca. 6 Wochen erreichen
die 1lgG-Antikdrper ihre Maximalkonzentration (6), die Giber mehrere Jahre erhalten bleibt oder nur leicht abfallt (2).
Durch Impfung kann eine auf einige Jahre begrenzte Immunitét aufgebaut werden, die regelméRig aufgefrischt werden muss
(5).

3. Testprinzip
Der im Humanserum gesuchte Antikorper bildet mit dem auf der Mikrotiterplatte fixierten Antigen einen Immunkomplex. Nicht
gebundene Immunglobuline werden durch Waschprozesse entfernt. Mit diesem Komplex verbindet sich das Enzym-Konjugat.
Nicht gebundene Immunglobuline werden wiederum durch Waschprozesse entfernt. Nach Zugabe der Substratlésung (TMB)
entsteht durch Enzymaktivitat (Peroxidase) ein blauer Farbstoff, der nach Zugabe der Stopplésung nach Gelb umschlagt.

4. Packungsinhalt (IgG und IgM Testkit)
1. 1 Mikrotiterplatte, bestehend aus 96 mit Antigen beschichteten, abbrechbaren Einzelkavitaten, lyophilisiert
2. PBS-Verdinnungspuffer (blau, gebrauchsfertig), 2x50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20
3. PBS-Waschlésung (20x konzentriert), 50ml, pH 7,2, mit Konservierungsmittel und Tween 20
4. 1gG negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
5. 1gG cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
6. 1gG positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
7. IgM negative Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
8. IgM cut-off Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig
9. IgM positive Kontrolle, 1300ul, Humanserum mit Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, gebrauchsfertig

10. IgG-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit Proteinstabilisatoren und
Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig
11. IgM-Konjugat (anti-human), 11ml, (Schaf oder Ziege)-Meerrettich-Peroxidase-Konjugat mit FCS und

Konservierungsmittel in Tris-Puffer, gebrauchsfertig
12. Tetramethylbenzidin-Substratlésung (3,3",5,5 TMB), 11ml, gebrauchsfertig
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13.  Citrat-Stoppldsung, 6ml, enthélt ein Sduregemisch

5. Lagerung und Haltbarkeit des Testkits und der gebrauchsfertigen Reagenzien

Testkit bei 2-8°C aufbewahren. Die Haltbarkeit der einzelnen Komponenten ist auf dem jeweiligen Etikett vermerkt; Kit-
Haltbarkeit siehe Qualitatskontrollzertifikat.

1. Nach Entnahme der benétigten Einzelkavitaten die restlichen Einzelkavitaten/Streifen in verschlossenem Beutel mit
Trockenmittel bei 2-8°C lagern. Reagenzien sofort nach Gebrauch wieder bei 2-8°C lagern.

2. Das gebrauchsfertige Konjugat und die TMB Substratlésung sind lichtempfindlich und mussen im Dunkeln aufbewahrt
werden. Kommt es durch Lichteinfall zu einer Farbentwicklung der Substratldsung, so ist diese zu verwerfen.

3. Nur die fur den Testansatz benétigte Menge vom gebrauchsfertigen Konjugat bzw. TMB entnehmen. Zuviel
entnommenes Konjugat bzw. TMB darf nicht zurtickgefuhrt werden, sondern ist zu verwerfen.

Material Zustand Lagerung Haltbarkeit
Untersuchungsproben "e“’”f‘”t *+2 b?s +8°C max. 6h
unverdinnt +2 bis +8°C 1Woche
Kontrollen nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate

- +2 bis +8° (Lagerung im mitgelieferten

MTP nach Offnen Beutel r$1it 'gll'rockgnmittelt?eutel) 3Monate
unverdinnt, nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
RF Sorbo Tech verdiinnt +2 bis +8°C 1Woche
Konjugat nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
TMB nach Offnen +2 bis +8°C (lichtgeschiitzt) 3Monate
Stopplésung nach Offnen +2 bis +8°C 3Monate
Waschldsung nach Offnen _ +2 pis +8°C 3Monate
endverdinnt (gebrauchsfertig) +2 bis +25°C 4Wochen

6. Vorsichtsmallnahmen und Warnhinweise

1. Als Kontrollseren werden nur Seren verwendet, die getestet und als HIV1-AK, HIV2-AK, HCV-AK und Hepatitis-B-
surface-Antigen negativ befundet wurden. Trotzdem sollten alle Proben, verdinnte Proben, Kontrollen, Konjugate und die
Mikrotiterstreifen als potentiell infektidses Material betrachtet und entsprechend sorgfaltig gehandhabt werden. Es gelten
die jeweiligen Richtlinien fur Laborarbeiten.

2. Die Komponenten, die Konservierungsmittel enthalten, Citrat-Stopplésung und TMB, wirken reizend auf die Haut, Augen
und Schleimh&ute. Bei Beruihrungen die betroffenen Kdrperstellen sofort unter flieRendem Wasser abwaschen und
eventuell den Arzt aufsuchen.

3. Die Entsorgung der verwendeten Materialien erfolgt nach landerspezifischen Richtlinien.

7.  Zusatzlich bendétigtes Material (wird nicht mitgeliefert)

Aqua dest./demin.

Mehrkanalpipette 50pl, 100pl

Mikropipetten: 10pl, 100ul, 1000ul

Reagenzglaser

Zellstofftlicher

Abdeckung fur ELISA-Platten

Abfallbehéalter fur infektioses Material

ELISA Handwascher bzw. automatischer Wascher fir Mikrotiterplatten

Spektralphotometer fur Mikrotiterplatten mit 450/620nm Filter (Referenzwellenlange 620-690nm)
Brutschrank

© ® N U AN
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8. Testdurchfuhrung

Die exakte Einhaltung der VIROTECH Diagnostics Arbeitsvorschrift ist Voraussetzung fir das Erzielen korrekter Ergebnisse.
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8.1 Untersuchungsmaterial
Als Untersuchungsmaterial kann Serum und Plasma (hierbei ist die Art der Antikoagulanzien nicht von Relevanz) eingesetzt
werden, auch wenn in dieser Gebrauchsanweisung nur Serum erwahnt ist.
Patienten-Verdiinnungen immer frisch ansetzen.
Fur eine langere Aufbewahrung missen die Seren eingefroren werden. Mehrmaliges Auftauen sollte vermieden werden.
1. Nur frische, nicht inaktivierte Seren benutzen.
2. HyperlipAmische, hamolytische, mikrobiell kontaminierte Proben und triibe Seren nicht verwenden (falsch
positive/negative Ergebnisse).

8.2 Vorbereitung der Reagenzien
Die VIROTECH Diagnostics System Diagnostik bietet ein hohes Maf3 an Flexibilitéat durch die Moglichkeit, Verdiinnungs- und
Waschpuffer, TMB, Citrat-Stopplésung sowie Konjugat parameter- und chargenlbergreifend einzusetzen. Die
gebrauchsfertigen Kontrollen (positive Kontrolle, cut-off Kontrolle, negative Kontrolle) sind parameterspezifisch und
ausschlieRlich mit der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen Plattencharge zu verwenden.

Brutschrank auf 37°C einstellen und sich vor Inkubationsbeginn vom Erreichen der Temperatur Giberzeugen.

Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen; erst dann die Verpackung mit den Teststreifen 6ffnen.

Alle Flussigkomponenten vor Gebrauch gut schitteln.

Waschlésungs-Konzentrat auf 1Liter mit Aqua dest./demin. auffiillen (bei eventueller Kristallbildung des Konzentrates
dieses bitte vor dem Verdiinnen auf Raumtemperatur bringen und vor Gebrauch gut schitteln).

5.  Hohe IgG-Titer oder Rheumafaktoren kénnen den spezifischen Nachweis von IgM-Antikérpern stéren und zu falsch
positiven bzw. falsch negativen Ergebnissen fihren. Fur eine korrekte IgM-Bestimmung ist es daher erforderlich, die
Seren mit RF-SorboTech (VIROTECH-Adsorptionsmittel) vorzubehandeln. Bei IgM-Kontrollen entféllt die
Voradsorption.

PN e

8.3 VIROTECH ELISA Testdurchfiihrung
1. Pro Testansatz 100pl des gebrauchsfertigen Verdiinnungspuffers (Leerwert), der Kontrollen und der verdiinnten
Patientenseren pipettieren. Wir empfehlen jeweils einen Doppelansatz (Leerwert, Kontrollen und Patientenseren); bei der
cut off Kontrolle ist ein Doppelansatz zwingend notwendig. Arbeitsverdiinnung der Patientenseren: 1+100; z.B. 10pl
Serum + 1ml Verdlnnungspuffer.

2. Nach Pipettierung erfolgt die Inkubation fur 30 Min. bei 37 °C (mit Abdeckung).

3. Beenden der Inkubationsperiode durch 4 maliges Waschen mit je 350-400ul Waschlésung pro Kavitat. Waschlésung
nicht in den Kavitaten stehen lassen, sondern letzte Flissigkeitsreste durch Ausklopfen auf einer Zellstoffunterlage
entfernen.
100pl des gebrauchsfertigen Konjugats in alle Kavitaten pipettieren.

Inkubation der Konjugate: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung).

Beenden der Konjugatinkubation durch 4 maliges Waschen (siehe Pkt. 3).

100pl der gebrauchsfertigen TMB-Substratlésung in jede Kavitat pipettieren.

Inkubation der Substratldsung: 30 Min. bei 37°C (mit Abdeckung, dunkel stellen).

Abstoppen der Substratreaktion: in alle Kavitaten je 50ul Citrat-Stopplésung pipettieren. Die Platte vorsichtig und

sorgfaltig schitteln bis sich die Flissigkeiten vollstéandig durchmischt haben und eine einheitliche gelbe Farbe sichtbar

wird.

10. Extinktionen bei 450/620nm (Referenzwellenlange 620-690nm) messen. Photometer so einstellen, dass der gemessene
Leerwert von allen anderen Extinktionen abgezogen wird. Die photometrische Messung sollte innerhalb einer Stunde
nach Zugabe der Stoppldsung durchgefiihrt werden.

© ® N o oA

Testablaufschema siehe letzte Seite]

8.4 Einsatz von ELISA-Prozessoren
Alle VIROTECH Diagnostics ELISAs kdnnen mit Hilfe von ELISA-Prozessoren abgearbeitet werden. Der Anwender ist
verpflichtet eine regelméaRige Geratevalidierung durchzufihren.
VIROTECH Diagnostics empfiehlt die folgende Vorgehensweise:
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1. Bei Geratestellung bzw. gréReren Reparaturen Ihres ELISA Prozessors empfiehlt VIROTECH Diagnostics, die
Validierung des Gerates gemal den Vorgaben des Gerateherstellers vorzunehmen.

2. Es wird empfohlen, anschlieBend den ELISA Prozessor mit dem Validierungskit (EC250.00) zu Uberpriifen. Diese
regelmaRige Uberprifung mit dem Validierungskit sollte mindestens einmal pro Quartal durchgefiihrt werden.

3. Beijedem Testlauf missen die Freigabekriterien des Qualitéatskontrollzertifikates zum Produkt erfullt werden.

Diese Vorgehensweise gewadhrleistet die einwandfreie Funktion lhres ELISA Prozessors und dient dariiber hinaus der

Qualitatssicherung des Labors.

Testauswertung

9.1

9.2

9.3

Die gebrauchsfertigen Kontrollen dienen einer semiquantitativen Bestimmung spezifischer 19G- und IgM-Antikdrper, deren
Konzentration in VIROTECH Einheiten (=VE) angegeben wird. Durch die Testdurchfiihrung bedingte Schwankungen werden
Uber die Berechnungsmethode ausgeglichen und es wird damit eine hohe Reproduzierbarkeit erreicht. Fir die Berechnung
der VE werden die Mittelwerte der OD-Werte eingesetzt.

Testfunktionskontrolle:
a) OD-Werte
Der OD-Wert des Leerwertes sollte <0,15 sein.
Die OD-Werte der negativen Kontrollen sollten unterhalb der im Qualitéatskontrollzertifikat angegebenen OD-Werte, die OD-
Werte der positiven Kontrollen sowie der cut-off Kontrollen sollten oberhalb der im Qualitatskontrollzertifikat angegebenen OD-
Werte liegen.
b) VIROTECH Einheiten (VE)
Die VIROTECH Einheiten (VE) der cut-off Kontrollen sind mit 10 VE definiert. Die berechneten VE der positiven Kontrollen
sollten innerhalb der im Qualitétskontrollzertifikat angegebenen Bereiche liegen.

Werden die Anforderungen (OD-Werte, VE) nicht erflillt, so ist der Test zu wiederholen.

Berechnung der VIROTECH Einheiten (VE)
Die Extinktion des Leerwertes (450/620nm) muf3 von allen Extinktionen abgezogen werden.

OD (positive Kontrolle)
OD (cut-off Kontrolle)

OD (Patientenserum)

OD (cut-off Kontrolle)

VE (positive Kontrolle) =

VE (Patientenserum) =

Auswertungsschema lgG und IgM

Ergebnis Beurteilung Interpretation
(VE)
<9,0 negativ Keine Antikdrper nachweisbar

Keine signifikant erhdhte Antikdrper-Konzentration

Testung wiederholen, gegebenenfalls 2. Serumprobe anfordern

Signifikant erhéhte Antikdrper-Konzentration

IgM:

e Frische Infektion

e Kaurzlich durchgemachte Infektion

>11,0 positiv e Impf-Antikérper

1gG:

e Kirzlich durchgemachte Infektion

e Abgelaufene Infektion

e Impf-Antikdrper

9,0-11,0 grenzwertig
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Hinweise

1. Dader VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA nicht zwischen Impf-Antikdrpern und Antikrpern nach Infektion
unterscheiden kann, muss das Impfmanagement beachtet werden.

2. Der VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA kann Kreuzreaktionen mit anderen Flaviviren zeigen, sodass er auch z.B.
nach einer Denguevirus-Infektion oder Gelbfieberimpfung positiv reagieren kann.

3. Chronisch infizierte FSME-Patienten kdnnen Uber Jahre hinweg einen erhdhten IgM-Titer ohne nachweislichen IgG-Titer

haben (7).

9.4 Grenzen des Tests
Die Interpretation serologischer Ergebnisse sollte immer das klinische Bild, epidemiologische Daten und eventuell weitere
zur Verfigung stehende Laborbefunde mit einbeziehen.
Der VIROTECH FSME/TBE 1gG/IgM ELISA kann Kreuzreaktionen mit anderen Flaviviren zeigen, sodass er auch z.B. nach
einer Denguevirus-Infektion oder Gelbfieberimpfung positiv reagieren kann. Isoliert oder nur leicht erhéhte IgM-Antikrper
(ohne 1gG) finden sich ebenfalls als Kreuzreaktion gegen andere Flaviviren oder bei anderweitigen Immunstimulationen und
sichern daher nicht die Diagnose (8).

10. Leistungsdaten

10.1 Diagnostische Sensitivitat

10.

Zur Ermittlung der diagnostischen Sensitivitat wurden 124 klinisch charakterisierte Seren von Patienten mit FSME in 1gG und
IgM getestet.

123 Seren wurden als positiv erkannt, ein Serum wurde als grenzwertig befundet.

Bei Berlcksichtigung des Gesamtbefundes, ergibt sich eine diagnostische Sensitivitat fur IgG und IgM von >99,8%. Das
grenzwertige Ergebnis wurde bei der Ermittlung nicht beriicksichtigt.

2 Sensitivitat
Zur Ermittlung der Sensitivitat wurden drei Testmethoden zu Grunde gelegt: HHT, Neutralisationstest (NT) und ELISA.

Getestet wurden auf dem HHT, verglichen mit dem VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA, 142 FSME positive Seren. Der
Grenztiter liegt bei 1:10. Titer < 1:10 werden negativ befundet.

. FSME/TBE ELISA IgG und IgM Gesamtbefund
Serenkollektiv (n=142) . . B
Negativ Grenzwertig Positiv
HHT Negativ 1 - 6
Befund Grenzwertig - - -
Positiv 3 - 132

In Bezug auf den HHT errechnet sich eine Sensitivitat von 97,8%.

Getestet wurden im Neutralisationstest, verglichen mit dem VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA, 26 FSME positive Seren.

Der Grenzindex zur Bewertung des Neutralisationstests (NT) liegt bei 1,0. Werte <1,0 werden negativ befundet.
. FSME/TBE ELISA IgG und IgM Gesamtbefund
Serenkollektiv (n=26) . . .
Negativ Grenzwertig Positiv
Neutralisationstest (NT) Negativ - 1 1
Befund Grenzwertig - - -
Positiv - - 24

In Bezug auf den Neutralisationstest errechnet sich eine Sensitivitat von >99,8%.
Grenzwertige Ergebnisse wurden nicht berlcksichtigt.
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In einem ELISA wurden, verglichen mit dem VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA, im 1gG und IgM 28 FSME positive Seren

getestet.

Serenkollektiv (n=28)

VIROTECH FSME/TBE ELISA IgG

Negativ Grenzwertig Positiv
ELISA Negativ - 2 4
Befund Grenzwertig - - -
Positiv 1 - 21

Daraus ergibt sich eine Sensitivitat von 95,5%. Grenzwertige Ergebnisse wurden nicht beriicksichtigt.

Serenkollektiv (n=28)

VIROTECH FSME/TBE ELISA IgM

Negativ Grenzwertig Positiv
ELISA Negativ - - -
Befund Grenzwertig - - -
Positiv - 1 27

Daraus ergibt sich eine Sensitivitat von >99,8%. Grenzwertige Ergebnisse wurden nicht beriicksichtigt.

10.3 Spezifitat
Zur Ermittlung der Spezifitat wurden als FSME negativ angenommene Seren in IgG und IgM getestet. Das Serenpanel setzte
sich zusammen aus Blutspender- und Routineseren.

. VIROTECH FSME/TBE ELISA IgG
Serenkollektiv (n=187) ) ) N
Negativ Grenzwertig Positiv
Negativ 175 4 8
. VIROTECH FSME/TBE ELISA IgM
Serenkollektiv (n=160) ) ) B
Negativ Grenzwertig Positiv
Negativ 158 2 0

Fir den VIROTECH FSME/TBE IgG/IgM ELISA errechnet sich fiir IgG eine Spezifitat von 95,6%, fur IgM eine Spezifitat von
>99,8%. Grenzwertige Ergebnisse wurden bei der Berechnung nicht beriicksichtigt.

10.4 Durchseuchung (erwartete Werte)
Die folgende Tabelle zeigt die Austestung von Blutspenderseren.

Dies entspricht einer Durchseuchungsrate im IgG von 8,8% und im IgM von 0%. Im 1gG kann es sich dabei um Impfantikdrper

handeln.
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1gG (n=80) IgM (n=80)
Negativ 73 80
Grenzwertig 0 0
Positiv 7 0
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10.5

Intra-Assay-Variationskoeffizient (Wiederholbarkeit)

In einem Assay wurden Streifen verschiedener Platten einer Charge mit einem Serum getestet. Der so ermittelte
Variationskoeffizient betragt < 12%.

10.6 Inter-assay-Variationskoeffizient (Reproduzierbarkeit)
In 10 unabhangigen Testansatzen wurden in verschiedenen Labors und von verschiedenen Testpersonen 3 Seren getestet.
Der so ermittelte Variationskoeffizient betragt < 15%.
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12. Testablaufschema

Vorbereitung der Patientenproben und Waschldsung

\ 4 IgG-Proben — Verdiinnung
1:101

z.B.:
10 pl Serum/Plasma + 1000 pl Verdinnungspuffer
(Serumverdunnungspuffer ist gebrauchsfertig)

V¥ Waschlésung: Konzentrat auf 1 Liter mit aqua dest./demin. auffiillen

\ 4 IgM-Proben - Verdiinnung

1:101

Rheumafaktoradsorption mit RF-SorboTech

5 pl SerumPlasma + 450 pl Verdinnungspuffer +
1 Tropfen RF-SorboTech bei RT 15 min inkubieren

Testdurchflhrung

Probeninkubation 30 Minuten bei 37°C

4 x Waschen

Konjugatinkubation 30 Minuten bei 37°C

4 x Waschen

Substratinkubation 30 Minuten bei 37°C

Abstoppen

Extinktion messen

100 pl Patientenproben

Leerwert (Verdinnungspuffer) und Kontrollen

400 ul Waschldésung

gut ausklopfen

100 pl Konjugat
1gG, IgM

400 pl Waschldsung

gut ausklopfen

100 pl Substrat

50 pl Stopplésung

vorsichtig schitteln

Photometer bei 450/620nm

(Referenzwellenlange 620-690nm)
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