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Varicella zoster virus IgA ELISA (30114080) ENGLISH

1. INTRODUCTION

Varicella-Zoster Virus (human herpes virus 3, HHV-3) belongs to the a-subfamily of herpesviridae. The virus
particles measure about 145 nm in diameter. They consist of doublestranded DNA, are surrounded by an
icosahedral protein capsid and an envelope which contains both host cells and viral components. The virus
is usually transmitted in respiratory secretions, and a single serotype causes varicella (Chickenpox), a highly
infectious childhood disease, and zoster (shingles), a neurodermic disease; both diseases are found world-
wide. Varicella is the acute disease which follows primary contact with the virus, whereas zoster is the
response of the partially immune host to a reactivation of the varicella virus present in the body in latent
form. Varicella is endemic, most commonly affected are children between 2 and 6 years of age. The course
of disease is usually mild and complicated only in immunocompromised children. Rare fatal cases show
multiple necrotic lesions in brain, lung (varicella pneumonia), kidneys (hemorrhagic nephritis), spleen, bone
marrow, and occasionally in the intestinal tract. The lethality of varicella is below 0.1%. In the infrequent
adult infections the disease is more severe, and complications are to be expected in about 5% of all cases.
Zoster is of low incidence and appears with increasing frequency and severity with advancing age. Usually
the process remains localized, generalization is frequently encountered in a state of immunosuppression.
Fatal cases are very rare and nearly always caused by an underlying disease.

Species |Disease Symptoms Mechanism of Infection
Varicella- | Varicella  (primary | Vesicular eruptions of the skin| Transmission by droplet infection-the
Zoster infection) and mucous membranes;|viruses replicate first in the mucous
Virus Zoster  (secondary | exanthema membranes of the upper respiratory tract
(VZV) infection) Generally zoster shows more|and then spread hematogenously.
inflammation and destructive | Incubation period: Varicella 14-17 days or
changes (i.e. necrosis, | zoster probably 7-18 days
hemorrhages

The presence of virus resp. infection may be identified by:
= Microscopy: Giemsa stain; electron microscopy; IF
= Serology: Detection of antibody production by ELISA

2. INTENDED USE

The Varicella zoster virus IgA ELISA is intended for the qualitative determination of IgA class antibodies
against Varicella-Zoster virus in human serum or plasma (citrate).

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The qualitative immunoenzymatic determination of IgA-class antibodies against Varicella-Zoster Virus (VZV)
is based on the ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiter strip wells are precoated with Varicella-Zoster Virus (VZV) antigens to bind corresponding
antibodies of the specimen. After washing the wells to remove all unbound sample material horseradish
peroxidase (HRP) labelled anti-human IgA conjugate is added. This conjugate binds to the captured
Varicella-Zoster Virus (VZV)-specific antibodies. The immune complex formed by the bound conjugate is
visualized by adding Tetramethylbenzidine (TMB) substrate which gives a blue reaction product. The
intensity of this product is proportional to the amount of Varicella-Zoster Virus (VZV)-specific IgA antibodies
in the specimen. Sulphuric acid is added to stop the reaction. This produces a yellow endpoint colour.
Absorbance at 450 nm is read using an ELISA microwell plate reader.
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4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

= Varicella-Zoster Virus (VZV) Coated Wells (IgA): 12 breakapart 8-well snap-off strips coated
with Varicella-Zoster Virus (VZV) antigen; in resealable aluminium foil.

. IgA Sample Diluent ***: 1 bottle containing 100 mL of buffer for sample dilution; pH 7.2 +
0.2; coloured yellow; ready to use; white cap.

. Stop Solution: 1 bottle containing 15 mL sulphuric acid, 0.2 mol/L; ready to use; red cap.

= WASHBUF |CONC| Washing Solution (20x conc.)*: 1 bottle containing 50 mL of a 20-fold
concentrated buffer (pH 7.2 + 0.2) for washing the wells; white cap.

. Varicella-Zoster Virus (VZV) anti-lgA Conjugate**: 1 bottle containing 20 mL of
peroxidase labelled rabbit antibody to human IgA; coloured violet, ready to use; black cap.

. TMB Substrate Solution: 1 bottle containing 15 mL 3,3',5,5-tetra-methyl-benzidine (TMB);
ready to use; yellow cap.

= |CONTROL + | Varicella-Zoster Virus (VZV) IgA Positive Control**: 1 bottle containing 2 mL;
coloured yellow; ready to use; red cap.

= |CONTROL CQ)| Varicella-ZosterVirus (VZV) IgA Cut-off Control***: 1 bottle containing 3 mL; coloured
yellow; ready to use; green cap.

. Varicella-Zoster Virus (VZV) IgA Negative Control**: 1 bottle containing 2 mL;
coloured yellow; ready to use; blue cap.

* contains 0.1 % Bronidox L after dilution
b contains 0.2 % Bronidox L
xkx contains 0.1 % Kathon

. Materials supplied

1 Strip holder
1 Cover foil
1 Test protocol

.
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. Materials and Equipment needed

ELISA microwell plate reader, equipped for the measurement of absorbance at 450/620 nm
Incubator +37°C

Manual or automatic equipment for rinsing wells

Pipettes to deliver volumes between 10 and 1000 pL

Vortex tube mixer

Deionised or (freshly) distilled water

Disposable tubes

Timer

5. STABILITY AND STORAGE

The reagents are stable up to the expiry date stated on the label when stored at 2 - 8 °C.

6. REAGENT PREPARATION

It is very important to bring all reagents, samples and controls to room temperature (20 - 25°C) before
starting the test run!
6.1. Coated Snap-off Strips

The ready to use breakapart snap-off strips are coated with Varicella-Zoster Virus (VZV) antigen. Store at 2
- 8°C. Immediately after removal of strips, the remaining strips should be resealed in the aluminium foil
along with the desiccant supplied and stored at 2 - 8 °C; stability until expiry date.
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6.2. Varicella-Zoster Virus (VZV) anti-IgA Conjugate

The bottle contains 20 mL of a solution with anti-human-IgA horseradish peroxidase, buffer, stabilizers,
preservatives and an inert violet dye. The solution is ready to use. Store at 2 - 8°C. After first opening
stability until expiry date when stored at 2 - 8°C.

6.3. Controls

The bottles labelled with Positive, Cut-off and Negative Control contain a ready to use control solution. It
contains 0.1% Kathon and has to be stored at 2 - 8°C. After first opening stability until expiry date when
stored at 2 - 8°C.

6.4. IgA Sample Diluent

The bottle contains 100 mL phosphate buffer, stabilizers, preservatives and an inert yellow dye. It is used for
the dilution of the patient specimen. This ready to use solution has to be stored at 2 - 8°C. After first opening
stability until expiry date when stored at 2 - 8°C.

6.5. Washing Solution (20xconc.)
The bottle contains 50 mL of a concentrated buffer, detergents and preservatives. Dilute washing solution
1+19; e.g. 10 mL washing solution + 190 mL fresh and germ free redistilled water. The diluted buffer is

stable for 5 days at room temperature. Crystals in the solution disappear by warming up to +37 °C in a water
bath. After first opening the concentrate is stable until the expiry date.

6.6. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 mL of a tetramethylbenzidine/hydrogen peroxide system. The reagent is ready to use
and has to be stored at 2 - 8°C, away from the light. The solution should be colourless or could have a slight
blue tinge. If the substrate turns into blue, it may have become contaminated and should be thrown away.
After first opening stability until expiry date when stored at 2 - 8°C.

6.7. Stop Solution

The bottle contains 15 mL 0.2 M sulphuric acid solution (R 36/38, S 26). This ready to use solution has to be
stored at 2 - 8°C.

After first opening stability until expiry date.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) samples with this assay. If the assay is performed within 5 days after
sample collection, the specimen should be kept at 2 - 8°C; otherwise they should be aliquoted and stored
deep-frozen (-20 to -70°C). If samples are stored frozen, mix thawed samples well before testing. Avoid
repeated freezing and thawing.

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

Before assaying, all samples should be diluted 1+100 with IgA Sample Diluent. Dispense 10uL sample and
1 mL IgA Sample Diluent into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroughly mix with a Vortex.

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

Please read the test protocol carefully before performing the assay. Result reliability depends on strict
adherence to the test protocol as described. The following test procedure is only validated for manual
procedure. If performing the test on ELISA automatic systems we recommend to increase the washing steps
from three to five and the volume of washing solution from 300uL to 350puL to avoid washing effects. Prior to
commencing the assay, the distribution and identification plan for all specimens and controls should be
carefully established on the result sheet supplied in the kit. Select the required number of microtiter strips or
wells and insert them into the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. Al) for the substrate blank,

1 well (e.g. Bl) for the negative control,
2 wells (e.g. C1+D1) for the cut-off control and
1 well (e.g. E1) for the positive control.

It is recommended to determine controls and patient samples in duplicate, if necessary.
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Perform all assay steps in the order given and without any appreciable delays between the steps.
A clean, disposable tip should be used for dispensing each control and sample.
Adjust the incubator to +37° = 1°C.

1.

w

© o N

11.

Dispense 100uL controls and diluted samples into their respective wells. Leave well Al for substrate
blank.

Cover wells with the foil supplied in the kit.
Incubate for 1 hour £ 5 min at +37 + 1°C.

When incubation has been completed, remove the foil, aspirate the content of the wells and wash
each well three times with 300pL of Washing Solution. Avoid overflows from the reaction wells. The
soak time between each wash cycle should be >5 sec. At the end carefully remove remaining fluid by
tapping strips on tissue paper prior to the next step!

Note: Washing is critical! Insufficient washing results in poor precision and falsely elevated
absorbance values.

Dispense 100uL Varicella-Zoster Virus (VZV) anti-IgA Conjugate into all wells except for the blank
well (e.g. Al). Cover with foil.

Incubate for 30 min at room temperature. Do not expose to direct sunlight.
Repeat step 4.

Dispense 100uL TMB Substrate Solution into all wells

Incubate for exactly 15 min at room temperature in the dark.

. Dispense 100uL Stop Solution into all wells in the same order and at the same rate as for the TMB

Substrate Solution.
Any blue colour developed during the incubation turns into yellow.

Note: Highly positive patient samples can cause dark precipitates of the chromogen! These
precipitates have an influence when reading the optical density. Predilution of the sample with
physiological sodium chloride solution, for example 1+1, is recommended. Then dilute the
sample 1+100 with dilution buffer and multiply the results in U by 2.

Measure the absorbance of the specimen at 450/620 nm within 30 min after addition of the Stop
Solution.

8.2. Measurement
Adjust the ELISA Microwell Plate Reader to zero using the substrate blank in well Al.

If - due to technical reasons - the ELISA reader cannot be adjusted to zero using the substrate blank in well
Al, subtract the absorbance value of well Al from all other absorbance values measured in order to obtain
reliable results!

Measure the absorbance of all wells at 450 nm and record the absorbance values for each control and
patient sample in the distribution and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as reference wavelength is recommended.
Where applicable calculate the mean absorbance values of all duplicates.

9. RESULTS

9.1. Run Validation Criteria
In order for an assay to be considered valid, the following criteria must be met:

= Substrate blank in Al: Absorbance value < 0.100.

= Negative control in B1: Absorbance value < 0.200 and < cut-off
= Cut-off control in C1 and D1: Absorbance value 0.150 — 1.30.

= Positive control in E1: Absorbance value > cut-off.

If these criteria are not met, the test is not valid and must be repeated.

9.2. Calculation of Results

The cut-off is the mean absorbance value of the Cut-off control determinations.
Example: Absorbance value Cut-off control 0.44 + absorbance value Cut-off control 0.42 =0.86/2 = 0.43

Cut-off = 0.43

VN01092011 417



Varicella zoster virus IgA ELISA (30114080) ENGLISH

9.3. Interpretation of Results
Samples are considered POSITIVE if the absorbance value is higher than 10% over the cut-off.

Samples with an absorbance value of 10% above or below the cut-off should not be considered as clearly
positive or negative

- grey zone

It is recommended to repeat the test again 2 - 4 weeks later with a fresh sample. If results in the second test
are again in the grey zone the sample has to be considered NEGATIVE.

Samples are considered NEGATIVE if the absorbance value is lower than 10% below the cut-off.
9.3.1. Results in Units

Patient (mean) absorbance value x 10 = [Units = U]
Cut-off
Example: 1.786 x 10 = 42 U (Units)
0.43
Cut-off: 10 U
Grey zone: 9-11 U
Negative: <9 U
Positive: >11 U

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Interassay n Mean Cv (%)
Pos. Serum 7 0.65 5.3
Intraassay n Mean Cv (%)
Pos. Serum 3 0.68 3.8

10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the probability of the assay of scoring negative in the absence of the
specific analyte.
Itis > 90 %.

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the probability of the assay of scoring positive in the presence of the
specific analyte.
Itis > 90 %.

10.4. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or icteric sera are not observed up to a concentration of 10 mg/mL
hemoglobin, 5 mg/mL triglycerides and 0.2 mg/mL bilirubin.

Note: The results refer to the groups of samples investigated; these are not guaranteed specifications.

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimen may affect the absorbance values.
Diagnosis of an infectious disease should not be established on the basis of a single test result. A precise
diagnosis should take into consideration clinical history, symptomatology as well as serological data.

In immunocompromised patients and newborns serological data only have restricted value.
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12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

In compliance with article 1 paragraph 2b European directive 98/79/EC the use of the in vitro diagnostic
medical devices is intended by the manufacturer to secure suitability, performances and safety of the
product. Therefore the test procedure, the information, the precautions and warnings in the instructions
for use have to be strictly followed. The use of the testkits with analyzers and similar equipment has to
be validated. Any change in design, composition and test procedure as well as for any use in
combination with other products not approved by the manufacturer is not authorized; the user himself is
responsible for such changes. The manufacturer is not liable for false results and incidents for these
reasons. The manufacturer is not liable for any results by visual analysis of the patient samples.

Only for in-vitro diagnostic use.

All components of human origin used for the production of these reagents have been tested for anti-HIV
antibodies, anti-HCV antibodies and HBsAg and have been found to be non-reactive. Nevertheless, all
materials should still be regarded and handled as potentially infectious.

Do not interchange reagents or strips of different production lots.

No reagents of other manufacturers should be used along with reagents of this test kit.

Do not use reagents after expiry date stated on the label.

Use only clean pipette tips, dispensers, and lab ware.

Do not interchange screw caps of reagent vials to avoid cross-contamination.

Close reagent vials tightly immediately after use to avoid evaporation and microbial contamination.

After first opening and subsequent storage check conjugate and control vials for microbial contamination
prior to further use.

To avoid cross-contamination and falsely elevated results pipette patient samples and dispense
conjugate without splashing accurately to the bottom of wells.

The ELISA is only designed for qualified personnel who are familiar with good laboratory practice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L has hardly any toxicological risk upon contact with skin

and mucous membranes!

WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skin. Keep out of the reach of children. Upon contact with the

eyes, rinse thoroughly with water and consult a doctor!

12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are generally considered as hazardous waste. The disposal of this
kind of waste is regulated through national and regional laws and regulations. Contact your local authorities
or waste management companies which will give advice on how to dispose hazardous waste.

13. ORDERING INFORMATION

Prod. No.: 30114080 Varicella zoster virus IgA ELISA (96 Determinations)
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SCHEME OF THE ASSAY
Varicella zoster virus IgA ELISA

Test Preparation

Prepare reagents and samples as described.
Establish the distribution and identification plan for all
specimens and controls on the result sheet.

Select the required number of microtiter strips or wells and
insert them into the holder.

Assay Procedure

Substrate Negative | Positive | Cut-off Sample
blank control control control (diluted
(e.g. A1) 1+100)

- 100pL - - -

Negative
control
Positive
control
Cut-off
control
Sample
(diluted - - - - 100puL
1+100)

- - 100pL - -

- - - 100pL -

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at +37°C
Wash each well three times with 300uL of washing solution
Conjugate | - | 100uL | 100pL | 100puL |  100pL
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 300uL of washing solution

T™MB 100pL 100pL 100pL 100pL 100uL
Substrate
Incubate for exactly 15 min at room temperature in the dark
Stop Solution |  100uL | 100pL | 100pL | 100pL |  100pL

Photometric measurement at 450 nm (reference wavelength: 620 nm)
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1. EINLEITUNG

Das Varizella-Zoster Virus (VZV) aus der Familie der Herpesviridae ist neben dem Herpes-simplex-Virus 1
und 2 das dritte humanpathogene Alpha-Herpesvirus. Es besteht aus einem Nukleokapsid, das einen Kern
mit einer linearen Doppelstrang-DNS umschlief3t. Ein proteinhaltiges Tegument trennt das Kapsid von der
Fetthille, das die wichtigsten viralen Glykoproteine enthalt. Das Virus kann zwei verschiedene klinische
Krankheitsbilder verursachen: Varizellen (Windpocken) bei exogener Neuinfektion und Herpes zoster
(Gurtelrose) bei endogener Reaktivierung.

Die Eintrittspforten in den menschlichen Koérper sind die Schleimhaut des oberen Respirationstraktes und
die Konjunktiven. Uber die regionalen Lymphknoten erreicht das Virus Milz und Leber. Von hier aus breitet
sich das Virus Uber infizierte mononukleére Zellen mukokutan aus. Die Infektion epidermaler Zellen endet
durch ausgepragte zytopathogene Effekte in den typischen makulopapuléaren Hautlasionen. In dieser Phase
werden auch die Zellen der Lumbosakralganglien infiziert. Viele Jahre spéater (typischerweise nach dem 45.
Lebensjahr) kann es zur Reaktivierung des Virus mit Entziindung des befallenen Ganglions kommen.
Typisch ist dabei die scharf begrenzte, einseitige Lokalisation der sehr schmerzhaften Lasionen der Haut im
Bereich der sie versorgenden sensiblen Nerven.

Varizellen sind auf3erst kontagids; nach einer Exposition wirden tber 90 von 100 empfanglichen, d. h.
seronegativen Personen erkranken (Kontagionsindex nahe 1.0). Der Durchseuchungsgrad betragt im
Erwachsenenalter etwa 80 - 90 %. Das Virus kommt endemisch in der Bevélkerung vor und wird vor allem
auch im Zuge saisonaler Haufungen - in geméaRigten Breitengraden im Winter und Frihjahr - Ubertragen.
Die Ubertragung erfolgt aerogen durch virushaltige Tropfchen, die beim Atmen oder Husten ausgeschieden
werden (und u. U. im Umkreis von mehreren Metern zur Ansteckung flhren konnen). Ferner ist eine
Ubertragung durch virushaltigen Blascheninhalt oder Krusten als Schmierinfektion moglich. Bei Herpes
zoster besteht eine geringere Kontagiositat. Eine diaplazentare Ubertragung ist selten, kann aber in etwa 1
% der Varizellenerkrankungen bei Schwangeren zum kongenitalen Varizellensyndrom fuhren, sofern die
Erkrankung vor der 21. Schwangerschaftswoche aufgetreten ist. Neugeborene, immuninkompetente
Personen und Patienten unter einer Glukokortikoidtherapie sind in der Regel durch schwere
Krankheitsverlaufe besonders gefahrdet. Es existiert die Mdoglichkeit der aktiven und passiven
Immunisierung.

Spezies Erkrankung Symptome Infektionsmodus
Varizella-Zoster | Windpocken Fieber, Exanthem mit Juckreiz
Virus (VZV) und Blaschen aerogen durch virushaltige Trépfchen, die

beim Atmen und Husten ausgeschieden
Herpes zoster | Komplikationen: Pneumonie, | werden

(Gurtelrose) Meningitis, Enzephalitis
Schmierinfektion

Nachweis
= Mikroskopie
= Serologie: Nachweis spezifischer Antikbrper mittels ELISA

2. VERWENDUNGSZWECK

Der Varicella zoster virus IgA ELISA ist fur den qualitativen Nachweis spezifischer IgA-Antikbrper gegen
Varizellen in humanem Serum oder Plasma (Citrat) bestimmt.

3. TESTPRINZIP

Die qualitative immunenzymatische Bestimmung von spezifischen IgA-Antikbrpern gegen das Varizella-
Zoster Virus beruht auf der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)-Technik.

Mikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichtet mit Varizella-Zoster Virus spezifischen Antigenen.
Vorhandene spezifische Antikdrper in der Probe binden an die immobilisierten Antigene der Mikrotiterplatte.
Meerrettich-Peroxidase  (HRP)-konjugierte  anti-human-lgA  Antikérper  binden an Antigen-
Antikdrperkomplexe in positiven Proben. Die entstandenen Immunkomplexe werden durch Blaufarbung
nach Inkubation mit Tetramethylbenzidin (TMB) -Substratldsung nachgewiesen. Stoppen der enzymatischen
Reaktion mit Schwefelsaure flhrt zu einem Farbumschlag von blau zu gelb, der einfach nachgewiesen und
mit einem ELISA-Reader bei 450 nm gemessen werden kann.
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4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

. Varizella-Zoster Virus beschichtete Mikrotiterstreifen (IgA): 12 teilbare 8er-Streifen,
beschichtet mit Varizella-Zoster Virus-Antigen; in wiederverschlielbarem Aluminiumbeutel.

=  |SAMPLEDIL|IgA-Probenverdinnungspuffer***: 1 Flasche mit 100 mL Puffer zur Probenverdiinnung;
pH 7.2 + 0.2; gelb gefarbt; gebrauchsfertig; weil3e Verschlusskappe.

. Stopplésung: 1 Flaschchen mit 15 mL Schwefelséaure, 0.2 mol/L, gebrauchsfertig; rote
Verschlusskappe.

- WASHBUF [CONC| Waschlésung (20x konz.)*: 1 Flasche mit 50 mL eines 20-fach konzentrierten
Puffers zum Waschen der Kavitaten; pH 7.2 + 0.2; weil3e Verschlusskappe.

. Varizella-Zoster Virus anti-lgA-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 mL Peroxidase-konjugierten
Antikdrpern gegen humanes IgA,; violett gefarbt; gebrauchsfertig; schwarze Verschlusskappe.

= [TMB SUBS| TMB-Substratlosung: 1 Flaschchen mit 15 mL 3,3°,5,5-Tetramethylbenzidin (TMB);
gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.

= |CONTROL + | Varizella-Zoster Virus IgA Positivkontrolle***;: 1 Flaschchen mit 2 mL; gelb gefarbt;
rote Verschlusskappe; gebrauchsfertig.

»  |CONTROL CQ| Varizella-Zoster Virus IgA Cut-off Kontrolle***: 1 Flaschchen mit 3 mL; gelb gefarbt;
griine Verschlusskappe; gebrauchsfertig.

= |CONTROL - | Varizella-Zoster Virus IgA Negativkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 mL; gelb gefarbt;
blaue Verschlusskappe; gebrauchsfertig.

* enthalt 0.1 % Bronidox L nach Verdinnung
* enthélt 0.2 % Bronidox L
***  enthalt 0.1 % Kathon

. Mitgeliefertes Zubehor

1 selbstklebende Abdeckfolie
1 Rahmenhalter
1 Arbeitsanleitung

B
)

B
w

. Erforderliche Materialien und Geréate

=  Photometer mit Filtern 450/620 nm

=  Feuchtkammer/Brutschrank mit Thermostat

= Manuelle oder automatische Waschvorrichtung

= Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1000 pL)
= Vortex-Mischer

= Plastikréhrchen fir den einmaligen Gebrauch

= ROhrchen-Stander

=  Agua dest.

=  Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei 2 - 8°C lagern. Die Reagenzien nicht nach den angegebenen Verfallsdaten verwenden. Die
Verfallsdaten sind jeweils auf den Flaschenetiketten und auf dem AulRenetikett angegeben.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind vor ihrer Verwendung auf Raumtemperatur (20 - 25°C) zu
bringen!

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktiviertem Varizella-Zoster Virus Antigen beschichtet. Die
gebrauchsfertigen Vertiefungen sind bei 2 - 8°C aufzubewahren. Nichtverbrauchte Vertiefungen im
Aluminiumbeutel zusammen mit dem Trockenmittel sofort wieder verschlieBen und bei 2 - 8° C lagern.
Haltbarkeit bis zum angegebenen Verfallsdatum.
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6.2. Varizella-Zoster Virus anti-lgA-Konjugat

Die Flasche enthalt 20 mL einer Lésung von anti-human IgA-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabilisatoren,
Konservierungsmittel und einen inerten violetten Farbstoff. Die gebrauchsfertige Losung ist bei 2 - 8°C
aufzubewahren. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2 - 8°C).

6.3. Kontrollen

Die Flaschchen mit Kontrollen enthalten 2 bzw. 3 mL gebrauchsfertige Kontrollldsung. Die
gebrauchsfertigen Losungen sind bei 2 - 8°C aufzubewahren und enthalten 0.1 % Kathon. Nach dem ersten
Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2 - 8°C).

6.4. IgA-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthalt 100 mL Phosphatpuffer, Stabilisatoren, Konservierungsmittel und einen inerten gelben
Farbstoff. Die gebrauchsfertige Losung ist bei 2 - 8°C aufzubewahren. Die Lésung wird flr die Verdinnung
der Proben eingesetzt. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2 - 8°C).

6.5. Waschldsung (20x konz.)

Die Flasche enthalt 50 mL konzentrierten Puffer, Detergenzien und Konservierungsmittel. Der Inhalt wird auf
einen Liter mit Aqua dest. verdinnt (1+19). Der verdiinnte Puffer ist bei Raumtemperatur 5 Tage haltbar.
Die Waschlosung wird zum Waschen der Streifen eingesetzt. Sollte eine Kristallisation im Konzentrat
auftreten, die Waschldsung auf +37°C erwarmen und vor dem Verdinnen gut mischen. Nach dem ersten
Offnen, Konzentrat haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2 - 8°C).

6.6. TMB-Substratlésung

Das Flaschchen enthdlt 15 mL eines Tetramethylbenzidin/Wasserstoffperoxidgemisches. Die
gebrauchsfertige Ldsung ist bei 2 - 8°C vor Licht geschitzt aufzubewahren Die Losung ist leicht hellblau.
Sollte die TMB-Substratlésung dunkelblau sein, ist sie kontaminiert und kann nicht im Test verwendet
werden. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum Verfallsdatum bei sachgerechter Lagerung von 2 - 8°C.

6.7. Stopplésung

Das Flaschchen enthalt 15 mL 0.2 M Schwefelsaure (R36/38, S26). Die gebrauchsfertige Losung ist bei 2 -
8°C aufzubewahren. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2 - 8°C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Citrat) verwendet werden. Werden die Bestimmungen
innerhalb von 5 Tagen nach Blutentnahme durchgefihrt, konnen die Proben bei 2 - 8°C aufbewahrt werden,
sonst tiefgefrieren (-70 bis -20°C). Wiederaufgetaute Proben vor dem Verdiinnen gut schitteln.
Wiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden!
Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdinnung

Proben vor Testbeginn im Verhaltnis 1+100 mit IgA-Probenverdiinnungspuffer verdiinnen, z.B. 10uL Probe
und 1 mL IgA-Probenverdiinnungspuffer in die entsprechenden Réhrchen pipettieren, um eine Verdinnung
von 1+100 zu erhalten; gut mischen (Vortex).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformation vor Durchfihrung des Tests sorgféltig lesen. Fir die Zuverlassigkeit der Ergebnisse
ist es notwendig, die Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgende Testdurchfiihrung ist fir die
manuelle Methode validiert. Beim Arbeiten mit ELISA Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte
auszuschlie3en, die Zahl der Waschschritte von drei auf fiunf und das Volumen der Waschlésung von 300
pL auf 350 pL zu erhéhen. Vor Testbeginn auf dem mitgelieferten Ergebnisblatt die Verteilung bzw. Position
der Patientenproben und Standards auf den Mikrotiterstreifen genau festlegen. Die benétigte Anzahl von
Mikrotiterstreifen (Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei mindestens
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1 Vertiefung (z.B. A1) fur den Substratleerwert (Blank),
1 Vertiefungen (z.B. B1) fur die Negativ Kontrolle  und
2 Vertiefungen (z.B. C1+D1) fur die Cut-off Kontrolle und
1 Vertiefung (z.B. E1) fur die Positiv Kontrolle vorsehen

Prinzipien der Qualitatssicherung in der Laboratoriumsmedizin erfordern zur héheren Sicherheit flr
Kontrollen und Patientenproben mindestens Doppelbestimmungen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzégerung durchfihren.
Fur jeden Pipettierschritt der Kontrollen und Proben saubere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf +37 =+ 1°C einstellen.

1. Je 100 pL Kontrollen und vorverdinnte Proben in die entsprechenden Vertiefungen pipettieren.
Vertiefung Al ist fir den Substratleerwert vorgesehen.

2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie bedecken.
1h £5min bei +37°C inkubieren.

4. Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernen und die Inkubationsflissigkeit aus den
Teststreifen absaugen. AnschlieRend dreimal mit 300uL Waschlésung waschen. UberflieRen von
Flissigkeit aus den Vertiefungen vermeiden. Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte
mindestens 5 sec betragen. Nach dem Waschen die Teststreifen mit den Offnungen nach unten kurz
auf Fliesspapier ausklopfen, um die restliche Flissigkeit zu entfernen.

Beachte: Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendes Waschen zu schlechter Prézision
und falsch erhohten Messergebnissen fuhrt!
5. 100pL Varizella-Zoster Virus anti-lgA-Konjugat in alle Vertiefungen, mit Ausnahme der fur die
Berechnung des Leerwertes vorgesehenen, pipettieren. Mit Folie abdecken.

30 min bei Raumtemperatur (20 - 25°C) inkubieren. Nicht dem direkten Sonnenlicht aussetzen.
Waschvorgang gemaf3 Punkt 4 wiederholen.

100uL TMB-Substratldsung in alle Vertiefungen pipettieren.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20 - 25°C) inkubieren.

10.In alle Vertiefungen 100uL Stopplésung in der gleichen Reihenfolge und mit den gleichen
Zeitintervallen wie bei der TMB-Substratldsung Zugabe pipettieren. Wahrend der Inkubation
gebildete blaue Farbe schlagt in gelb um.

Hinweis: Hochpositive Patientenproben konnen schwarzliche Prazipitate des Chromogens
verursachen! Diese Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird empfohlen, die
Patientenprobe mit physiologischer Kochsalzlésung 1 + 1 zu verdinnen und
anschliel3end die verdunnte Probe mit IgA-Probenverdiunnungspuffer 1 + 100 fur den
Test vorzubereiten. Das Ergebnis in U wird in diesem Fall mit zwei multipliziert.

11. Die Extinktion der Losung in jeder Vertiefung bei 450/620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe der
Stopplésung messen

w

© o NoOo

8.2. Messung

Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blank) in A1 den Nullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-
Readers) vornehmen.

Falls diese Eichung aus technischen Grinden nicht moglich ist, muss nach der Messung der
Extinktionswert der Position Al von allen anderen Extinktionswerten abgezogen werden, um einwandfreie
Ergebnisse zu erzielen!

Extinktion aller Kavitaten bei 450 nm messen und die Messwerte der Kontrollen und Proben in das
Ergebnisblatt eintragen.

Eine bichromatische Messung mit der Referenzwellenlange 620 nm wird empfohlen.
Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgefuhrt wurden, den Mittelwert der Extinktionswerte
berechnen.

9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

9.1. Testgultigkeitskriterien
Der Test wurde richtig durchgefuhrt, wenn er folgende Kriterien erfullt:

= Substrat-Leerwert in Al: Extinktion < 0.100
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= Negativ Kontrolle in B1: Extinktion < 0.200 und < cut-off
= Cut-off Kontrolle in C1 und D1: Extinktionwerte 0.150 — 1.300
= Positiv Kontrolle in E1: Extinktionswerte > Cut-off

Sind diese Kriterien nicht erfillt, ist der Testlauf ungultig und muss wiederholt werden.

9.2. Messwertberechnung

Der Cut-off ergibt sich aus dem Mittelwert der gemessenen Extinktionen der beiden Cut-off Kontrollen.
Beispiel: 0.44 OD Cut-off Kontrolle + 0.42 OD Cut-off Kontrolle = 0.86/ 2 = 0.43

Cut-off = 0.43

9.3. Interpretation der Ergebnisse
Patientenproben gelten als positiv, wenn der Extinktionswert mindestens 10 % hdher liegt als der Cut-Off.

Patientenproben mit Extinktionswerten 10 % Uber bzw. unter dem Cut-Off kénnen nicht eindeutig als positiv
bzw. negativ angesehen werden - Grauzone

Es wird empfohlen den Test nach 2 bis 4 Wochen mit einer frischen Patientenprobe zu wiederholen. Finden
sich die Ergebnisse erneut innerhalb der Grauzone, gilt die Probe als negativ.

Patientenproben gelten als negativ, wenn der Extinktionswert mindestens 10 % unterhalb des Cut-Offs
liegt.

9.3.1. Ergebnisse in Einheiten [U]

Mittlere Extinktion der Patientenprobe x 10 = [Einheiten = units= U]
Cut-Off
Beispiel: 1.786 x 10 = 42 U (Units)
0.43
Cut-Off: 10 U
Grauzone: 9-11 U
Negativ: <9 U
Positiv: >11 U

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Interassay n Mittelwert VK (%)
Pos. Serum 7 0.65 5.3
Intraassay n Mittelwert VK (%)
Pos. Serum 3 0.68 3.8

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als die Wahrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergebnis bei
Fehlen des spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt >90%.

10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat ist definiert als die Wahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Ergebnis bei
Vorhandensein des spezifischen Analyten zu liefern. Sie betragt >90%.

10.4. Interferenzen

Hamolytische,. lipamische und ikterische Proben ergaben bis zu einer Konzentration von 10 mg/mL flr

Hamoglobin, von 5 mg/mL Triglyceride und von 0.2 mg/mL fur Bilirubin keine Interferenzen im vorliegenden
ELISA.

Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die untersuchten Probenkollektive; es handelt sich nicht um
garantierte Spezifikationen.
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11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholtes Einfrieren und Auftauen kdnnen zu einer
Veranderung der Messwerte fuhren. Die Diagnose einer Infektionskrankheit darf nicht allein auf der Basis
des Ergebnisses einer Bestimmung gestellt werden. Die anamnestischen Daten sowie die Symptomatologie
des Patienten missen zusatzlich zu den serologischen Ergebnissen in Betracht gezogen werden. Bei
Immunsupprimierten und Neugeborenen besitzen die Ergebnisse der serologischen Tests nur einen
begrenzten Wert.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

= Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EG legt der Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitro-
Diagnostika fest, um deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherzustellen. Daher sind die
Testdurchfihrung, die Information, die SicherheitsmaBhahmen und Warnhinweise in der
Gebrauchsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung des Testkits auf Diagnostika-Geraten ist die
Testmethode zu validieren. Jede Anderung am Aussehen, der Zusammensetzung und der
Testdurchfiihrung sowie jede Verwendung in Kombination mit anderen Produkten, die der Hersteller
nicht autorisiert hat, ist nicht zulassig; der Anwender ist fur solche Anderungen selbst verantwortlich.
Der Hersteller haftet fur falsche Ergebnisse und Vorkommnisse aus solchen Griinden nicht. Auch fur
falsche Ergebnisse aufgrund von visueller Auswertung wird keine Haftung tbernommen.

. Nur fUr in-vitro-Diagnostik.

= Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Ursprungs sind auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBSAG
nicht-reaktiv getestet. Dennoch sind alle Materialien als potentiell infektios anzusehen und
entsprechend zu behandeln.

= Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlicher Chargen nicht untereinander austauschen.

= Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen mit den Reagenzien dieses Testkits verwenden.

= Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

= Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Labormaterialien verwenden.

= Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nicht untereinander vertauschen.

= Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlieBen, um Verdunstung und mikrobielle Kontamination zu
vermeiden.

« Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standardflaschchen vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle
Kontamination prufen.

= Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falsch erhéhten Resultaten Patientenproben und Konjugat
sorgféltig in die Kavitaten pipettieren.

= Der ELISA ist nur fur die Anwendung durch Fachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitstechniken
einwandfrei beherrscht.

WARNUNG: Bronidox L zeigt in der verwendeten Konzentration nahezu keine toxikologischen Risiken an
Haut bzw. Schleimhaut.

WARNUNG: Schwefelsaure reizt Augen und Haut! Nach Beriihrung mit den Augen grindlich mit Wasser
spulen und einen Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regel Sonderabfélle. Deren Beseitigung unterliegt den
nationalen abfallrechtlichen Gesetzen und Verordnungen. Die zustédndige Behérde informiert Gber die
Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: 30114080 Varicella zoster virus IgA ELISA (96 Bestimmungen)

VN01092011 6/7




Varicella zoster virus IgA ELISA (30114080) DEUTSCH

BIBLIOGRAPHY / LITERATUR / BIBLIOGRAPHIE / BIBLIOGRAFIA / BIBLIOGRAFIA

Croen, K.D., S.E. Straus: VZV latency. Annu. Rev. Microbiol. 45 (1991) 265-285

Dlugosch, D.,A.M. Eis-Hubinger, J-P. Klein et al.: Diagnosis of actute and latent VZVinfections using
polymerase chain reaction. J. Med. Virol. 35 (1991) 136-141

Enders, G., VZV infections in pregnancy. Prog.med. Virol. 25 (1984) 166-196
Harper, D.R., H.O. Kangro, R.B. Health: Serological responses in varizella and zoster assayed by
immunoblotting. J.Med. Virol. 25 (1988) 387-398

Health, R.B.,H.O. Kangro Varizella zoster.Inc: Zuckermann, A.J..J.E. Banatvala J.R. Pattision
(eds.):Principles and Practice of Clinical Virology, 2nd edition. John Wiley and Sons, Chichester-New

SCHEME OF THE ASSAY
Varicella zoster virus IgA ELISA

Test Preparation

Prepare reagents and samples as described.
Establish the distribution and identification plan for all
specimens and controls on the result sheet.

Select the required number of microtiter strips or wells and
insert them into the holder.

Assay Procedure

Substrate Negative | Positive | Cut-off Sample
blank control control control (diluted
(e.g. A1) 1+100)

- 100pL - - -

Negative
control
Positive
control
Cut-off
control
Sample
(diluted - - - - 100puL
1+100)

- - 100pL - -

- - - 100pL -

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at +37°C
Wash each well three times with 300uL of washing solution
Conjugate | - | 100uL | 100pL | 100puL |  100pL
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 300uL of washing solution

T™MB 100pL 100pL 100pL 100pL 100uL
Substrate
Incubate for exactly 15 min at room temperature in the dark
Stop Solution |  100uL | 100pL | 100pL | 100pL |  100pL

Photometric measurement at 450 nm (reference wavelength: 620 nm)
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Symbols / Symbole / Symbdles / Simbolos / Simbolos / ZuuBoAa

Cat.-No.: / Kat.-Nr.: / No.- Cat.: / Cat.-No.: / N.° Cat.: / N.—Cat.: / ApiBud¢-Kar.:
Lot-No.: / Chargen-Bez.: / No. Lot: / Lot-No.: / Lote N.%: / Lotto n.: / ApiBudg -Mapaywyn:

Use by: / Verwendbar bis: / Utiliser a: / Usado por: / Usar até: / Da utilizzare entro: /
XpnoiyoTrolgital aro:

W No. of Tests: / KitgroRe: / Nb. de Tests: / No. de Determ.: / N.° de Testes: / Quantita dei tests: /
ApIBudg eCeTdocwy:

CONC| | Concentrate / Konzentrat / Concentré / Concentrar / Concentrado / Concentrato / ZuptrUkvwua

Lyophilized / Lyophilisat / Lyophilisé / Liofilizado / Liofilizado / Liofilizzato / Auogihiaopévo

In Vitro Diagnostic Medical Device. / In-vitro-Diagnostikum. / Appareil Médical pour Diagnostics In

Vitro. / Dispositivo Medico Diagnostico In vitro. / latpikfj cuokeun yia In-Vitro Aidyvwaon,.

] Evaluation kit. / Nur fir Leistungsbewertungszwecke. / Kit pour évaluation. / Juego de Reactivos
para Evaluacid. / Kit de avaliagao. / Kit di evaluazione. / Kit A€loAéynong.

Read instructions before use. / Arbeitsanleitung lesen. / Lire la fiche technique avant emploi. /
Lea las instrucciones antes de usar. / Ler as instrugdes antes de usar. / Leggere le istruzioni

Vitro. / Dispositivo Médico para Diagnéstico In Vitro. / Equipamento Médico de Diagnéstico In
prima dell’'uso. / AloBdaoTe TIG 0dNYieS TTPIV TRV XPHON.

Keep away from heat or direct sun light. / Vor Hitze und direkter Sonneneinstrahlung schitzen. /
e Garder a I'abri de la chaleur et de toute exposition lumineuse. / Manténgase alejado del calor o la
. luz solar directa. / Manter longe do calor ou luz solar directa. / Non esporre ai raggi solari. / Na
QUAdOOETAI JOKPIG aTTO BEPUOTNTA KAl AUECN ETTAPN PE TO QWS TOU nAiou.

jﬂ/ Store at: / Lagern bei: / Stocker a: / Almacene a: / Armazenar a: / Conservare a: / ATToBrikeuon
gToUuG:

Manufacturer: / Hersteller: / Fabricant: / Productor: / Fabricante: / Fabbricante: / Napaywydg:

/I\ | Caution! / Vorsicht! / Attention! / jPrecaucién! / Cuidado! / Attenzione! / Mpogox!

Symbols of the kit components see MATERIALS SUPPLIED.
Die Symbole der Komponenten sind im Kapitel KOMPONENTEN DES KITS beschrieben.
Voir MATERIEL FOURNI pour les symbbles des composants du kit.
Simbolos de los componentes del juego de reactivos, vea MATERIALES SUMINISTRADOS.
Para simbolos dos componentes do kit ver MATERIAIS FORNECIDOS.
Per i simboli dei componenti del kit si veda COMPONENTI DEL KIT.
MNa Ta cUuPoAa Twv cuoTaTIKWy Tou KIT cupBouleuTteite To NMAPEXOMENA YAIKA.

COMPLAINTS: Complaints may be submitted initially written or vocal. Subsequently they need to be filed including the
test performance and results in writing in case of analytical reasons.

WARRANTY: The product is warranted to be free from material defects within the specific shelf life and to comply with
product specifications delivered with the product. The product must be used according to the Intended use, all
instructions given in the instructions for use and within the product specific shelf life. Any modification of the test
procedure or exchange or mixing of components of different lots could negatively affect the results. These cases
invalidate any claim for replacement.

LIMITATION OF LIABILITY: IN ALL CIRCUMSTANCES THE EXTENT OF MANUFACTURER’S LIABILITY IS LIMITED
TO THE PURCHASE PRICE OF THE KIT(S) IN QUESTION. IN NO EVENT SHALL MANUFACTURER BE LIABLE
FOR ANY INCIDENTAL OR CONSEQUENTIAL DAMAGES, INCLUDING DAMAGES FOR LOST PROFITS, LOST
SALES, INJURY TO PERSON OR PROPERTY OR ANY OTHER INCIDENTAL OR CONSEQUENTIAL LOSS.

Tel.: +49 (0) 40 532891 -0 Fax: -11
E-MAIL: IBL@IBL-International.com

“ IBL International GmbH
WEB: http://www.IBL-International.com

Flughafenstr. 52A, 22335 Hamburg, Germany
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