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ENGLISH C€

1. INTRODUCTION

Corynebacteria are aerobic non spore-forming graesitipe rods of irregular shape (0.5 —1 pm thickl &36 pm long). They
comprise skin commensals, opportunist pathogensseweral major pathogens, including Corynebactediphtheriae. In general,
they are isolated from throat swabs on selectivelimeontaining tellurite. The bacterial infectioaused by C. diphtheriae,
Diphtheria, has two forms. Respiratory diphthesigypically caused by toxin-producing (toxigenitlams; cutaneous disease can be
caused by either toxigenic or nontoxigenic strainshe respiratory form of the disease, a membiarfermed; this membrane is
usually visible on the throat or tonsils. Personayndie from asphyxiation when the membrane obstrixeathing. Other
complications are caused by remote effects of ipletideria toxin (myocarditis, nerve paralysis) Gugaus diphtheria is usually mild,
typically consisting of non-distinctive sores oaibw ulcers and only rarely involving toxic comgations (1-2% of infections with
toxigenic strains). Diphtheria was one of the noashmon causes of death among children during theapcine era.

Since the introduction and widespread use of dggfdhtoxoid vaccine (formalin-inactivated diphtteetoxin) in most industrialized
countries the disease is now characterized by djgocases and intermittent outbreaks of low intgn&lut recent large epidemics of
diphtheria in several eastern European countrigs hgain drawn attention to this ,forgotten” diseasand, the majority of these
cases have occurred among adolescents and adiétadrof children.

Species Disease Symptoms Mechanism of Infection

Corynebacterium Diphtheria (respiratory) sore throat and low-gréelesr Transmission from person to

diphtheriae swelling of the neck (“bull neck”) | person through close physical and
from inflammation respiratory contact

Complications: exotoxin-induced | Transmission is increased in
damage to other | overcrowded and poor socio-
organs economic conditions

The only effective way to control diphtheria is fpphylactic immunization with diphtheria toxoidn#ibody to the toxoid protects
against the action of the toxin; immunized persmarsbe infected by toxin-producing strains of dighnia, but the systemic
manifestations of diphtheria do not occur. The onte of the disease improves with early, approptiament. Prompt recognition
and reporting of the disease is important to assarly, appropriate treatment with diphtheria aoin. Infection may be identified
by

. Microscopy: Gram stain

. Serology: Detection of toxin production by ELISA
2. INTENDED USE

The NovaTec Corynebacterium diphtheriae toxin 55 pdus-ELISA is intended for the quantitative detaration of IgG class
antibodies against Corynebacterium diphtheriaentoxhuman serum or plasma (citrate). This alldvesdetermination of the
immune status of the patients facilitating indivadltecommendations about the necessity of a basiwnization or booster
injection.

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The quantitative immunoenzymatic determination g&4class antibodies against C. diphtheriae toximased on the ELISA
(Enzyme-linked Immunosorbent Assay) technique.

Microtiterstrip wells are precoated with inactivéitespecific Corynebacterium diphtheriae toxin (tajoiantigens to bind
corresponding antibodies of the specimen. Afterhivess the wells to remove all unbound sample mdtéaseradish peroxidase
(HRP) labelled anti-human IgG conjugate is addéds Tonjugate binds to the captured C. diphthenam-specific antibodies. The
immune complex formed by the bound conjugate igaliged by adding Tetramethylbenzidine (TMB) sulistiwhich gives a blue
reaction product. The intensity of this producpisportional to the amount of C. diphtheriae tespecific IgG antibodies in the
specimen. Sulphuric acid is added to stop the i@acthis produces a yellow endpoint colour. Absarte at 450 nm is read using
an ELISA microwell plate reader.

4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

L] C. diphtheriae toxin Coated Wells (IgG):12 breakapart 8-well snap-off strips coated withlihtheriae toxin (toxoid)
antigens; in resealable aluminium foil.

= IgG Sample Diluent**: 1 bottle containing 100 ml of buffer for sangdilution; pH 7.2 + 0.2; coloured yellow; readyuse;
white cap.

= Stop Solution 1 bottle containing 15 ml sulphuric acid, 0.2 thokady to use; red cap.

= Washing Solution (20x Concentrate)*:1 bottle containing 50 ml of a 20-fold concentdaeiffer for washing the wells;
pH 7.2 £ 0.2; white cap.



. C. diphtheriae toxin anti-IgG Conjugate**: 1 bottle containing 20 ml of peroxidase labelledlzodies to human IgG;
coloured blue; ready to use; black cap.

. TMB Substrate Solution: 1 bottle containing 15 ml 3,3',5,5'-tetramethylbdime (TMB); ready to use; yellow cap.
. C. diphtheriae toxin 5S IgG Additional Control***: 1 bottle containing 2 ml; coloured yellow; rdg to use; orange cap.

. C. diphtheriae toxin 5S IgG Standards***: 5 vials, each containing 2ml, coloured yellow; neéal use:
Standard A: 0.000  IU/ml; blue cap
Standard B: 0.015  IU/ml; green cap
Standard C: 0.075  IU/ml; yellow cap
Standard D: 0.150  IU/ml; red cap
Standard E: ..1.000 IU/ml; white cap

* contains 0.1 % Bronidox L after dilution
bl contains 0.2 % Bronidox L
xxx contains 0.1 % Kathon

4.2. Materials supplied

= 1 Strip holder

. 1 Cover foil

L] 1 Test protocol

= 1 distribution and identification plan

4.3. Materials and Equipment needed

L] ELISA microwell plate reader, equipped for the meement of absorbance at 450/620nm
= Incubator 37°C

L] Manual or automatic equipment for rinsing wells

L] Pipettes to deliver volumes between 10 and 1000 pl
= Vortex tube mixer

. Deionised or (freshly) distilled water

L] Disposable tubes

= Timer

5. STABILITY AND STORAGE

The reagents are stable up to the expiry datedstet¢he label when stored at 2...8 °C.
6. REAGENT PREPARATION

It is very important to bring all reagents, sampéesl standards to room temperature (20...25°C) beftaging the
test run!

6.1. Coated Snap-off Strips

The ready to use breakapart snap-off strips aredadth C. diphtheriae toxin (toxoid) antigensorgtat 2...8°Clmmediately after
removal of strips, the remaining strips should bsealed in the aluminium foil along with the deaitcsupplied and stored at 2... 8
°C; stability until expiry date.

6.2. C. diphtheriae toxin anti-lgG Conjugate

The bottle contains 20 ml conjugate with the congmis anti-human IgG horseradish peroxidase, bustahilizers, preservatives
and an inert blue dye. The solution is ready ta @ere at 2...8°CAfter first opening stability until expiry datehen stored at
2...8°C.

6.3. Additional Control

The bottle labelled with Additional Control contaia ready to use control solution. The concentratidU/ml is printed on the label.
It contains 0.1% Kathon and has to be stored &°2.. After first opening stability until expiry date whetored at 2...8°C.

6.4. Standards

The vials labelled with Standard A, B, C, D anddatain a ready to use standard solution. The carat@n of the standards,
calibrated in accordance with the “Internationarfstard for Diphtheria Antitoxin (00/496)", are:

Standard A: 0.000 U/ml
Standard B: 0.015 1U/ml
Standard C: 0.075 1U/ml
Standard D: 0.150 1U/ml
Standard E: ..1.000 1U/ml

The solutions have to be stored at 2...8°C andagoit. 1% KathonAfter first opening stability until expiry date whetored at
2...8°C.



6.5. 1IgG Sample Diluent

The bottle contains 100 ml phosphate buffer, sizh#, preservatives and an inert yellow dye. itsed for the dilution of the patient
specimen. This ready to use solution has to bedtatr2...8°CAfter first opening stability until expiry date whetored at 2...8°C.

6.6. Washing Solution (20x conc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated butfetergents and preservativ@slute Washing Solution 1+19; e.g. 10 ml Washing
Solution + 190 ml fresh and germ free redistilleatev. The diluted buffer is stable for 5 days amdemperatureAfter first opening
stability until expiry date when stored at 2...8°C.

6.7. TMB Substrate Solution

The bottle contains 15 ml of a Tetramethylbenzifligdrogen peroxide system. The reagent is readyséoand has to be stored at
2...8°C, away from the lighThe solution should be colourless or could havdighsblue tinge. If the substrate turns into blite,
may have become contaminated and should be throxsy After first opening stability until expiry date whstored at 2...8°C.

6.8. Stop Solution

The bottle contains 15 ml 0.2 M sulphuric acid solu (R 36/38, S 26), ready to use, store at Z..&fter first opening stability

until expiry date.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum or plasma (citrate) samples withatssay. If the assay is performed within 5 ddter @ample collection, the
specimen should be kept at 2...8°C; otherwise #eyld be aliquoted and stored deep-frozen (-20@8C). If samples are stored
frozen, mix thawed samples well before testitwgpid repeated freezing and thawing.

Heat inactivation of samples is not recommended.

7.1. Sample Dilution

Before assaying, all samples should be diluted @+ifh IgG Sample Diluent. Dispense 10ul sample &mil lgG Sample Diluent
into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroyghix with a Vortex.

For patients with expecteghtitoxin concentrations greater than Standard E(1.00 IU/ml) a second 1 + 1 dilution of this 1 +010
diluted patient sample should be performed; e.@. | 10of first sample dilution + 100 pl of IgG saraaliluent (mix well). Dilution
factor: 2

8. ASSAY PROCEDURE

8.1. Test Preparation

Please read the test protocol carefbifore performing the assay. Result reliability dependswict adherence to the test protocol
as described. The following test procedure is @alidated for manual procedure. If performing testton ELISA automatic systems
we recommend to increase the washing steps froee ttar five and the volume of washing solution frd@®ul to 350ul to avoid
washing effects. Prior to commencing the assay,dibgibution and identification plan for all spe@ns and controls should be
carefully established on the result sheet supjfi¢de kit. Select the required number of microtit&ips or wells and insert them into
the holder.

Please allocate at least:

1 well (e.g. Al) for the substrate blank,
5wells (e.g.B1,C1,etc.) for Standard A, BDCand E.
1 well (e.g. G1) for Additional control.

It is recommended to determine patient samplesitichte.

Perform all assay steps in the order given andowithny appreciable delays between the steps.
A clean, disposable tip should be used for dispensach standard and sample.

Adjust the incubator to 37° £ 1°C.

1. Dispense 100ul of each Standard (A, B, C, D anct@&j)trol and diluted sample into the respectivdsvéleave well A1
for substrate blank.

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

4. When incubation has been completed, remove thedsgirate the content off the wells and wash eeslhthree times
with 300ul of washing solution. Avoid overflows frothe reaction wells. The soak time between eadhwsicle should
be >5sec. At the end carefully remove remainingi fhy tapping strips on tissue paper prior to tagtrstep!

Note: Washing is critical! Insufficient washing véts in poor precision and falsely elevated absodmvalues.
Dispense 100p! C. diphtheriae anti-lgG Conjugate &l wells except for the blank well (e.g. Al)ower with foil.
Incubate for 30 min at room temperature(20...25°C).Do not expose to direct sunlight.

Repeat step 4.

Dispense 100ul TMB Substrate Solution into all well
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9. Incubate for exactly 15 min at room temperature (20..25°C) in the dark.

10. Dispense 100ul Stop Solution into all wells in Haene order and at the same rate as for the TMBtr@&tdSolution.
Any blue colour developed during the incubatiamsunto yellow.
Note: Highly positive patient samples can causek gaecipitates of the chromogen! These precip#atave an
influence when reading the optical density. Diltite specimen as mentioned under 7.1. Sample Dilutio

11. Measure the absorbance of the specimen at 450/62@thin 30 min after addition of the Stop Solution.

8.2. Measurement
Adjust the ELISA Microwell Plate Reader to zerongsthe substrate blank in well AL.

If - due to technical reasons - the ELISA readenntet be adjusted to zero using the substrate blankell Al, subtract the
absorbance value of well A1 from all other absordxamalues measured in order to obtain reliable Hssu

Measure the absorbance of all wells at 450 nm &cdrd the absorbance values for each standard aiehipsample in the
distribution and identification plan.

Dual wavelength reading using 620 nm as referermeslength is recommended.
Where applicable calculate the mean absorbancewaluall duplicates.

9. RESULTS

9.1. Assay Validation Criteria
In order for an assay to be considered valid, dlieviing criteria must be met:

= Substrate blank in Al: Absorbance 0,100
. Standard A in B1: Absorbance 0,200
. Standard B in C1: Absorbance 0,050
L] Standard C in D1: Absorbance 0,200
L] Standard D in E1: Absorbance 0,400
L] Standard E in F1: Absorbance 1,000
. Additional control in G1: Result IU/ml within range indicated on tabel.

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D <Standard E
If these criteria are not met, the test is notdvalid must be repeated.

9.2. Calculation of Results

In order to obtainquantitative results in IU/ml plot the (mean) absorbance values of the 5 StasdaydB, C, D and E on
(linear/linear) graph paper in a system of coorisaagainst their corresponding concentration€().0.015, 0.075, 0.150, 1.000
IU/ml) and draw a standard calibration curve (abance values on the vertical y-axis, concentrationghe horizontal x-axis).

Read results from this standard curve employindiean) absorbance values of each patient spe@nteoontrol.

Note: Readings of additionally (1+1) diluted patisamples must be multiplied by the appropriatetiih factor in order to
obtain correct results! (Dilution: 1+1 = Dilutioffactor: 2).

All suitable computer programs available can beldseautomated result reading and calculation.

9.3. Typical Calibration Curve
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1,400 -
1,200 -
1,000 -
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9.4. Interpretation of Results and RecommendationglU/ml]*
Each result should be carefully assessed by aghaysi

<0.01 No protective antibody level!
Immediate full course of basic immunizationégsammended!
0.01-0.09 No reliable protection!
Immediate booster injection is recommended.
0.1-1.0 Reliable protection!
>1.0 Reliabldong term protection!

After about 10 years after last booster control lamoister injection is recommended.

It is recommended that the basic immunisation ashker is checked 4-6 weeks after immunisation ance¢ord the data on the
certificate of vaccination.

* according to: RKI 1999

10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Precision

Intraassay n Mean value (OD) CV (%)
Weak pos. 24 0.95 12.1
Pos. 24 3.02 2.1
Interassay n Mean value (1IU/ml) CV (%)
Weak pos. 12 0.04 11.4
Pos. 12 0.16 2.8

10.2. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the pralitstof the assay of scoring negative in the aleseof the specific analyte.

It is 84.6%

10.3. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the prditgnf the assay of scoring positive in the pmese of the specific analyte.

It is 100%.

10.4. Analytical sensitivity

The analytical sensitivity — defined as the appacencentration of the analyte that can be disisiged from the zero calibrator —is
0.01 IU/ml.

10.5. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or ictericraeare not observed up to a concentration of 10mingeémoglobin, 5 mg/ml
triglycerides and 0.2 mg/ml bilirubin.

| Note: The results refer to the groups of samples invatiy these are not guaranteed specifications

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Bacterial contamination or repeated freeze-thavlesyof the specimen may affect the absorbance saldiagnosis of an infectious
disease should not be established on the basisinfe test result. A precise diagnosis shoulé fako consideration clinical history,
symptomatology as well as serological data. In imamompromized patients and newborns serological daty have restricted
value.

12. PRECAUTIONS AND WARNINGS

= In compliance with article 1 paragraph 2b Europdmactive 98/79/EC the use of the in vitro diagioshedical devices is
intended by the manufacturer to secure suitabitisrformances and safety of the product. Theretffoeetest procedure, the
information, the precautions and warnings in therirctions for use have to be strictly followed eTinse of the testkits with
analyzers and similar equipment has to be validatagt change in design, composition and test proceds well as for any
use in combination with other products not approedhe manufacturer is not authorized; the usersklf is responsible for
such changes. The manufacturer is not liable fisefeesults and incidents for these reasons. Theifaeturer is not liable for
any results by visual analysis of the patient sasipl

= Only for in-vitro diagnostic use.

L] All components of human origin used for the producof these reagents have been tested for antigttibodies, anti-HCV
antibodies and HBsAg and have been found to beeactive Nevertheless, all materials should still be rdgdrand handled
as potentially infectious.

L] Do not interchange reagents or strips of diffegotuction lots.
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No reagents of other manufacturers should be used avith reagents of this test kit.

Do not use reagents after expiry date stated ofabie.

Use only clean pipette tips, dispensers, and lak.wa

Do not interchange screw caps of reagent vialséiecross-contamination.

Close reagent vials tightly immediately after us@void evaporation and microbial contamination.

After first opening and subsequent storage chenlugate and standard vials for microbial contanimaprior to further use.
To avoid cross-contamination and falsely elevagstilts pipette patient samples and dispense cdejugtnout splashing
accuratelyto the bottom of wells.

= The NovaLisa™ ELISA is only designed for qualifigersonnel who are familiar with good laboratorygpice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L lesdly any toxicological risk upon contact withrsldnd mucous
membranes!

WARNING: Sulphuric acid irritates eyes and skiregg out of the reach of children. Upon contact wWitheyes, rinse
thoroughly with water and consult a doctor!

12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are gepeaisidered as hazardous waste. The disposaisokitid of waste is regulated
through national and regional laws and regulati@mntact your local authorities or waste managernentpanies which will give
advice on how to dispose hazardous waste.

13. ORDERING INFORMATION
Prod. No.: PCORG009 Corynebacterium diphtleetid&in 5S IgG plus ELISA (96 Determinations)




DEUTSCH C€

1. EINLEITUNG

Corynebakterien sind grampositive, nicht sporemitte, unbewegliche, pleomorphe Stébchenbakterien,atb besonderes
Charakteristikum haufig terminale keulenférmige theibungen zeigen. Sie sind in der Umwelt weit veitiet. Einige Arten sind
tier- und pflanzenpathogen. Neben apathogenen Had- Schleimhautbewohnern sind fir den Menschenogigortunistisch
pathogenen Spezies und der Erreger der Diphtheridightheriae) von Bedeutung.

Die Pathogenitat von C. diphtheriae beruht aufBitung eines Exotoxins. Die genetische Informatrm Bildung dieses Toxins
wird durch einen lysogenen Phagen kodiert. Nur 8téndie diesen oder einen verwandten Prophagealenttsind pathogen. Die
Erkrankung beginnt nach einer Inkubationszeit vel Bagen als Lokalinfektion. Je nach Eintrittspéortder Erreger entsteht eine
Rachen-, Nasen-, Augen-, Wund-, Haut-, Nabel odenitaldiphtherie. Das gebildete Toxin fiihrt lokal Klekrosen, die einen
typischen Foetor ex ore bedingen. Abgestorbeneh&gillen, Fibrin und Entziindungszellen bilden eirBelag, der Mukosa
ziemlich fest anliegt und deshalb als Pseudomembeaeichnet wird. Im Rachenraum kann diese die Mege verlegen und zu
schwerer Atemnot fihren. Massives KrankheitsgefBidber und Schwellen der regionalen Lymphknotemrken hinzu. Bei der
Rachendiphtherie kommt es innerhalb von Stunden massiven Anschwellen des Halses (Césarenhals:eHang der regionalen
Halslymphknoten und Ausbildung eines periglandui&belems). Das Diphtherie Toxin wird auch in diekdiation eingeschwemmt
und begriindet eine systemische Intoxikation, deotnvere vom jeweiligen Organbefall abhéngig istrg-Heeber, Nieren, Nerven).
Diese Spatfolge der Diphtherie kann den Tod bedeftiteisches Kreislaufversagen).

Die Keime werden durch Tropfchen- oder Schmieritifekiibertragen. Gesunde Keimtrager sind sehrrsdheMitteleuropa ist die
Rachendiphtherie, in den Tropen die Wunddiphthdigehaufigste Form der Krankheit. Es existiert diéglichkeit einer aktiven
Immunisierung mit einem Totimpfstoff.

Spezies Erkrankung Symptome Infektionsmodus
Corynebacterium Diphtherie Massives Krankheitsgefuhl, feste Beleg&achen, | Tropfchen- oder Schmierinfektion,
diphtheriae schmerzlos, Lymphknotenschwellung, Césarenhalsyon Mensch zu Mensch

Komplikation: Toxin induzierte Organschéden an
Nerven und Herz

Eine Infektion mit Corynebacterium diphtheriae karathgewiesen werden mittels:
= Mikroskopie: Gram-Farbung
= Serologie: Nachweis der Toxinbildung mittels ELISA

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Corynebacterium diphtheriae toxin 55-pdus ELISA ist fur den quantitativen Nachweis zfischer IgG-Antikorper
gegen Corynebacterium diphtheriae Toxin in humaSemum oder Plasma (Citrat) bestimmt. Dies erméghid Bestimmung des
Impfstatus und die individuelle Empfehlung eineufs- bzw. Auffrisch-Immunisierung.

3. TESTPRINZIP

Die quantitative immunenzymatische Bestimmung vymezgischem IgG gegen C. diphtheriae Toxin beruifitder ELISA (Enzyme-

linked Immunosorbent Assay)-Technik.

Mikrotiterstreifen als solide Phase sind beschichtet inaktiviertem C. diphtheriae Toxin (Toxoid) nfigenen. Vorhandene
spezifische Antikorper in der Probe binden an dienobilisierten Antigene der Mikrotiterplatte. Megttich-Peroxidase (HRP) -
konjugierte anti-human-lgG Antikérper binden an igeh-Antikdrperkomplexe in positiven Proben. Die tstandenen

Immunkomplexe werden durch Blaufarbung nach Inkiobamit Tetramethylbenzidin (TMB)-Substratidsunghgewiesen. Stoppen
der enzymatischen Reaktion mit Schwefelsaure féilnreinem Farbumschlag von blau zu gelb, der einfecthgewiesen und mit
einem ELISA-Reader bei 450 nm gemessen werden kann.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

= C. diphtheriae Toxin beschichtete Mikrotiterstreifen (IgG): 12 teilbare 8er-Streifen, beschichtet mit C. digiae Toxoid
Antigenen; in wieder verschlieSbarem Aluminiumbéute

. IgG-Probenverdiinnungspuffer=*: 1 Flasche mit 100 ml Puffer zur Probenverdinnung; D2 + 0.2; gelb geféarbt;
gebrauchsfertig; weil3e Verschlusskappe,

L] Stopplésung:1 Flasche mit 15 ml Schwefelséaure, 0.2 mol/l, gabhsfertig; rote Verschlusskappe.

. Waschlésung (20x konz.)*1 Flasche mit 50 ml eines 20-fach konzentrierteffiePaizum Waschen der Kavitaten; pH7.2 +
0.2; weil3e Verschlusskappe.

. C. diphtheriae toxin anti-lgG-Konjugat**: 1 Flasche mit 20 ml Peroxidase-konjugierten Anfilgin gegen humanes IgG;
blau geférbt; gebrauchsfertig. schwarze Verschiaygsg;

. TMB-Substratldsung: 1 Flasche mit 15 ml 3,3",5,5 -Tetramethylbenzi@iMB); gebrauchsfertig; gelbe Verschlusskappe.



. C. diphtheriae toxin 5S IgG Zusatzkontrolle***: 1 Flaschchen mit 2 ml; gelb gefarbt; orange Verss$itappe;
gebrauchsfertig.

. C. diphtheriae IgG Standards***: 5 Flaschchen, je 2 ml, gebrauchsfertig,:
Standard A: 0.000  IU/ml; blaue Verschlusskappe
Standard B: 0.015  IU/ml; grine Verschlusskappe
Standard C: 0.075  IU/ml; gelbe Verschlusskappe
Standard D: 0.150  IU/ml; rote Verschlusskappe
Standard E: 1.000  1U/ml; weil3e Verschlusskappe
* enthalt 0.1 % Bronidox L nach Verdiinnung

*x enthélt 0.2 % Bronidox L
**  enthalt 0.1 % Kathon

4.2. Mitgeliefertes Zubehor

1 selbstklebende Abdeckfolie
1 Rahmenhalter

1 Arbeitsanleitung

1 Ergebnisblatt

4.3. Erforderliche Materialien und Gerate

= Photometer mit Filtern 450/620 nm

. Feuchtkammer/Brutschrank mit Thermostat

= Manuelle oder automatische Waschvorrichtung

= Mikropipetten mit Einmalspitzen (10, 100, 200, 1Qdp
. Vortex-Mischer

= Plastikrohrchen fur den einmaligen Gebrauch

= Rohrchen-Stander

L] Aqua dest.

= Timer

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei 2...8°C lagern. Die Reagenzien nictthnden angegebenen Verfallsdaten verwenden. DifaNgetaten sind jeweils auf
den Flaschenetiketten und auf dem AuRenetiketegetzen.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind voeibrerwendung auf Raumtemperatur(20...25°C) zu bnihge

6.1. Beschichtete Streifen

Die abbrechbaren Streifen sind mit inaktiviertenrdiphtheriae Toxoid Antigen beschichtet. Die gebtesfertigen Vertiefungen sind
bei 2...8°C aufzubewahrenNichtverbrauchte Vertiefungen im Aluminiumbeutgdaanmen mit dem Trockenmittel sofort wieder
verschlieen und bei 2...8°C lagern. Haltbarkest bhim angegebenen Verfallsdatum.

6.2. C. diphtheriae toxin anti-lgG Konjugat

Das Flaschchen enthalt 20 ml einer Losung vontantian IgG-Meerrettichperoxidase, Puffer, Stabitisen, Konservierungsmittel
und einen inerten blauen Farbstoff. Die gebrauctigéeLosung ist bei 2...8°C aufzubewahrdlach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.3. Zusatzkontrolle

Das Flaschchen mit Zusatzkontrolle enthalt eineragathsfertige Kontrollldsung. Die Konzentration li/ml ist auf dem Etikett
angegeben. Die gebrauchsfertige Losung ist b&°€. aufzubewahren und enthalt 0.1 % KatHdach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).

6.4. Standards

Die Flaschchen mit Nullstandard A und StandardsCB,D und E enthalten 2,0 ml gebrauchsfertige Staiidisung. Die
Konzentrationen der Standards, gegen den ,IntemaltiStandard for Diphtheria Antitoxin (00/496)&astardisiert, sind:
Standard A: 0.000 1U/ml

Standard B: 0.015 1U/ml
Standard C: 0.075 U/ml
Standard D: 0.150 1U/ml
Standard E: 1.000 1U/ml

Die gebrauchsfertigen Lésungen sind bei 2...8°Quhdwahren und enthalten 0.1 % Kathach dem ersten Offnen haltbar bis
zum angegebenen Verfallsdatum (bei 2...8°C).



6.5. IgG-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthdlt 100 ml Phosphatpuffer, Statidien, Konservierungsmittel und einen inerten eeldarbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung ist bei 2...8°C aufzubeemhbie Losung wird fur die Verdinnung der ProbielgesetztNach dem ersten
Offnen haltbar bis zum angegebenen Verfallsdatwen2h.8°C).

6.6. Waschldsung (20x konz.)

Die Flasche enthalt 50 ml konzentrierten PufferteBgenzien und Konservierungsmittel. Der Inhaltdwéuf einen Liter mit Aqua
dest. verdinnt (1+19). Der frische Puffer ist mstdas 4 Wochen bei 2...8°C haltbar. Die Waschldswing zum Waschen der
Streifen eingesetzEollte eine Kristallisation im Konzentrat auftretetie Waschlosung auf 37°C erwarmen und vor derdiveren
gut mischen. Nach dem ersten Offnen, Konzentriibarebis zum angegebenen Verfallsdatum (bei Z).8°

6.7. TMB-Substratlésung

Das Flaschchen enthélt 15 ml eines Tetramethylden¥Vasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchgieitidsung ist bei 2...8°C
vor Licht geschitzt aufzubewahre@ie LOsung ist leicht hellblau. Sollte die TMB-Swatdosung dunkelblau sein, ist sie
kontaminiert und kann nicht im Test verwendet werdéach dem ersten Offnen haltbar bis zum Verfallsd bei sachgerechter
Lagerung von 2...8°C.

6.8. Stoppldsung

Das Flaschchen enthalt 15 ml 0,2 M SchwefelsauBs/#8, S26). Die gebrauchsfertige Losung ist b&i @-aufzubewahremlach
dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebenenli¢defum (bei 2...8°C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es sollten humane Serum- oder Plasmaproben (Citestyendet werden. Werden die Bestimmungen inneraih 5 Tagen nach
Blutentnahme durchgefiihrt, kénnen die Proben heé8°Z aufbewahrt werden, sonst tiefgefrieren (-720°C). Wiederaufgetaute
Proben vor dem Verdiinnen gut schitt¥lfiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden

Hitzeinaktivierung der Proben wird nicht empfohlen.

7.1. Probenverdinnung

Proben vor Testbeginn im Verhaltnis 1+100 mit Ig@denverdinnungspuffer verdinnen, z.B. 10ul Probé & ml IgG-
Probenverdunnungspuffer in die entsprechenden Réhrpipettieren, um eine Verdiinnung von 1+100 halesn; gut mischen
(Vortex).

Proben mit erwarteten Antitoxinkonzentration ob#éshder Konzentration von Standard E (1.0 IU/ml)lteol nach der oben
beschriebenen Verdinnung 1+1 weiter verdinnt werdem. 100ul der ersten Probenverdinnung + 100pG- Ig
Probenverdinnungspuffer (Verdiinnungsfaktor: 2).

8. TESTDURCHFUHRUNG

8.1. Testvorbereitung

Gebrauchsinformatiowor Durchfuihrung des Tests sorgfaltig lesen. Fur dieezlassigkeit der Ergebnisse ist es notwendig, die
Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Die folgendstdigrchfiihrung ist fir die manuelle Methode validiBeim Arbeiten mit ELISA
Automaten empfehlen wir, um Wascheffekte auszus@bl, die Zahl der Waschschritte von drei auf find das Volumen der
Waschlésung von 300 pl auf 350 pul zu erhdéhen. \&stleginn auf dem mitgelieferten Ergebnisblatt\tketeilung bzw. Position
der Patientenproben und Standards auf den Mikrstiigfen genau festlegen. Die bendtigte Anzahl von Mikrositesifen
(Kavitaten) in den Streifenhalter einsetzen.

Hierbei mindestens

1 Vertiefung (z.B. Al) fir den Substratleerwdtank),
5 Vertiefungen (z.B. B1, C1, etc) fur die Standa#d B, C, D und E
1 Vertiefung (z.B. G1) fur die Zusatzkontrolle.

Prinzipien der Qualitatssicherung in der Laboratarismedizin erfordern zur héheren Sicherheit fin&ads und Patientenproben
mindestens Doppelbestimmungen. Es wird empfohigtiygobzw. negative Kontrollproben bei jeder Tasttfiihrung mitzufiihren.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohredyerung durchfihren.
Fur jeden Pipettierschritt der Standards und Prebebere Einmalspitzen verwenden.
Den Brutschrank auf 37 + 1°C einstellen.

1. Je 100 pl Standard A, B, C, D und E, Zusatzkorgralhd vorverdiinnte Proben in die entsprechendetieftergen
pipettieren. Vertiefung Al ist fir den Substratieert vorgesehen.

2. Die Streifen mit der mitgelieferten Abdeckfolie leeten.
1 h =5 min bei 37°C inkubieren.

4.  Am Ende der Inkubationszeit Abdeckfolie entfernemd udie Inkubationsfllissigkeit aus den Teststreifdssaugen.
AnschlieRend dreimal mit 300ul Waschlésung wasctierflieRen von Flissigkeit aus den Vertiefungenmeiden.
Intervall zwischen Waschen und Absaugen sollte gstehs 5 sec betragen. Nach dem Waschen die &dstsimit den
Offnungen nach unten kurz auf Fliesspapier ausklopim die restliche Fliissigkeit zu entfernen.
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Beachte:Der Waschvorgang ist wichtig, da unzureichendesdNen zu schlechter Prazision und falsch erhohten
Messergebnissen flhrt!

5. 100ul C. diphtheriae anti-lgG Konjugat in alle \fefingen, mit Ausnahme der fur die Berechnung desnlertes
vorgesehenen, pipettieren. Mit Folie abdecken.

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

100p! TMB-Substratldsung in alle Vertiefungen pijsgen.

Genau 15 min im Dunkeln bei Raumtemperatur (20...25°Tinkubieren.

10. In alle Vertiefungen 100ul Stopplésung in der dieic Reihenfolge und mit den gleichen ZeitintervaNee bei der
TMB-Substratldsung Zugabe pipettier&dahrend der Inkubation gebildete blaue Farbe sghié gelb um.
Hinweis: Hochpositive Patientenproben kdnnen schwaérzlichéizipitate des Chromogens verursachen! Diese
Prazipitate beeinflussen die Messwerte. Es wird fehien, die Patientenprobe wie unter 7.1. bescleeb
weiter zu verdunnen und den Test zu wiederholen.

11. Die Extinktion der Losung in jeder Vertiefung b&04620 nm innerhalb von 30 min nach Zugabe dergspng messen

© o N

8.2. Messung
Mit Hilfe des Substratleerwertes (Blgrik Al denNullabgleich des Mikrotiterplatten-Photometers (ELISA-Reademnehmen.

Falls diese Eichung aus technischen Grunden nietiiglich ist, muss nach der Messung der Extinktiensder Position Al von
allen anderen Extinktionswerten abgezogen werdeneinwandfreie Ergebnisse zu erzielen!

Extinktion aller Kavitéaten be#50 nmmessen und die Messwerte der vier Standards wigb®in das Ergebnisblatt eintragen.
Einebichromatische Messung mit der Referenzwellenlédnge 620nird empfohlen.
Falls Doppel- oder Mehrfachbestimmungen durchgefithrden, derMittelwert der Extinktionswerte berechnen.

9. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

9.1. Testguiltigkeitskriterien
Der Test wurde richtig durchgefiihrt, wenn er folde Kriterien erfillt:

L] Substrat-Leerwert in Al: Extinktion< 0,100
L] Standard A in B1: Extinktion< 0,200
. Standard B in C1: Extinktion> 0,050
. Standard C in D1: Extinktion> 0,200
. Standard D in E1: Extinktion> 0,400
L] Standard E in F1: Extinktion> 1,000
. Zusatzkontrolle in G1: Ergebnis in IU/ml innerhalb des auf denk€ti angegebenen Bereiche

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D <Standard E
Sind diese Kriterien nicht erfiillt, ist der Tesflamngltig und muss wiederholt werden.
9.2. Messwertberechnung

Um quantitative Ergebnisse in IU/ml zu erhalten, die Extinktionswerte der vier StaddaA, B, C, D und E gegen ihre
entsprechende Konzentration (0.000, 0.015, 0.07500 1.0 IU/ml) auftragen und eine Standardkurgéeien (Extinktionswerte auf
der vertikalen y-Achse; Konzentrationen auf delizwrtalen x-Achse).

Anhand dieser Standardkurve Ergebnisse die geteitt&xtinktionswerte der jeweiligen Patientenprobblesen.

BemerkungErgebnisse zuséatzlich (z.B. 1+1) verdinnter Profméissen mit dem entsprechenden Verdunnungsfaktipliniert
werden! ( Verdinnung 1+1; Mandungsfaktor: 2)

Im Handel erhéltliche Auswertungsprogramme ermadgiic eine automatische Erstellung der Standardkunek Kalkulation der
Ergebnisse.

11



9.2.1 Typische Standardkurve
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0,500
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0,000

1U/ml

9.3. Interpretation der Ergebnisse und EmpfehlungerlU/mi]*

<0,01 Kein protektiver Antikdrperspiegel!
Grundimmunisierung empfohlen.

0,01 -0,09 Kein verlasslicher Schutz vor Infektio

Auffrischungsimpfung und Kontrolle der Antikérspiegel nach 4-6 Wochen empfohlen.
0,10-1,0 Verlasslicher Schutz vor Infektion!
>1,0 Verlasslicher Langzeit-Schutz!

10 Jahren nach der letzten Impfung wird eine Kdietnd Auffrischungsimpfung empfohlen.
Es wird empfohlen sowohl die Basis- als auch didfilachimpfung 4 bis 6 Wochen nach der Impfung zntkollieren und die
Ergebnisse im Impfpass zu vermerken.

*In Anlehnung an: RKI 1999

10. TESTMERKMALE

10.1. Prazision

Intraassay n Mittelwert (OD) VK (%)
Schwach pos. 24 0.95 12.1
Pos. 24 3.02 2.1
Interassay n Mittelwert (IU/ml) VK (%)
Schwach pos. 12 0.04 114
Pos. 12 0.16 2.8

10.2. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als dihrscheinlichkeit des Tests, ein negatives Ergebri Fehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie betragt 84,6%.

10.3. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat ist definiert al® divahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Ergelbei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie betréagt 100%.

10.4. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat des Tests ist deftrads die kleinste Konzentration, die vom Nullstartdunterschieden werden kann.
Sie betragt 0.01 IU/ml.

10.5. Interferenzen

Hamolytische,. lipdmische und ikterische Proberaleeg bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml fimidglobin, von 5 mg/mi
Triglyceride und von 0,2 mg/ml fiir Bilirubin keirieterferenzen im vorliegenden ELISA.
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11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wieadlées Einfrieren und Auftauen kénnen zu eineravelerung der Messwerte
fuhren.

Die Diagnose einer Infektionskrankheit darf nicliieia auf der Basis des Ergebnisses einer Bestingnmgestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zusatzlich zu den serologischgebRissen in Betracht
gezogen werden.

Bei Immunsupprimierten und Neugeborenen besitzerEdjebnisse der serologischen Tests nur eineetuegn Wert.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

. Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EGtldgr Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitr@fnostika fest, um
deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherziastel Daher sind die Testdurchfihrung, die Inforomti die
SicherheitsmaBnahmen und Warnhinweise in der Gebsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung Testkits auf
Diagnostika-Geraten ist die Testmethode zu vakdierJede Anderung am Aussehen, der Zusammensetmohgder
Testdurchfihrung sowie jede Verwendung in Komboratnit anderen Produkten, die der Hersteller niahtorisiert hat, ist
nicht zulassig; der Anwender ist fiir solche Andgem selbst verantwortlich. Der Hersteller haftetffilsche Ergebnisse und
Vorkommnisse aus solchen Griinden nicht. Auch fiscfee Ergebnisse aufgrund von visueller Auswertuing keine Haftung
Ubernommen.

. Nur flr in-vitro-Diagnostik.

L] Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Urspsusigd auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBsSAG nichteaktiv

getestet. Dennoch sind alle Materialien als pogditifektios anzusehen und entsprechend zu belande

Reagenzien und Mikrotiterplatten unterschiedlidBleargen nicht untereinander austauschen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miRéagenzien dieses Testkits verwenden.

Nicht nach Ablauf des Verfallsdatums verwenden.

Nur saubere Pipettenspitzen, Dispenser und Laberiatén verwenden.

Verschlusskappen der einzelnen Reagenzien nichtainander vertauschen.

Flaschen sofort nach Gebrauch fest verschlieRen/emtunstung und mikrobielle Kontamination zu veitea.

Nach dem ersten Offnen Konjugat- und Standardikisen vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Kontzatibn priifen.

Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschoébiten Resultaten Patientenproben und Konjugatfédtegin die

Kavitéten pipettieren.

= Der NovaLisa™ ELISA ist nur fur die Anwendung dureachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitsteehréinwandfrei

beherrscht.
WARNUNG: Bronidox L zeigt in der verwendeten Konzentmatimhezu keine toxikologischen Risiken an Haut bzw.
Schleimhaut.
WARNUNG: Schwefelséure reizt Augen und Haut! Nach Bertgmait den Augen grundlich mit Wasser spilen unérin
Arzt aufsuchen.

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regeld8aabfalle. Deren Beseitigung unterliegt den metien abfallrechtlichen
Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behidfdeniert liber die Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: PCORGO009 Corynebacterium diphthéide 5S 1gG plus ELISA (96 Bestimmungen)
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ITALIANO C E

1. INTRODUZIONE

Il Corynebacterium diphtheriae, appartenente altailia delle Corynebacteriaceae, € un bacillo Gpasitivo, asporigeno, aerobio
e non mobile. E causa della difterite, un‘infezigmcipalmente a trasmissione aerea che si swvluppivello delle prime vie
respiratorie. Il batterio penetra a livello di fage o laringe dove causa una reazione infiammatdéibanoso-necrotica, con
caratteristiche pseudomembrane; confinato nelleiqmsaembrane, il batterio produce una tossina, ehénvcircolo agendo sul
sistema nervoso, sul cuore, sulle ghiandole suirensugli altri organi. A seconda della localizza® delle pseudomembrane si
possono avere forme diverse di difterite: angirfeedca, con membrane in sede faringea; laringifeerita, piu rara, in cui le
membrane sono localizzate sulle corde vocali eqpusportare a ostruzione laringea con soffocamémt@rognosi pud essere piu o
meno sfavorevole con l'exitus che si verifica nel086 dei casi. In caso di decesso, esso € dovimsudficienza respiratoria,
insufficienza cardiaca o ad un accumulo di tosaiglasistema nervoso. La malattia, un tempo moftosh, & ormai rarissima in tutti
i paesi dove é stata resa obbligatoria la vacaim&ziNei paesi tropicali esiste anche una formdiftirite cutanea dovuta a ferite o
morsi di insetti.

Specie Malattia Sintomi Modo d’infezione
Corynebacterium | Difterite Malessere generale, gonfiore della gola Erasmissione: aerea; contatto diretto cpn
diphtheriae dei linfonodi una persona infetta

Complicanze: danni su altri organi
causati dalla tossina

Diagnosi
= Microscopia: colorazione di Gram
. Sierologia: ELISA

2. USO PREVISTO

Il NovaTec Corynebacterium diphtheriae tossinad® plus ELISA & un kit per la determinazione quatitia degli anticorpi
specifici della classe IgG per la tossina del Cebatterium diphtheriae nel siero o plasma (citratoano. . Si determina lo stato
dellimmunita e verifica la necessita di ulteriarimunizzazioni.

3. PRINCIPIO DEL TEST

La determinazione quantitativa degli anticorpi Ig€r la tossina del Corynebacterium diphtheriaeasiabsul principio ELISA. |
pozzetti delle micropiastre contengono una faseaalon la tossina inattivata del Corynebacteriuphttieriae (antigeni). Anticorpi
specifici nel campione si legano agli antigeni infitizzati nei pozzetti. Gli anticorpi del coniugafperossidasi di rafano-anticorpi
anti-lgG umane) si legano ai complessi antigense(folida)-anticorpo (paziente) nei campioni pasi@uesti complessi vengono
evidenziati da una colorazione blu dopo lincubaeiccon la soluzione TMB. L'intensita di questa caftione & direttamente
proporzionale alla quantita di anticorpi specifier il Corynebacterium diphtheriae di classe Ig&€spnti nel campione. Fermando la
reazione enzimatica con acido solforico si causeaimbiamento di colore dal blu al giallo che pusees misurato facilmente con un
fotometro per 'ELISA a 450 nm.

4. MATERIALI

4.1. Reagenti forniti

. Micropiastre con la tossina del Corynebacterium diptheriae (IgG): 12 strisce divisibili in 8 pozzetti, con adesittssina
del Corynebacterium diphtheriae; dentro una bustiéuchinio richiudibile.

. Tampone diluente IgG***: 1 flacone contenente 100 ml di diluente per camipjoH 7.2 + 0.2; color giallo; pronto all'uso;
tappo bianco.

= Soluzione stop:1 flacone contenente 15 ml di acido solforico, @d/I, pronto all’'uso; tappo rosso.

. Tampone di lavaggio (20x conc.)*1 flacone contenente 50 ml di un tampone concenf@tvolte per il lavaggio dei pozzetti;
pH 7.2 £ 0.2; tappo bianco.

. Coniugato Corynebacterium diphtheriae tossina antilgG**: 1 flacone contenente 20 ml di anticorpi anti-lgG aumm,
coniugati a perossidasi; color azzurro; prontaial; tappo nero.

. Soluzione TMB: 1 flacone contenents ml di 3,3°,5,5 -Tetrametilbenzidina (TMB); prorll'uso; tappo giallo.
. Corynebacterium diphtheriae tossina 5S IgG Controlb***: 1 flacone da 2 ml; colore giallo; pronto uso; tappancio
= Corynebacterium diphtheriae tossina IgG Standards**: 5 flaconi, contenenti 2 ml, pronti all'uso:

Standard A: 0.000 1U/ml; tappo blu
Standard B: 0.015 IU/ml; tappo verde
Standard C: 0.075 IU/ml; tappo giallo
Standard D: 0.150 1U/ml; tappo rosso
Standard E: 1.000 IU/ml; tappo bianco
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* contiene 0.1 % Bronidox L dopo diluizione
* contiene 0.2 % Bronidox L
***  contiene 0.1 % Kathon

4.2. Accessori forniti

1 pellicola adesiva

1 supporto per micropiastre
1 istruzione per l'uso

1 foglio di controllo

4.3. Materiali e attrezzature necessari

L] Fotometro per micropiastre con filtri da 450/620 nm

= Incubatore a 37°C

= Lavatore di micropiastre

L] Micropipette con punte monouso (10, 100, 200, 1000
. Vortex-Mixer

. Provette monouso

. Supporto per provette

= Acqua deionizzata o distillata.

= Timer

5. MODALITA DI CONSERVAZIONE

| reagenti devono essere conservati tra 2-8°C. IName i reagenti dopo la scadenza. La data di szadestampata sull’etichetta di
ogni componente e sull'etichetta esterna dellaeziahe.

6. PREPARAZIONE DEI REAGENTI

Portare tutti i reagenti a temperatura ambiente-2%8°C) prima dell’'uso!

6.1. Micropiastre

| pozzetti sono separabili. Contengono adesi laitasinattivata del Corynebacterium diphtheriapozzetti, pronti all'uso, devono
essere conservati tra 2-8°Riporre i pozzetti non utilizzati nel sacchetta dogel essiccante di silice. Il prodotto & stabilno alla
data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.2. Coniugato Corynebacterium diphtheriae tossindgG

Il flacone contiene 20 ml di anticorpi anti-lgG ungaconiugati a perossidasi di rafano, stabilizzamthservanti e un colorante inerte
azzurro.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino allatd di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.3. Controllo

Il flacone contiene una soluzione di controllo gooso. La concentrazione in 1U/ml e riportata'stihetta. Contiene 0.1% Kathon
e deve essere conservato a 2...8J@a volta aperto, il prodotto € stabile fino allata di scadenza se conservato a 2...8°C.

6.4. Standards

| flaconi contengono 2.0 ml di soluzione Standammhga all’'uso con le seguenti concentrazioni (Lagamtrazione degli standards si
riferiscono al "International Standard for DiphtizeAntitoxin (00/496)"):

Standard A: 0.000 1U/ml
Standard B: 0.015 1U/ml
Standard C: 0.075 U/ml
Standard D: 0.150 1U/ml
Standard E: 1.000 1U/ml

Contengono 0,1% Kathoklna volta aperto, il prodotto € stabile fino allat di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.5. Tampone diluente IgG

Il flacone contiene 100 ml di tampone fosfato, sidanti, conservanti e un colorante giallo inert@ soluzione viene usata per
diluire i campioni. Una volta aperto, il prodotto € stabile fino allata di scadenza se conservato tra 2-8°C.

6.6. Tampone di lavaggio (20x conc.)

Il flacone contiene 50 ml di un tampone concentrdtergenti e conservanti. Il contenuto vieneittileon acqua deionizzata o
distillata (1 + 19). Il tampone diluito é stabilad 5 giorni se conservato a temperatura ambi&#esono presenti cristalli, scioglierli
a 37°C prima di diluire. Una volta aperto, il protlo é stabile fino alla data di scadenza se coretertra 2-8°C.

6.7. Soluzione TMB

Il flacone contiene 15 ml di 3,3°,5,5 -Tetrametii&lina (TMB) e perossido di idrogeno pronto alfu€onservare al buioLa
soluzione é incolore o celeste chiaro. Nel cascuindiventasse blu significa che é contaminatare mo essere pitl usata. Una volta
aperto, il prodotto é stabile fino alla data di slemnza se conservato tra 2-8°C.
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6.8. Soluzione Stop

Il flacone contienél5 ml di acido solforico, 0.2 mol/l (R36/38, S26jpnto all’'uso.Una volta aperto, il prodotto é stabile fino alla
data di scadenza se conservato tra 2-8°C.

7. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Usare campioni di siero o plasma (citrato) umareoil st viene fatto entro 5 giorni dal prelieveaimpioni possono essere
conservati tra 2-8°C. Altrimenti devono essereuadiqti e congelati tra -70-20°C. Agitare bene i campioni scongelati prima di
diluirli. Evitare cicli ripetuti di congelamento/scongelarten

L’inattivazione dei campioni per mezzo del calooa e raccomandata.

7.1. Diluizione dei campioni

Prima del test, diluire i campioni 1+100 con tampadiluente IgG. Per esempio, pipettare nelle ptevEd pl di campione + 1 ml di
tampone e mescolare bene (Vortex).

Per pazienti con probabili concentrazioni supertin Standard E (1.0 IU/ml) i campioni devono essdteriormente diluiti dopo la
diluizione discritta sopra 1+1. Es. 100ul dellangidiluizione + 100ul tampone diluente IgG (Fatidirdiluizione: 2).

8. PROCEDIMENTO

8.1. Preparazione del test

Leggere bene le istruzioni prima di iniziare il eggio. Per ottenere risultati validi € indispenkabeguire esattamente le istruzioni.
La seguente procedura € stata validata per I'essmiznanuale. Per una esecuzione su strumentaaigneatica si consiglia di
incrementare il numero di lavaggi de 3 a 5 volté wlume della soluzione di lavaggio da 300 a |#50er evitare interferenze.
Stabilire innanzitutto il piano di distribuzione &t&ntificazione dei campioni e controlli sul fagldi lavoro fornito con il kit. Inserire

i pozzetti necessari nel supporto micropiastre

Utilizzare almeno:

1 pozzetto (es. Al) per il bianco-substrator(k)a
5 pozzetti (z.B. B1, C1, etc) per gli Standard8AC, D e E
1 pozzetto (es. G1) per controllo

E consigliato effettuare ogni analisi in duplicato.
Eseguire il test nell'ordine stabilito dalle istiozi, senza pause.
Utilizzare puntali nuovi e puliti per ogni campioaetandard.

Regolare l'incubatore a 3# 1°C
1. Pipettare 100 pl degli standards A, B, C, D, E tlo e di campione diluito nei relativi pozzettisare il pozzetto A1
per il bianco-substrato.

2. Coprire i pozzetti con la pellicola adesiva.
Incubare 1 ora+5 min a 37% 1°C.

4. Al termine dell'incubazione, togliere la pellicotal aspirare il liquido dai pozzetti. Successivamdatare i pozzetti tre
volte con 300 pl di tampone di lavaggio. Evitare d¢a soluzione trabocchi dai pozzetti. L'intervalta il lavaggio e
'aspirazione deve essere almeno di 5 sec. Dofavédggio picchiettare delicatamente i pozzetti Eapertura verso il
basso su una carta assorbente per togliere commgleta il liquido.

Attenzione: Il lavaggio é una fase critica. Un lavaggio noncarato determina una cattiva precisione del testua
innalzamento falsato delle densita ottiche.
5. Pipettare 100ul di Coniugato Corynebacterium diph#te tossina anti-IlgG in tutti i pozzetti, escinde quello con il
bianco-substrato (blank). Coprire i pozzetti copédlicola adesiva.

Incubare 30 min a temperatura ambiente (20°...25°CNon esporre a fonti di luce diretta.
Ripetere il lavaggio secondo punto 4.

Pipettare 100! di Soluzione TMB in tutti i pozzett

Incubare precisamente per 15 min a temperatura amiginte (20°...25°C) al buio.

10. Pipettare 100ul di Soluzione Stop in tutti i potizatello stesso ordine della soluzione TMBurante I'incubazione il
colore cambia dal blu al giallo.

Attenzione: Campioni con un risultato positivo molto alto poso causare precipitati scuri del cromogeno! Quest
precipitati influenzano la lettura delle densit&tiche. E consigliato diluire i campioni un’altra ita come
discritto in 7.1 e di ripetere il test.

11. Misurare I'assorbanza di tutti i pozzetti a 450/6@0 entro 30 min dopo I'aggiunta della soluziorapst

© ©® N
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8.2. Misurazione

Regolare il fotometro per le micropiastre (ELISA&Rer)a zerousando il substrato-bianco (blank)Al. Se, per motivi tecnici, non
€ possibile regolare il fotometro sottrarre I'asbanza del bianco-substratta tutti i valori delle altre assorbanze.

Misurare I'assorbanzadi tutti i pozzetti 8450 nme inserire tutti i valori misurati nel foglio divaro.

E raccomandato fare una misurazione delle densitiche a doppia lunghezza d’onda utilizzando i 628 come lunghezza di
riferimento.

Dove sono state misurate in doppio, calcolammedia delle assorbanze.

9. RISULTATI

9.1. Validazione del test
Il test é valido se risponde ai prossimi criteri:

L] Substrato bianco in Al: Assorbanza 0,100
L] Standard A in B1: Assorbanza 0,200
L] Standard B in C1: Assorbanza 0,050
. Standard C in D1: Assorbanza 0,200
. Standard D in E1: Assorbanza 0,400
L] Standard E in F1: Assorbanza 1,000
L] Controllo in G1: risultato in IU/ml entro il range indicasall'etichetta

Standard A < Standard B < Standard C < Standard D <Standard E
Se non vengono soddisfatti questi criteri, il temt € valido e deve essere ripetuto.

9.2. Calcolo dei risultati

Per ottenereiiisultati quantitativi in IU/ml , realizzare un diagramma cartesiano ponendo &lzmsze degli Standards A, B, C,D e
E sullasse della Y e ponendo le concentrazior®,(0.015, 0.075, 0.150, 1.0 IU/ml) sullasse dellssu cui tracciare la curva
standard.

Traendo i risultati da questa curva standard vamseriti i valori medi delle assorbanze dei campibrogni singolo paziente.

Attenzione] risultati dei campioni diluiti due volte devorssere moltiplicati con il fattore di diluizion !
(Diluizione 1+1; fattore dildizione: 2)

Tutti i programmi per computer commercializzati satilizzabili per calcolare ed interpretare i ftati.

9.2.1 Tipica curva standard

1,800
1,600 -
1,400 -
1,200 A
1,000 -
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
1U/ml
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9.3. Interpretazione dei risultati e raccomandazion[IU/ml]*

<0.01 Nessuna protezione; mancanza di anticorpi
L’immunizzazione é raccomandata.

0.01-0.09 La protezione da infezioni non é asata!

Una ripetizione dellimmunizzazione e il conteotiopo 4-6 settimane sono raccomandati.
0.10-1.0 Protezione pill 0 meno sicura da infeki

Una ripetizione dellimmunizzazione e il conteotlopo 4-6 settimane sono raccomandati.
>1.0 Protezione sicura da infezioni!

Dopo circa 10 anni dall'ultimo richiamo si raccordarun controllo € un nuovo richiamo.

| raccomanda che I'immunizzazione di base o ilieinfo siano controllati dopo 4-6 settimane doportionizzazione e che la data
sia riportata sul certificato di vaccinazione.

*in accordo con: RKI 1999

10. CARATTERISTICHE DEL TEST

10.1. Precisione

Interdosaggio n Media (1U/ml) Cv (%)
Lievemente pos. 24 0.95 121
Pos. 24 3.02 2.1
Intradosaqqio n Media (OD) CV (%)
Lievemente pos. 12 0.04 11.4
Pos. 12 0.16 2.8

10.2. Specificita diagnostica

La specificita diagnostica é la probabilita delt tdsfornire un risultato negativo in assenza diianpi specifici. La specificita
diagnostica é pari a 84.6%.

10.3. Sensibilita diagnostica

La sensibilitd diagnostica é la probabilita dek tisfornire un risultato positivo in presenza ditiaorpi specifici. La sensibilita
diagnostica é pari a 100%.

10.4. Sensitivita analitica

La sensitivita analitica del test € definita dakacentrazione piu piccola che puo essere dislaita standard A. Essa equivale a
0.01 IU/ml.

10.5. Possibili interferenze

Campioni emolitici, lipidici ed itterici contenerftho a 10 mg/mL di emoglobina, 5 mg/mL di triglicdi e 0,2 mg/mL di bilirubina
non hanno presentato fenomeni di interferenza reslgmte test.

Nota: | risultati si riferiscono al gruppo di caropi realizzati, questi non sono specifiche garantit

11. LIMITAZIONI

Una contaminazione da microorganismi o ripetuti diccongelamento-scongelamento possono altereaori delle assorbanze. La
diagnosi di una malattia infettiva non deve esata soltanto sulla risultanza di un unico tesimgortante considerare anche
'anamnesi ed i sintomi del paziente. | risultadl test da pazienti immunosoppressi e neonati hann@lore limitato.

12. PRECAUZIONI E AVVERTENZE

= In ottemperanza all'articolo 1, paragrafo 2 deligettiva Europea 98/79/EC, I'uso dei diagnosticidiein vitro & inteso da
parte del produttore ad assicurare la congruemzgyrdstazioni e la sicurezza del prodotto. Di cgueeza la procedura
analitica, le informazioni, le precauzioni e le extenze contenute nelle istruzioni per l'uso devessere seguite
scrupolosamente. L'uso dei kit con analizzatori teeazature similari deve essere previamente catatal Qualunque
cambiamento nello scopo, nel progetto, nella commyee o struttura e nella procedura analiticaj cosne qualunque uso dei
kit in associazione ad altri prodotti non approwti produttore non € autorizzato; I'utilizzatotesso é responsabile di questi
eventuali cambiamenti. Il produttore non e respbitseer falsi risultati e incidenti che possansess causati da queste
ragioni. Il produttore non é responsabile per qugilie risultato ottenuto attraverso esame visivadeipioni dei pazienti.

L] Solo per uso diagnostico in-vitro.

. Tutti i componenti di origine umana sono stati &bwon reattivicon Anti-HIV-Ab, Anti-HCV-Ab e HBsAg Nonostante cio e
tutti i materiali devono comunque essere considpaienzialmente contagiosi e infettivi.

L] Non scambiare reagenti e micropiastre di lotti dive

= Non utilizzare reagenti di altri produttori insieroen i reagenti di questo kit.
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L] Non usare dopo la data di scadenza.

L] Utilizzare soltanto attrezzatura pulita.

= Non scambiare i tappi dei flaconi.

L] Richiudere i flaconi immediatamente dopo I'uso @etare la vaporizzazione e contaminazione.

L] Una volta aperti e dopo relativo stoccaggio vegifeci reagenti per una loro eventuale contaminazwima dell’'uso.

= Per evitare contaminazioni crociate e risultatoeeamente alti pipettare i campioni e reagenti gmita precisionenei
pozzetti.

L] Il NovaLisa™ ELISA e previsto soltanto per essenpiegato da parte di personale specializzato chesoe perfettamente le
tecniche di lavoro.

ATTENZIONE: Bronidox L, nella concentrazione usata, mostiasgassenza di tossicita sulla pelle e sulle neicos

ATTENZIONE: L’acido solforico irrita occhi e pelle! Dopo ibatatto sciacquare immediatamente e abbondantemente
Contattare uedico.

12.1. Smaltimento

In genere tutte le sostanze chimiche vengono ceretiel rifiuti tossici. Lo smaltimento viene regolata leggi nazionali. Per ulteriori
informazioni contattare I'autorita locale.

13. INFORMAZIONI PER GLI ORDINI
Numero del prodotto: PCORGO009 Corynebacteriumttgfae toxin 5S 1gG plus-ELISA (96 determinazioni)
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SCHEME OF THE ASSAY

Corynebacterium diphtheriae toxin 5S IgG plus-ELISA

Assay Preparation

Prepare reagents and samples as described.

Establish the distribution and identification pfan all specimens and standards on the resu
sheet supplied in the kit

Select the required number of microtiter stripsvelis and insert them into the holder.

t

Assay Procedure

Substrate Add. | sample
blank Std A Std B Std C Std D|  Std Econtrol | (diluted
(z.B. A1) 1+100)
Standard A - 100ul - - - - - -
Standard B - - 100ul - - - - -
Standard C - - - 100ul - - - -
Standard D - - - - 100pl - - -
Standard E - - - - - 100 gl - -
Add. control - - - - - - 100ul -
Sample
(diluted 1&100) i i - i ) ) - 100p

Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 1 h at 37°C
Wash each well three times with 3001 of washingtsm
Conjugate | - | 100ul| 100ui 100ul 10041 100[ul  10Qul Oulo
Cover wells with foil supplied in the kit
Incubate for 30 min at room temperature
Wash each well three times with 3001 of washingtsm

TMB Substrate] ~ 100ul | 100ul| 1004l 100l  100ul 100 wOOul | 100l
Incubate forl5 min at room temperature in the dark
Stop Solution | 100ul | 100ul] 100yl 1004l  100fl | 10Qutooul

Photometric measurement at 450 nm (reference wayle620 nm)
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