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1. INTRODUCTION

Rubella virus is an enveloped, positive-sense,lsistjanded RNA virus and the only member of theugerubivirus within the
togavirus family. It has a spherical shape meaguahout 50-70 nm in diameter. The rubella virionc@nposed of an inner
icosahedral nucleocapsid that is surrounded byid-tiontaining envelope with glycoproteins E1 an2l Epitopes involved in
hemagglutination and neutralization have been ifledton E1. In assembled virions E1 forms hetarmts with E2. Rubella virus is
of a single antigenic type and does not crossegictother members of the togavirus group.

Rubella virus causes the children’s disease Rulbell&erman Measles’ and is spread via respirab@ysmission from human to
human. The incubation period for rubella is abeltd 21 days. Rubella virus infects cells of thepieatory tract and spreads via the
lymph nodes to the blood. The primary symptom dfetla virus infection is the appearance of a r&starfthem) on the face which
spreads to the trunk and limbs and usually fadéer ahree days. Other symptoms include headachs;gtade fever,
lymphadenopathy, upper respiratory symptoms angunotivitis. Virus is excreted in nasopharyngeatrséons and in the urine.
Persons infected with rubella shed the virus fdays before and after the exanthem.

Rubella virus occurs worldwide, and humans areiitty known reservoir. In industrial countries natuinfection rates in school
children are about 50 %. Naturally occuring Rubisla relatively mild and harmless diesease irdeéil and adolescents.

However, if a pregnant woman contracts rubella,vihngs can cause serious birth defects or everata fo the fetus. The younger
the fetus is at the time of infection, the morelikthe so-called congenital rubella syndrome (CR$p occur and the more severe
the effects are likely to be. There appears tofé&ua 90 % chance of fetal damage after infedtiotie first 8 weeks of gestation,
this decreases to about 25 % to 35 % for the setondster. Defects are rare when infection ocetter 16 weeks gestation.

The virus affects the developing organs. Rubelldrgopathy (Gregg-Syndrome) is characterized bydhssical trias of cardiac
defects (patent ductus arteriosus), eye defectaréaas) and deafness. In addition, a low birthgiveithrombocytopenic purpura,
hepatosplenomegaly, encephalitis, hepatitis or aheetardation is possible.

Species Disease Symptoms Mechanism of infection

acquired rubella | generalized rash (fever, nausea) | Transmission by close person-to-person contaataspr

(German Measles) most probably by droplets via the respiratory tract
Rubella
Virus Congenital Rubella| cardiovascular lesions, eye defects,fetal infection:
Syndrome hearing impairment, CNS transplacental transmission during maternal viremia
(Embryopathia involvement and others
rubeolosa)

Infection may be identified by

= Detection of virus by RT-PCR (prenatal)

. Hemagglutination inhibition (HAI), Haemolysis-inigest (HIG)

. Detection of antibodies by EIA, ELISA, immunoblot

Measurement of serum antibodies is important ferdétermination of the immune status. Even a pusviofection though rather
overt may not yield a long-lasting immunity, butyrasult in an antibody titer too low to preverinfection. Especially the
screening of adolescents and young women shouddniendatory routine in prenatal care.

2. INTENDED USE

The NovaTec Rubella Virus IgG Immunoblot is a quadive assay for the detection of rubella virusc#pelgG antibodies in human
serum. In addtion it constitutes a useful tooliszdminate between acute and past infectionsedine immune reaction to the E2-
glycoprotein is delayed. In nonreducing immunolf@tspecific bands are detectable at the earliestrdhs past infection or
vaccination.

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

Proteins derived from rubella virus were separaedtrophoretically according to their molecularigt# using nonreducing sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophore$®S-PAGE). Following electrophoresis, the sepdrgbeotein bands were

transferred to a PVDF membrane. The antigen beangmgbrane was blocked and cut into ready-to-ugesstr

Diluted human sera are incubated with the Antigeip§& Rubella-specific antibodies, if present|wihd to their target antigens. After

washing, anti-human IgG conjugated with horseragistoxidase is added. At the end of a second inimrhaunbound conjugate is

removed by washing and aspiration. The bound cafuis visualized by the addition of a chromogewnibstrate. Strips are dried and
analysed. Using the kit-specific Template suppligith the kit, the position of the stained bands barcorrelated with defined rubella
virus antigens.



4. MATERIALS

4.1. Reagents supplied

= Rubella Virus Antigen Strips (IgG): 1 tube containing 10 consecutively numbered weditt strips coated with rubella
virus antigens.

= Template: 1 predeveloped control strip, kit-specific.

= 1gG Sample Diluent**: 1 bottle containing 50 ml of buffer for samptlution; pH 7.2 + 0.2; coloured yellow; readyusee;
white cap.

. Washing Solution (20x conc.)*:1 bottle containing 50 ml of a 20-fold concentdabeiffer, pH 7.2 + 0.2 for washing the
Antigen Strips; white cap.

= Rubella Virus anti-IgG Conjugate**: 1 bottle containing 12 ml of peroxidase labellet-human 1gG; coloured red, ready to
use; black cap.

. TMB Substrate-Solution Membrane: 1 bottle containing 12 ml 3,3',5,5'-tetramethyllidive (TMB); ready to use; blue cap.
= Rubella IgG Cut-off Control***: 1 bottle containing 3 ml; coloured yellow; readyuse; green cap.

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

4.2. Materials supplied

L] 1 test protocol
. 1 result sheet
= 2 incubation trays

B
w

. Materials and Equipment needed

Vortex tube mixer

Deionised or (freshly) distilled water
Disposable tubes

Shaking platform

Micropipettes, 10 and 1000 pl

Plastic tweezers for handling Antigen Strips
Vacuum apparatus

Timer

Filter paper

5. STABILITY AND STORAGE

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

It is very important to bring all reagents, sampée®l controls to room temperature (+20...+25 °C) befetarting the
test run!

6.1. Rubella Virus Antigen Strips

The ready to use western blot strips are coated mibella virus antigens. Store at +2...+8 Atter first opening stability until the
expiry date when stored at +2...+8 °Bo not interchange or mix Antigen Strips from different kits!

6.2. Rubella Virus anti-IgG Conjugate

The bottle contains 12 ml of a solution with amGl conjugated to horseradish peroxidase, buffahilsters, preservatives and an
inert red dye. The solution is ready to use. Stire2...+8 °C.After first opening stability until the expiry datenen stored at
+2...+8 °C.

6.3. Control
The bottle labelled with Cut-off Control containgeady to use control solution. It contains 0.1 #Hhon and has to be stored at
+2...+8 °C.After first opening stability until the expiry @atvhen stored at +2...+8 °C.

6.4. 1I9G Sample Diluent

The bottle contains 50 ml phosphate buffer, stadi$i, preservatives and an inert yellow dye. ltsied for the dilution of the patient
specimen. This ready to use solution has to bedtat +2...+8 °CAfter first opening stability until the expiry @atvhen stored at
+2...+8 °C.



6.5. Washing Solution (20x conc.)

The bottle contains 50 ml of a concentrated butfetergents and preservatives. Dilute washingisolut+19; e.g. 10 ml Washing

Solution + 190 ml fresh and germ free redistilleatev. The diluted buffer is stable for 5 days dfretl at room temperatur@rystals

in the solution disappear by warming up to +37 PGaiwater bath. After first opening the concentiiatstable until the expiry date
when stored at +2...+8 °C.

6.6. TMB Substrate-Solution Membrane

The bottle contains 12 ml of a tetramethylbenziffipdrogen peroxide system. The reagent is readyséoand has to be stored at
+2...+8 °C, away from the lighThe solution should be colourless to pale yelldwhé substrate turns into blue, it may have become
contaminated and should be thrown awafter first opening stability until the expiry @atvhen stored at +2...+8 °C.

7. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Use human serum samples with this assay. If theyassperformed within 5 days after sample coltattithe specimen should be
kept at +2...+8 °C; otherwise they should be aligd@and stored deep-frozen (-20...-70 °C). If saspre stored frozen, mix thawed
samples well before testingvoid repeated freezing and thawing! Controls arady to use and must not be diluted.

7.1. Sample Dilution

Before assaying, all samples should be diluted @+tith IgG Sample Diluent. Dispense 10 pl samplg Aml IgG Sample Diluent
into tubes to obtain a 1+100 dilution and thoroyghix with a Vortex.

8. ASSAY PROCEDURE

Please read the test protocol carefbijore performing the assay. Result reliability dependstict adherence to the test protocol
as described. Perform all assay steps in the ¢arrder and without any appreciable delays betvtkersteps. A clean, disposable tip
should be used for dispensing each sample.

1. Using tweezers, carefully remove the number of irequAntigen Strips from the tube and place therthiachannels of
the incubation tray.
2. Transfer 1 ml controls and diluted serum to therapgiate channels of the incubation tray. A newepi@tip must be used

with each separate sample. Check that all AntigapsSarecompletelyimmersedand, if needed, gently shake the tray or
push delicately the strips into the solution witblean pipette tip. Theumbered side of the strip must face upantigens
are bound to this side of the membrane.

3. Incubate the strips at room temperaturesf®min on a shaking platform.
4. Wash procedure
. Carefully aspirate the contents of each channel,laghl of Washing Solution.
. Place the incubation tray on the shaking platfaanbfmin at room temperature.
. Aspirate the contents of each channel and repeataish procedure two more times.

5. Add 1 ml of anti-lgG Conjugate to the appropriate chanaeld incubate at room temperature 36rmin on the shaking
platform.

6. Repeat step 4.

7. Add 1 ml of chromogenic TMB Substrate-Solution Membraneh® appropriate channels and incubatelformin at

room temperature and under observation on the ishaitatform.

CAUTION: DO NOT OVERDEVELOP. Some sera show exoessbackground staining of the strips. To avoid
background, stop the reaction earlier by washirth deionised water.

8. Stop the reaction by aspirating the contents ofi @@nnel and rinse each strip withml of deionised water. Place back
the incubation tray on the shaking platform for i.nRepeat the 1 ml - 5 min rinse.
9. Remove the strips from the incubation tray and eokhaem with the number face up on filter paperrp(dpproximately

30 min at room temperature).

IMPORTANT : to prevent fading, the strips should be proteétech exposure to light.



9. RESULTS

9.1. Interpretation of Results
Once dried, attach the strips to the result sh&iagiclear tape.

The Rubella Virus IgG Immunoblot utilizes a kit-sffie Template consisting of a developed AntigeripStut from the
membrane used to prepare the Antigen Strips. Thistgs been exposed to a positive control seruarder to exhibit bands
representative of a rubella virus infection. Theresponding protein bands are listed on the rigle sf the template.
Identification of the reactive bands is based upamparison with the exposed bands on the Templaghorizontal line at
the bottom of the strip must be aligned with theeia line near the bottom of the control strip.

For band scoring, determine the reactivity of tleofving bands:

E1-E1 (116 kDa), E1-E2 (100-105 kDa), C Dimer (88 E1 (58 kDa), E2 (42-47 kDa)

9.2. Band Specificity

Band Antigen Characterization

E1-E1 (116 kDa) E1 envelope glycoprotein; homodimer

E1-E2 (100-105 kDa) Heterodimer of envelope glyotgins E1 and E2

C Dimer (66 kDa) Capsid protein; disulfide linkeidhér; associated with the viral RNA

E1 (58 kDa) Envelope protein; contains several fggrhginating and neutralizing epitopes

E2 (42-47 kDa)

Envelope protein; exists in two forms, E2a (47 kBagl E2b (42 kDa), which differ in their
glycosylation

Human sera may exhibit other bands than those ar@tdiabove. Such bands should not be considered meepreting the results.

9.3. Evaluation of Antigen Bands

The humoral antibody response to rubella virusganis shows different kinetics: antibodies to stradtproteins E1 and C are
detectable 2-3 weeks post infection or vaccinatiomontrast, reactivity to the E2 protein is calesably delayed.

In nonreducing immunoblot E2-specific antibodies ae detectable no earlier than 3 months after infeatin or

vaccination.

If the E2 antigen band is present, an infection witin the last 3 months can be ruled out.

Positive blots are very similar to the controlswon the kit Template.

IMPORTANT : The band intensities are assessed in comparisdmet Cut-off Control. Only bands with the samestiobnger

colour intensities than the corresponding bantherCut-off Control strip are considered for evéilia

Antigen bands in Rubella IgG Virus Immunoblot and probable infection status

E1-E1
E1-E2 - . .
C Dimer no positive bands one or more bands posit| one or more bands positive
El
E2 negative negative positive

no Rubella virus specific | - fresh infection

antibodies present fresh rubella virus
Probable status of - production of anti- infection within the last 3
infection fresh infection within the bodies to E2 delayed o ST Gt [ SV e

last days can not be failed

excluded




10. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

10.1. Diagnostic Specificity

The diagnostic specificity is defined as the pralitsitof the assay of scoring negative in the aleseof the specific analyte.
It is > 98 %.

10.2. Diagnostic Sensitivity

The diagnostic sensitivity is defined as the prdiigtof the assay of scoring positive in the pmese of the specific analyte.
It is > 98 %.

10.3. Interferences

Interferences with hemolytic, lipemic or ictericr@eare not observed up to a concentration of 10mihbémoglobin, 30 mg/ml
triglycerides and 1 mg/ml bilirubin.

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

11. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Diagnosis of an infectious disease should not bebshed on the basis of a single test resultrekipe diagnosis should take into
consideration clinical history, symptomatology aslivas serological data. The absence of antibodiastive with rubella virus
antigens on the Rubella Virus IgG Immunoblot careatlude a rubella virus infection in all casesthe early phase of infection,
detectable amounts of antibodies may not or nobggiresent.

In immunocompromized patients and newborns sercébglata only have restricted value. Prenatal disignis not possible with
Rubella Virus IgG Immunoblot.

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 feefeesults and incidents for these reasons.

= Only for in-vitro diagnostic use.

= All components of human origin used for the prothrcbf these reagents have been tested for antigrtibodies, anti-HCV

antibodies and HBsAg and have been found to bereactive Nevertheless, all materials should still be rdgdrand handled

as potentially infectious.

Do not interchange reagents from different produrctots or strips from different kits.

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

Do not use reagents after the expiry date statébeotabel.

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

Do not interchange screw caps of reagent vialséidecross-contamination.

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

After first opening and subsequent storage chenlugate and control vials for microbial contaminatprior to further use.

Always use tweezers to handle Antigen Strips.

During incubations and washing, the Antigen Stripsst remain completely covered with fluid and thenbered side of the

strips must face up.

L] To avoid cross-contamination and falsely elevagstilts pipette patient samples and dispense cdejugtnout splashing
accuratelyto the bottom of wells.

. The NovaTec Immunoblot is only designed for quedifpersonnel who are familiar with good laborafmactice.

WARNING: In the used concentration Bronidox L has hardlytamxicological risk upon contact with skin and rous
membranes.

12.1. Disposal Considerations

Residues of chemicals and preparations are gepexisidered as hazardous waste. The disposalsokitid 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.: RUBG2400 Rubella Virus IgG Immunoblot (1@ps)
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1. EINLEITUNG

Das Rubella Virus ist ein umhullites RNA Virus, dasder Familie der Togaviridae dem Genus Rubivitugeordnet wird. Es hat
eine sphérische Form und misst etwa 50-70 nm imcldnesser. Die einzelstrangige RNA positiver Pdlarist von einem
ikosaedrischen Kapsid umschlossen, welches vom ¥ingshiille mit den Glykoproteinen E1 und E2 umeelwird. Das E1 Protein
bildet im reifen Virion Heterodimere mit E2 und istdieser Konfiguration Ziel neutralisierender um@magglutinationshemmender
Antikdrper. Von Rubella Virus ist nur ein Serotypkannt und Kreuzreaktionen mit Alphaviren oder aadd ogaviren wurden nicht
gefunden.

Das Virus ist der Verursacher der Roételninfektidie besonders bei Kindern und Jugendlichen aufig¢ Ubertragung erfolgt
aerogen durch Tropfcheninfektion. Die Inkubationitsbetréagt 14-21 Tage. Das Virus tritt in den Resjionstrakt ein, befallt die
regionalen lymphoiden Gewebe und erreicht schiibRauf hamatogenem Weg die Haut, wo es zur Aushiddes typischen
Exanthems kommt. Der Ausschlag beginnt im Gesluigitet sich Uber Rumpf und Extremitaten aus uimgkigewohnlich nach drei
Tagen ab. Weiter kdnnen Kopfschmerzen, erhéhte €emyren, Lymphknotenschwellungen, ein leichterakt der oberen
Atemwege und eine Konjunktivitis auftreten. Dasugimird liber Sekrete des Nasopharynx und den Wsgeschieden. Infektiositat
besteht eine Woche vor bis eine Woche nach Auftréés Exanthems.

Das Rubella Virus ist weltweit verbreitet, einzigésegerreservoir ist der Mensch. Die natUrlicheddbseuchung bei Schulkindern
erreicht in den Industrielandern etwa 50 %. Beid€m und Jugendlichen verlauft die Krankheit in Begel relativ harmlos.

Eine Uber die Plazenta der Mutter erfolgte Infektites sich entwickelnden Fetus kann dagegen sci&ei@den verursachen, deren
Haufigkeit und Schweregrad vom Infektionszeitpuniihrend der Schwangerschaft abhéangen (beobachteemv@chaden in 90 %
bei Infektionen in den ersten 8 Schwangerschafteec Schaden in 25 % bis 35 % wahrend des zweitene$ters). Eine
Rotelnprimérinfektion im 1. bis 4. Schwangerschafinat kann zum Spontanabort, zur Frihgeburt oden kongenitalen
Roételnsyndrom (CRS) fihren. Bei Infektionen nachd& Schwangerschaftswoche sind kongenitale Helligen selten.

Durch das Rubella Virus werden die Organe, die gietade in der Entwicklung befinden, geschadige Rbteln-Embryopathie
(Gregg-Syndrom) ist gekennzeichnet durch die kdabs Trias mit Defekten an Herz (offener Ductusransus), Augen (Katarakt)
und Ohren (Innenohrtaubheit). Weitere mogliche Eolgsind ein geringes Geburtsgewicht, thrombozytispbe Purpura,
Hepatosplenomegalie, Enzephalitis, Hepatitis oeestige Retardierung.

Spezies Erkrankung Symptome und Komplikationen kidesmodus

Rételn Ro6tung des Rachenrings, Kopf- und Tropfchen- oder Schmierinfektion
Muskelschmerzen, Fieber, generalisiertes
Exanthem, schmerzhafte Lymphknoten-

Rubella schwellung hinter den Ohren und okzipital

Virus
kongenitales Schwere abhangig vom Schwangerschaftsstand Infektion des Fetus:
Roételnsyndrom klassisches Bild: Gregg-Syndrom (Taubheit,diaplazentar wéahrend miutterlicher
(CRS) Katarakt, Fallot-Tetralogie) | Viramie

Infektionen kénnen nachgewiesen werden durch

. Virus-Nachweis mittels RT-PCR (pranatal)

= Hamagglutinationshemmtest (HAHT), Hamolysis-in-Gebt (HIG)

L] Antikdrpernachweis durch EIA, ELISA, Immunoblot

Die Messung der Antikorpertiter im Serum ist wightiir die Bestimmung des Immunstatus des Betroffene

In seltenen Fallen kénnen vorausgegangene Rotiktionen oder Schutzimpfungen eine lang anhaltémaeunitat nicht
gewahrleisten, da sie in zu niedrigen Antikorpertitresultieren, um eine Reinfektion zu verhindérsbesondere bei jungen Frauen
mit Kinderwunsch sollte routineméRig der Rételn-lomstatus bestimmt werden.

2. VERWENDUNGSZWECK

Der NovaTec Rubella Virus IgG Immunoblot ist eiratitativer Test zum Nachweis Rubella Virus speeHisr IgG-Antikdrper in
humanem Serum. Dartiber hinaus stellt er ein ntietidilfsmittel dar, um zwischen akuten und abdelainfektionen zu
differenzieren. Antikdrper gegen das E2-Glykopnoteerden im Verlauf der Immunantwort verzégert ggdiund sind im nicht-
reduzierenden Immunoblot frihestens 3 Monate nafefktion oder Vakzinierung nachweisbar.

3. TESTPRINZIP

Proteine aus Rubella Virus wurden elektrophoretisgmal ihrem Molekulargewicht mit Hilfe von nicleduzierender
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektroph@&gSDS-PAGE) aufgetrennt. Anschlielend wurden daeihbanden auf eine
PVDF-Membran Ubertragen, unspezifische Bindungsstélockiert und die Membran in gebrauchsfertigeifen geschnitten.
Verdinnte Seren werden mit den Antigen-Streiferuinért. Sind Rubella Virus-spezifische Antikérperivanden, binden diese an ihre
auf der Membran fixierten Ziel-Antigene. Nicht-geldene Serumkomponenten werden durch einen Wasihssitfernt. In einem



zweiten Reaktionsschritt reagieren Antigen-Antil@romplexe spezifisch mit anti-lgG-Antikdrpern.edan Meerrettichperoxidase
gekoppelt sind. Am Ende der zweiten Inkubation wircht-gebundenes Konjugat durch Waschen entf@elbundenes Konjugat wird
durch die Zugabe eines chromogenen Substrats arofimacht. Nach dem Trocknen kénnen die gefadaéigenbanden anhand der
mitgelieferten kitspezifischen Schablone identéiziwerden.

4. MATERIALIEN

4.1. Mitgelieferte Reagenzien

= Rubella Virus Antigen-Streifen: 1 Réhrchen mit 10 fortlaufend nummerierten Westlot-Streifen, beschichtet mit Rubella
Virus Antigenen.

L] Schablone:1 vorentwickelter Kontrollstreifen, kitspezifisch.

= 1gG-Probenverdiinnungspuffer*: 1 Flasche mit 50 ml Puffer zur ProbenverdiingupH 7.2 + 0.2; gelb gefarbt;
gebrauchsfertig; weil3e Verschlusskappe.

. Waschlésung (20x konz.)*1 Flasche mit 50 ml eines 20-fach konzentriertefie’s zum Waschen der Antigen-Streifen,
pH 7.2 £ 0.2; weil3e Verschlusskappe.

. Rubella Virus anti-lgG-Konjugat**: 1 Flasche mit 12 ml Peroxidase-konjugiertem Ariled gegen humanes IgG; rot
geférbt, gebrauchsfertig; schwarze Verschlusskappe.

. TMB Substrat-Losung Membran: 1 Flaschchen mit 12 ml 3,3',5,5-Tetramethylbemzi(iMB); gebrauchsfertig; blaue
Verschlusskappe.

= Rubella IgG Cut-off Kontrolle***: 1 Flaschchen mit 3 ml; gelb gefarbt; griine Versssitappe; gebrauchsfertig.

* enthalt 0.1 % Bronodox L nach Verdinnung
bl enthalt 0.2 % Bronidox L
ok enthalt 0.1 % Kathon

4.2. Mitgeliefertes Zubehor

= 1 Arbeitsanleitung
. 1 Ergebnisblatt
L] 2 Inkubationswannen

4.3. Erforderliche Materialien und Gerate

L] Vortex-Mischer

= Deionisiertes oder destilliertes Wasser

= Plastikrohrchen fur den einmaligen Gebrauch

L] Kippschuttler

. Mikropipetten mit Einmalspitzen, 10 und 1000 pul
. Plastik-Pinzette

. Absaugsystem mit Desinfektionsfalle

. Timer

. Filterpapier

5. STABILITAT UND LAGERUNG

Testkit bei +2...+8 °C lagern. Die Reagenzien niddtmden angegebenen Verfallsdaten verwenden.

6. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen sind voeihferwendung auf Raumtemperatur (+20...+25 °C) ndan!

6.1. Rubella Virus Antigen-Streifen

Die Western-Blot-Streifen sind mit Rubella Virus thgenen beschichtetDie gebrauchsfertigen Streifen sind bei +2...+8 °C
aufzubewahren. Haltbarkeit bis zum angegebeneraNstatum.Antigen-Streifen aus verschiedenen Kits nicht austauschen oder
mischen!

6.2. Rubella Virus anti-lgG-Konjugat

Die Flasche enthalt 12 ml einer Losung von anti-M€errettichperoxidase, Puffer, Stabilisatoren, s@wierungsmittel und einen
inerten roten Farbstoff. Die gebrauchsfertige L@sist bei +2...+8 °C aufzubewahreNach dem ersten Offnen haltbar bis zum
angegebenen Verfallsdatum (bei +2...+8 °C).

6.3. Kontrolle

Das Kontroll-Flaschchen enthalt 3 ml gebrauchgferontrolllésung. Die gebrauchsfertige Losungit+2...+8 °C aufzubewahren
und enthalt 0.1 % Kathoiach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegebéedallsdatum (bei+2...+8 °C).



6.4. IgG-Probenverdinnungspuffer

Die Flasche enthdlt 50 ml Phosphatpuffer, Stabdiem, Konservierungsmittel und einen inerten geldearbstoff. Die
gebrauchsfertige Losung ist bei +2...+8 °C aufzwdieen. Die Losung wird flr die Verdiinnung der ProbéngesetztNach dem
ersten Offnen haltbar bis zum angegebenen Vergalisd (bei +2...+8 °C).

6.5. Waschlésung (20x konz.)

Die Flasche enthalt 50 ml konzentrierten PuffeteBgenzien und Konservierungsmittel. Der Inhaltdsduf einen Liter mit Aqua
dest. verdiinnt (1+19). Der verdunnte Puffer istReimtemperatur 5 Tage haltbar. Die Waschlésund) zvim Waschen der Streifen
eingesetztSollte eine Kristallisation im Konzentrat auftretetie Waschldsung auf +37 °C erwarmen und vor demd¥hnen gut
mischen. Nach dem ersten Offnen haltbar bis zuregeizgenen Verfallsdatum (bei +2...+8 °C).

6.6. TMB Substrat-L6sung Membran

Das Flaschchen enthélt 12 ml eines Tetramethylden¥Vasserstoffperoxidgemisches. Die gebrauchgtertiosung ist bei
+2...+8 °Cvor Licht geschutzt aufzubewahrddie Losung ist farblos bis blassgelb. Sollte disuriy nach blau umschlagen, ist sie
kontaminiert und kann nicht im Test verwendet werddéach dem ersten Offnen haltbar bis zum angegeb¥®erfallsdatum (bei
+2...+8 °C).

7. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es soliten humane Serumproben verwendet werdendéiedie Bestimmungen innerhalb von 5 Tagen nacheBionahme
durchgefiihrt, kénnen die Proben bei +2...+8 °C ewfthrt werden, sonst tiefgefrieren (-70...-20 “@)ederaufgetaute Proben vor
dem Verdinnen gut schitteM/iederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeid#a Kontrollen sind gebrauchsfertig und missen
nicht verdiinnt werden.

7.1. Probenverdinnung

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

8. TESTDURCHFUHRUNG

Gebrauchsinformationor Durchfilhrung des Tests sorgféltig lesen. Fur dieelassigkeit der Ergebnisse ist es notwendig, die
Arbeitsanleitung genau zu befolgen. Den Test inadgiegebenen Reihenfolge und ohne Verzdgerungfdarein. Fur jeden Proben-
Pipettierschritt saubere Einmalspitzen verwenden.

1. Anzahl benétigter Antigen-Streifen mit Hilfe einBinzette vorsichtig aus dem Ro&hrchen entnehmenjewsils in eine
separate Rinne der Inkubationswanne geben.
2. 1 ml der Kontrollen bzw. verdiinntes Serum in diésprechende Rinne der Inkubationswanne pipettidfénjede Probe

muss eine neue Pipettenspitze verwendet werdes Allligen-Streifen missemlistandig untergetauchtsein. Wenn nétig,
die Wanne sanft schiitteln oder die Streifen miterisauberen Pipettenspitze vorsichtig in die Losaolieben. Die
Nummerierung muss nach oben zeigerauf dieser Seite sind auch die Antigene gebunden.

3. Streifen bei Raumtemperatur %@ min auf einem Kippschuttler inkubieren.
4. Waschen
Ll Flussigkeit aus jeder Rinne sorgféltig absaugen| Waschlésung zugeben.
] 5 min auf dem Kippschittler bei Raumtemperatur ln&cen.
. Flissigkeit aus jeder Rinne absaugen und Waschwgngach zweimal wiederholen.

5. 1 ml anti-lgG-Konjugat in die entsprechenden Rinneregalnd fir30 min bei Raumtemperatur unter Schiitteln inkubieren.
6. Waschvorgang gemaf Punkt 4 wiederholen.
7. 1 ml der chromogenen TMB Substrat-Lésung Membran zugeinel 10 min auf dem Schittler bei Raumtemperatur und

unter Beobachtung inkubieren.

ACHTUNG: NICHT UBERENTWICKELN. Bei einigen Seren i sich der Hintergrund der Streifen sehr schrialli b
farben. In diesem Fall ist die Farbreaktion voigedurch Spilen mit deionisiertem Wasser zu stoppen

8. Reaktion durch Absaugen der Fliissigkeit abstoppehjeden Streifen mit ml deionisiertem Wasser waschen. Antigen-
Streifen 5 min unter Schitteln inkubieren, Was$ésaagen und den Waschschritt wiederholen.
9. Streifen aus der Inkubationswanne nehmen und mit Nlemmerierung nach oben auf Filterpapier trockrietwa

30 min bei Raumtemperatur).

WICHTIG : die Streifen sollten vor Licht geschitzt aufbewaterden, um ein Ausbleichen zu verhindern.



9. ERGEBNISSE

9.1. Interpretation der Ergebnisse
Nach dem Trocknen Streifen mit durchsichtigem Kbebedl auf das Ergebnisblatt kleben.

= Rubella Virus IgG Immunoblot enthélt eine kitspesihe Schablone mit einem entwickelten Kontroliftre Dieser Streifen
stammt aus derselben Membran, die zur Herstellend\dtigen-Streifen verwendet wurde. Er wurde rinieen positiven
Kontrollserum inkubiert, um Rubella Virus reprasgivie Banden anzuzeigen. Relevante Proteinbanddrrethts neben dem
Streifen aufgefuhrt.

. Fur die Probenauswertung wird der entwickelte Katgtireifen auf der Schablone herangezogen. Dazsmie Index-Linie
des Kontrollstreifens an die horizontale Linie amtemen Rand des Teststreifens angelegt werden.

. Zur Bewertung einer Probe wird die Reaktivitatfitigende Banden bestimmt:
E1-E1 (116 kDa), E1-E2 (100-105 kDa), C Dimer (&) E1 (58 kDa), E2 (42-47 kDa)

9.2. Spezifitat der Antigenbanden

Bande Charakterisierung der Antigene

E1-E1 (116 kDa) E1-Glykoprotein; Homodimer

E1-E2 (100-105 kDa) Heterodimer aus E1- und E2-Qyktein

C Dimer (66 kDa) Kapsid-Protein; Disulfid-Dimer;sagiiert mit der viralen RNA

E1 (58 kDa) Hullprotein; enth&lt mehrere hdmaggletende und neutralisierende Epitope

Hdllprotein; existiert in zwei Formen, E2a (47 kReyd E2b (42 kDa), die sich in ihrer Glykosylierung

E2 (42-47 kDa) unterscheiden

Seren konnen weitere Banden zu den oben erwahuateriaen. Solche Banden sollten nicht in die Téstpretation einflieRen.

9.3. Bewertung der Antigenbanden

= Die Bildung von Antikérpern gegen Rubella-Antigemeist unterschiedliche Kinetiken auf: so erscheiAstikdrper gegen die
Strukturproteine E1 und C bereits 2-3 Wochen nawérdénfektion oder Impfung. Im Gegensatz dazulistReaktivitat gegen
das E2-Protein deutlich verzogert.
Im nicht-reduzierenden Immunoblot kénnen E2-spezifsche Antikorper frihestens 3 Monate nach einer Infition oder
Vakzinierung nachgewiesen werden.
Bei Anwesenheit der E2-Bande kann somit eine Infekin innerhalb der letzten drei Monate ausgeschloseeverden.

= Positive Blots &hneln dem Kontrollstreifen auf detgelieferten Schablone.

WICHTIG : Die Bandenintensitaten werden im Vergleich zut-affiKontrolle bewertet. Nur solche Banden dirferlie
Bewertung einbezogen werden, deren Farbintensitdtedestens derjenigen der entsprechenden Bandeutieff

Kontrolle entsprechen.

Antigenbanden im Rubella Virus IgG Immunoblot und wahrscheinlicher Infektionsstatus

E1-E1l

E1-E2 keine der eine oder mehrere eine oder mehrere
C Dimer Banden positiv Banden positiv Banden positiv
El

E2 negativ negativ positiv

wahrscheinlicher
Infektionsstatus

keine Rubella-spezifischer
Antikdrper vorhanden.

frische Infektion innerhalb
der letzten Tage kann nich
ausgeschlossen werden.

- frische Infektion

- verzogerte oder Aus-
bleiben der E2-Anti-
korperbildung

frische Rotelninfektion in
den letzten 3 Monaten
kann ausgeschlossen
werden
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10. TESTMERKMALE

10.1. Diagnostische Spezifitat

Die diagnostische Spezifitat ist definiert als fliahrscheinlichkeit des Tests ein negatives ErgebeisFehlen des spezifischen
Analyten zu liefern. Sie ist > 98 %.

10.2. Diagnostische Sensitivitat

Die diagnostische Sensitivitat ist definiert al® divahrscheinlichkeit des Tests, ein positives Ergelbei Vorhandensein des
spezifischen Analyten zu liefern. Sie ist > 98 %.

10.3. Interferenzen

Hamolytische,. lipdmische und ikterische Proberaleeg bis zu einer Konzentration von 10 mg/ml fimidglobin, von 30 mg/ml
Triglyceride und von 1 mg/ml fir Bilirubin keinetkrferenzen im vorliegenden Immunoblot.

Hinweis: Die Ergebnisse beziehen sich auf die sotrten Probenkollektive; es handelt sich nichigamantierte Spezifikationen

11. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Diagnose einer Infektionskrankheit darf niclicia auf der Basis des Ergebnisses einer Bestingngestellt werden. Die
anamnestischen Daten sowie die SymptomatologiePdésnten missen zuséatzlich zu den serologischgebBissen in Betracht
gezogen werden.

Die Abwesenheit von Antikdrpern gegen Roételn-Amtigem Rubella Virus IgG Immunoblot kann eine Rdiefektion nicht in
jedem Fall ausschlieen. In der Friihphase dertiofekdnnen Antikdrper noch nicht oder in nichtelgterbarer Menge vorhanden
sein. Bei Immunsupprimierten und Neugeborenen zmsitie Ergebnisse der serologischen Tests nun &iegrenzten Wert. Eine
pranatale Diagnostik ist mit dem Rubella Virus Ig@nunoblot nicht méglich.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN UND WARNHINWEISE

= Gemal Art. 1 Abs. 2b der EU-Richtlinie 98/79/EGtldgr Hersteller die Zweckbestimmung von In-vitr@@nostika fest, um
deren Eignung, Leistung und Sicherheit sicherzigstel Daher sind die Testdurchfiihrung, die Inforomti die
SicherheitsmaRnahmen und Warnhinweise in der Gebsanweisung strikt zu befolgen. Bei Anwendung Testkits auf
Diagnostika-Geréaten ist die Testmethode zu vaktierJede Anderung am Aussehen, der Zusammensetmohgder
Testdurchfiihrung sowie jede Verwendung in Komberatinit anderen Produkten, die der Hersteller né&thborisiert hat, ist
nicht zulassig; der Anwender ist fiir solche Andgem selbst verantwortlich. Der Hersteller haftetffilsche Ergebnisse und
Vorkommnisse aus solchen Gruinden nicht.

. Nur fir in-vitro-Diagnostik.

. Alle verwendeten Bestandteile menschlichen Urspusiod auf Anti-HIV-AK, Anti-HCV-AK und HBSAG nichteaktiv

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

Reagenzien unterschiedlicher Chargen und Antigegif&n verschiedener Kits nicht untereinander aisstaen.

Keine Reagenzien anderer Hersteller zusammen miReagenzien 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 Kontrollflasoén vor weiterem Gebrauch auf mikrobielle Kontaation priifen.

Antigen-Streifen vorsichtig mit einer Pinzette hhabden.

Wahrend der Inkubations- und Waschschritte mus$erAdtigen-Streifen vollstandig mit Flussigkeit lsettt sein und die

nummerierte Seite muss nach oben zeigen.

L] Zur Vermeidung von Kreuzkontamination und falschéfiten Resultaten Patientenproben und Konjugatfédtggin die
Kavitéten pipettieren.

. Der NovaTec Immunoblot ist nur fur die Anwendungratu Fachpersonal vorgesehen, welches die Arbeitsieen
einwandfrei beherrscht.

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

12.1. Entsorgungshinweise

Chemikalien und Zubereitungen sind in der Regeld8oabfalle. Deren Beseitigung unterliegt den nafiem abfallrechtlichen
Gesetzen und Verordnungen. Die zustandige Behifdeniert liber die Entsorgung von Sonderabfallen.

13. BESTELLINFORMATIONEN

Produktnummer: RUBG2400 Rubella Virus 1IgG Immunol® Bestimmungen)
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Symbols Key / Symbolschlissel

Manufactured by / Hergestellt von

In Vitro Diagnostic Medical Device / In Vitro Diagnosticum

Lot Number / Chargenbezeichnung

Expiration Date / Verfallsdatum

SaLENEIL

Storage Temperature / Lagertemperatur

[REF]

Catalogue Number / Katalog Nummer

=

Consult Instructions for Use / Gebrauchsanweisung beachten

STRIP| Antigen-Strips / Antigen-Streifen
TEMP Template / Schablone
CONJ Conjugate / Konjugat
CUT OFF Cut-off Control serum / Cut-off Kontrollserum
DIL El Sample diluent buffer 1IgG / IgG-Probenverdinnungspuffer
TMB Substrate-Solution Membrane / TMB-Substrat-Lésung Membran

Washing Solution 20x concentrated / Waschlésung 20x konzentriert

«

Contains sufficient for “n” tests / Ausreichend fiir “n” Tests
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SCHEME OF THE ASSAY

Rubella Virus 1gG Immunoblot

Test Preparation

Prepare samples as described.
Note sample and strip numbers as well as lot numbeérantibody isotype.
Put the required number of antigen strips intovtke#s of the incubation tray.
Prepare the required volume of Washing Solution.

Assay Procedure

pipette 1 ml Control or diluted sample

Y

incubate foil60 min at room temperature while shaking gently

Y

wash three times for 5 min with 1 ml Washing Santwhile shaking

U
add1 ml Conjugate

incubate for30 min at room temperature while shaking gently

U
wash three times for 5 min with 1 ml Washing Santivhile shaking

U
addl ml Substrate-Solution
U
incubate forlO min at room temperature while shaking gently
U
wash two times for 5 min with 1 ml deionised water
dry and read

NovaTec Immundiagnostica GmbH
Technologie & Waldpark

Waldstr. 23 A6
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Tel.: +49 (0) 6074-48760 Fax: +49 (0) 6074-487629
Email: info@NovaTec-ID.com
Internet: www.NovaTec-ID.com RUBG2400_dt-engl_27052009-EH
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